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Kivonat

Gyogyszerhatéoanyagok és - szennyezok retencios tulajdonsdgainak vizsgdlata nagyhaté-

konysdgu ionkromatogrdfids rendszerben

A dolgozat célja a kiillonboz6 hatéanyagokban taldlhaté szennyezOk retencids viselke-
désének bemutatdsa ionkromatografids vizsgalat sordn, valamint, a kiilonboz$ ionok meg-
hatdrozédsara fejlesztett modszereken keresztiil ravildgitani arra, hogy az ionkromatografia-
nak, azon beliil is az ioncsere-kromatografidnak milyen szerepe lehet a gydgyszerhatéanya-
gok/készitmények vizsgalata szempontjabol. A disszertacio olyan vegyiiletek ionkromatog-
rafids megoldhatdsagéra is fokuszal, melyek meghatdrozdasa nehezen és/vagy csak valamilyen
nagymiiszeres megolddssal lennének kivitelezhetdek.

A dolgozat els6 részében az irodalmi attekintés ad egy rovid Osszefoglaldt a kromatogra-
fia alapjairdl, és a kisérletek sordn alkalmazott osszefiiggésekrdl. Ez a fejezet ad szdmot az
ioncsere-kromatografiardl, valamint a mérés sordn hasznalt berendezések felépitésérdl is. Kii-
16n sz6 esik az ionkromatografidsan mérhet6 vegyiiletekrél/ionokrél, valamint az "Eszkozok,
anyagok" fejezetben az alkalmazott késziilékekrdl és vegyszerekrdl.

A dolgozat ,,Eredmények” részénél a Szerzd ecetsav meghatdrozdsat mutatja be gdzkroma-
togréfia és ionkromatogréafia segitségével, valamint elvégzi a fejlesztett médszerek limit szintl
validalasaindl kapott eredményei 0sszehasonlitasat.

A nétrium-azid meghatdrozdsa kulcsfontossagi egy olyan hatdéanyag esetében, ahol a tet-
razol gyird kialakitdsdnak egyik technoldgiai 1épésében magit az azidot alkalmazzdk alap-
anyagként. A hat6sdgok altal megszabott szigoru feltételeknek valé megfeleléshez a Szerzé
bemutatja az azidion cilostazol hatéanyagban torténd vizsgdlatat, valamint a médszer fejlesz-
tését, mely magdban foglalja a mddszer hatékonysdganak vizsgdlatat €s az azidion retencids
viselkedésének bemutatdsat a hdmérséklet valtozasdnak hatdsara.

Tovébbi vizsgalatai sordn trisz (trisz(hidroximetil)-aminometan), natrium-, valamint litium-
kationok retencids viselkedésével foglalkozik egy meglehetGsen maétrixterhelt rendszerben,
majd igazolja, hogy ezen rendszer alkalmas felbontds javitdsara a trisz-és natriumion kozott.

Végiil a Szerzd leirja az N-bromszukcinimid meghatdrozdsat és a modszer fejlesztésének
1épéseit prasugrel hatéanyagban. A Jelolt dltal fejlesztett mintael6készitési 1épést a prasugrel-
t6l egy teljesen eltérd szerkezetli hatéanyag esetében is alkalmazza, annak igazoldsara, hogy a
mintael6készités, vagy annak bizonyos elemei (ligos olddszer, extrakcid) altaldnosan is alkal-

mazhatéak bromidion képzésére az N-bromszukcinimidbdl.
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Abstract

Investigation of the retention properties of active pharmaceutical ingredients and conta-

minants in high performance ion chromatography system

The aim of this dissertation is to describe the retention behaviour of impurities in diffe-
rent active ingredients by ion chromatography and to highlight the role of ion chromatography,
including the ion-exchange chromatography, in the analysis of active pharmaceutical ingre-
dients/products by means of methods developed for the determination of different ions. The
essay focuses on the feasibility of investigating a number of compounds that may not or hardly
measurable or can only be investigated by mass spectrometry.

In the first part of the thesis, the literature review gives a brief summary of the fundamental
contexts of chromatography, which are used in the experiments. In this section, a short and
concise history of the ion-exchange chromatography and the units of the instrument used for
the measurements is given. The group of compounds that can be measured by ion-exchange
chromatography is also defined in this chapter. The equipment, chemicals and columns used
are listed in the section ’Eszk6zok, anyagok’.

The Eredmények’ of the thesis are presented, showing the determination of acetic acid by
gas chromatography and ion chromatography and the comparison of the results obtained. The
determination of sodium azide is need for an active pharmaceutical ingredient (API) that is used
in the synthesis pathway to form the tetrazole ring. To meet the strict requirement set by the
authorities, the author describes the determination of sodium azide content of cilostazol API
and the development of a method that includes the efficiency of the method and the retention
behaviour of the azide ion depending on temperature of the column. Further investigations were
made for the retention behavior of tris (tris-hydoxymethyl)-aminomethan), sodium and lithium
cations in a strongly matrix-loaded system and demonstrates that, this system is suitable for
improving the resolution between tris and sodium ions.

Finally, the Author describes the determination of N-bromosuccinimide and the steps for the
method development in prasugrel API. The sample preparation step developed by the Author
is also applied to a drug with a completely different structure from prasugrel to demonstrate
that the sample preparation, or some parts of it (alkaline solvent, extraction), can be applied in

general to the formation of bromide ion from N-bromosuccinimide.



vV

Résumé

Etude des propriétés de rétention des ingrédients pharmaceutiques actifs et des contaminants

dans un systeme de chromatographie ionique a haute performance

L’ objectif de cette these est de décrire le comportement de rétention des impuretés dans dif-
férentes substances actives lors de la chromatographie ionique et de mettre en évidence le role
de la chromatographie ionique, et en particulier de la chromatographie d’échange d’ions, dans
I’analyse des principes pharmaceutiques actifs/préparations a 1’aide de méthodes développées
pour la détermination de différents ions. La these se concentre également sur la faisabilité de
I’analyse par chromatographie ionique de composés difficiles a déterminer et/ou qui ne peuvent
étre déterminés qu’a I’aide d’une forme d’instrumentation a grande échelle.

Dans la premicere partie de la these, la revue de la littérature donne un bref résumé des
bases de la chromatographie et des contextes utilisés dans les expériences. Dans cette section,
une description breve et concise de la chromatographie par échange d’ions et des unités de
I’instrument utilisé pour les mesures est donnée. La gamme de composés pouvant étre mesurés
par chromatographie d’échange d’ions est également définie. Dans la section « Eszk6zok,
anyagok », I’appareil, les produits chimiques et les colonnes utilisés sont énumérés.

Dans la section « Eredmények » du document, 1’auteur décrit la détermination de 1’acide
acétique par chromatographie en phase gazeuse et par chromatographie ionique et compare les
résultats obtenus.

La détermination de 1’azide de sodium est cruciale pour une substance active qui est utilisée
dans la voie de synthese pour former le cycle tétrazole. Pour répondre aux criteres stricts fixés
par les autorités, 1’auteur décrit le dosage du cilostazol dans la substance active et le dévelop-
pement d’une méthode, y compris le test de I’efficacité de la méthode et le comportement de
rétention de 1’ion azide sous I'influence du changement de température.

Elle étudie le comportement de rétention des cations tris, sodium et lithium dans un systeme
fortement chargé en matrice et démontre que ce systeme permet d’améliorer la résolution entre
les ions tris et sodium.

Enfin, 'auteur décrit la détermination du N-bromosuccinimide et les étapes de déve-
loppement de la méthode pour le prasugrel. Il applique également 1’étape de préparation
de I’échantillon développée par I’auteur a une substance médicamenteuse dont la structure
est completement différente de celle du prasugrel, afin de démontrer que la préparation de
I’échantillon, ou certains de ses éléments (solvant alcalin, extraction), peut étre utilisée en gé-

néral pour former un ion bromure a partir du N-bromosuccinimide.



Tartalomjegyzék

Bevezetés és célkitiizés 1

1. Irodalmi attekinto 2

1.1. Kromatogrifiaalapjai . . . . . . . . . . .. ... 2

1.1.1. Alapfogalmak . . . . . ... ... ... ... ... .. 3

1.2. Tonkromatografia . . . . . . . . . . . .. ... 9

1.2.1. Nagyhatékonysagu ioncsere-kromatografias rendszer felépitése . . . . 11

1.2.2. lonkromatogréfidval meghatarozhat6 komponensek . . . . . . . .. .. 15

2. Eszkozok, anyagok 28

2.1. Berendezés, anyagok, oszlopok . . . . .. .. ... oL 28

2.1.1. Berendezés, anyagok . . . . . . . . .. .. ... 28

2.1.2. Oszlopok . . . . . . . e 29

3. Eredmények 31
3.1. Hatdéanyagban taldlhat6 ecetsav analizisének gazkromatografids és ionkroma-

tografids Osszehasonlitdsa . . . . . . . . . .. ... L 31

3.1.1. Limit szint{ validdlasok soran kapott eredmények . . . . . . . . . . .. 33

3.2. Natrium-azid meghatdarozasa cilostazol hatéanyagban . . . . . ... ... ... 35

3.2.1. MintaelSkészités . . . . . . . ... 36

3.2.2. Azidion retenciés tulajdonsdgai . . . . ... ... ... L. 38

323, Validalds . . . . ... 41

3.3. A matrixhatds kihaszndldsa a felbontds javitdsara trisz-és natrium-kationok kozott 45

3.3.1. Az eluens koncentriciéjanak hatdsa a natrium-kation viselkedésére . . 47

3.3.2. Az oszlop homérséklet és az injektalt térfogat hatdsa . . . . . . . . .. 48

3.4. N-brémszukcinimid meghatdrozasa gyégyszerhatéanyagokban . . . . . . . . . 57

3.4.1. Mintaelokészités fejlesztése . . . . . . . . ... ... 58

3.4.2. Oldatkészitések €s mérési modszer prasugrel hatdanyag vizsgélata ese-
tben . . ... 61



TARTALOMJEGYZEK VI

3.4.3. Validalas prasugrel hatbanyagban taldlhaté NBS vizsgdlata esetében . . 62

3.4.4. Favipiravir hatéanyagban taldlhat6 N-bromszukcinimid meghatdrozdsa 64

4. Osszefoglalas 68
Irodalomjegyzék 69
Tézispontok i
Theses iii
A szerz6 tudomanyos munkassaga v

Koszonetnyilvanitas viii



Jelolésjegyzék

API

CDI

Cm

AE

AH

AS

AV,

szelektivitasi tényezd

active pharmaceutical ingredient-

gyogyszer hatéanyag
gyogyszerkonyvi szimmetria faktor
fazisarany
N,N’-karbonil-diimidazol
mozgdbfazisbeli koncentracid
allofazisbeli koncentracid

belsd energia valtozas

komponens mozg6fazisbol az
avllofazisba torténd atjutdsa sordn

fellépd entalpiavaltozas
oszlopmenti nyomdsesés

komponens mozg6fazisbol az
allofazisba torténd 4tjutisa sordn

fellépd entrépiavaltozas

parcidlis moldris térfogatok kozotti
kiilonbség az 4ll6- és

mozgofazisban
folyadékfilm vastagsdga
detektéldsi hatar

diffuziés dllandé a mozgo6fazisban

FID

GC

HPIEC

HPLC

IC

ICH

Ky/e

VII

szemcseatmérd

diffuzios allando az allofazisban
elektrospray ionizaci6
viszKkozitas

aramlasi ellenallas
langionizécids detektor

a toltet zegzugossagara jellemzd

allando
gidzkromatogréfia
tdnyérmagassag

nagyhatékonysagu

ioncsere-kromatografia

nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

ionkromatografia

Nemzetkozi Harmonizacios

Konferencia

retencios tényezd
megoszlasi hdnyados
ioncsere-egyensulyi dllandé

toltetre jellemz6 empirikus allando



LC
MSA

N
Na-azid
NBS
NMR

n;,

QL

RP-LC

kolonnahossz
folyadékkromatogréfia
metanszulfonsav
elméletitdnyér-szam
Natrium-azid
N-brémszukcinimid
magneses magrezonancia

adott komponens mozg6fizisbeli

mennyisége

adott komponens all6fazisbeli

mennyisége
nyomas
kvadrupdl analizédtor

Mennyiségi meghatdrozds alsé

hatara
egyetemes gazélland6

forditott fazisa

folyadékkromatogréfia
felbontds

komponens csicsdnak variancidja

S/N

tr
',

Trisz

L1y’

UHPLC

Wo,5

jel/zaj ardny

abszolut hdmérséklet
tailing faktor

repiilési id6 analizédtor
holtid6

retenciods id6

netto retencios id6

trometamin,

trisz(hidroximetil)-aminometan
mozgo6fazis vandorlasi sebessége

adott komponens oszlopon beliili

vandorl4si sebessége

ultra-nagyhatékonysagu

folyadékkromatografia
mozgdbfazis térfogata
allofazis térfogata

az alapvonalnal meghatérozott

csucsszélesség

a csucsmagassig felénél

meghatdrozott csticsszélesség



Bevezetés és célkituzeés

A kismolekulds gydgyszerengedélyezések szima a makromolekulds készitmények mellett még
mindig jelents, és ezen engedélyezéseknek valé megfelelés egyre nagyobb kihivést jelenthet
az egyre szigorodo kovetelmények mellett. A gydgyszerhatéanyagok eldéllitasakor a szintézis-
ut soran alkalmazott reagensek és a reakcidk, vagy az esetlegesen végbemend mellékreakcio
sordn képz6dott egyéb termékek vizsgdlata a gyartott termékben sziikségszerli a nemzetkozi
el6irdsoknak koszonhetden, melyek megszabjdk az engedélyezések feltételeit. Abban az eset-
ben, ha az alkalmazott vagy képz6dott vegyiilet rakkelté vagy mutagén hatdsu, akkor azt rend-
kiviil alacsony kimutatdsi hatarral kell pontosan mennyiségileg is megadni a vizsgalat sordn és
bizonyitani, hogy a hatésdgok altal megadott szint alatt van a gyartott végtermékben.

A modszerek fejlesztése €s vizsgélata gydgyszeranalitikai feladat, melyhez az alkalmazhat6
technikdk széles kore all rendelkezése. A termék mindsitéséhez és torzskonyvezéséhez veze-
t6 Ut a szinmeghatdrozastol a titrdldson és a nagymiiszeres technikdkon (tomegspektrometria,
NMR) at vezet. A termék teljes mindsitési eljardsa sordn az egyes vizsgalatok egyiitt adnak egy
teljes képet a szennyezésprofilrdl és a hatéanyag-tartalomrol.

A gydbgyszeranalitikai vizsgdlatok egyik f6 4ga a kromatogréfia. A nagyhatékonysigu fo-
lyadékkromatografids vizsgalatok adjdk a kromatogréfids elemzések jelentSs részét, koszonhe-
téen a kiilonbozd detektor €s kolonna fejlesztéseknek. Ehhez jarul hozz4 az ionkromatogréfia,
mint a nagyhatékonysdgu folyadékkromatografia egyik dga. A kutatomunkdm egyik célkitiizé-
se volt bemutatni és megerdsiteni az ionkromatogréfia jelent6ségét a gydgyszerhatéanyagok és
szennyezOik vizsgdlata sordn ravildgitva ezzel a gydgyszeranalitikdn beliili helyére. Tovabbi
célom volt a meghatdrozandé komponensek retencids viselkedésének elemzése az ionkroma-

tografids mérések soran.



1. Irodalmi attekinto

Az irodalmi attekintében bemutatom a kromatografia alapjait, valamint a vizsgalatokhoz tar-
toz6 ionkromatografiai alapokat, mig a specifikus irodalmakat az eredmények leirdsdnal adom

meg.

1.1. Kromatografia alapjai

A kromatogréfia olyan analitikai technika, mely tobbkomponens{i rendszerek (vizsgalando
mozgobfiazissal dramoltatva egy megfeleléen megvélasztott helyhez kotott all6fazison keresz-
tiil, bizonyos kolcsonhatds(oka)t kihaszndlva a kiilonbozé komponensek elvalaszthatéak és
mennyiségileg meghatdrozhatdéak. Az elvdlasztds maga a mozgd- és dllofazis kozotti dina-
mikus anyagdtmeneten alapszik, mely tobbféle kolcsonhatdson keresztiil lehetséges, példaul
adszorpcio, abszorpcid, H-hidas kolcsonhatds, ioncsere, komplexképzés, stb. A kromatografias
modszerek csoportositdsa tobb szempontbdl is lehetséges, az egyik a mozgdfazis halmazéllapo-
ta szerinti. Tehdt abban az esetben, ha a mozgofazis gaz, akkor gdzkromatografiarél (GC), ha
folyadék, akkor folyadékkromatografiar6l (LC) beszélhetiink. Ezen felsorolds természetesen
nem teljeskort, egyéb megoldasok is 1éteznek, de ez a két legjelentdsebb dga a kromatografia-
nak. A kiilonb6z6 kromatogréfids technikdk a vizsgalhat6 vegyiiletek molekulatomege szerint
is csoportosithatdak (1.1.4bra). Ez a csoportositds természetesen kdzos metszeteket is tartal-
maz, vagyis az egyes csoportok atjarhatéak, hiszen példaul gazkromatografidval mind a kis
moltdomeg(l, mind a nagy moéltomeg(, valtoztatds nélkiil elparologtathatd vegyiiletek, mind a

joval nagyobb moltomegi vegyiiletek (szarmazékképzéssel) is analizdlhatéak [1].
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1.1. abra. Kiilonbozd kromatografias technikak csoportositdsa a vizsgélt molekuldk molto-
mege szerint (GC, ionkromatografia (IC), nagyhatékonysagi folyadékkromatogra-
fia (HPLC), ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (UHPLC), LC [1]).

A gybgyszeranalitikai vizsgalatok legnagyobb részét a kromatografias technikdk teszik ki,
ezen beliil is a folyadékkromatogréfia adja az elemzések jelentds részét. Utobbi elvélasztaso-
kat az 4ll6- és mozgo6fazis tulajdonsdgai szabjdk meg. Ezek alapjan tobb mddszer kiilonithe-
t6 el egymdastol: normadl fazisd, forditott fazisd, forditott fazisd ionpdr, ionkizardsos, hidrofil
kolcsonhatason alapuld, méretkizarasos, ioncserés, hidroféb kolcsonhatdson alapuld, valamint

kirdlis folyadékkromatogréfia.

1.1.1. Alapfogalmak

A kromatogréfids elvalasztds sordn pillanatszerfien a mozgdfazisba (eluensbe) juttatott kis tér-
fogatui mintaban taldlhaté komponensek a dinamikus szorpcids-deszorpcids és migracids folya-
matok soran elvalnak és eltérd idében fognak a detektorba jutni, ahol a bejuté anyag mennyisé-
gével aranyos jelet kapunk. Az igy kapott kromatogramok mindségi és mennyiségi informaciot
adnak a vizsgalt mintardl. A retencids id6 szolgdltatja a mindségi informéciot, mig a cstics alat-
ti teriilet adja a mennyiségi adatot az ismeretlen komponensrél. A retencids id6 () nem mads,
mint az az id6, mely a minta bejutdsatdl az adott komponens detektor jelének maximumaig
eltelik. Ez egy brutt6 1d6, mely késziilékenként eltérd lehet, ezért ezt az értéket korrigdljuk a
holtidével (%), ami nem mds, mint a kromatogréfids oszlopon nem megkt6dé komponens re-
tenciés ideje. Az igy kapott tin. nett6 retencids idS (t;) mar fuiggetlen a folyadékkromatografias

rendszer geometridjatol (1.1).

th =1tr —to (1.1)

Az elvélasztds sordn az 4l16- és moz6fazis kozotti megoszlds a megoszlasi hanyadossal (K)
jellemezhetd, mely az adott komponens két fazisbeli koncentracidviszonydnak hdnyadosaként
fejezhetd ki (1.2).
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K=— (1.2)

ahol ¢, az allofazisbeli koncentraciét, mig a ¢, a mozgo6fazisbeli koncentriciét jeloli.
Az adott fazisokban taldlhat6 anyagmennyiségek hanyadosa a retencids tényezd, k. Abban
az esetben, ha nem valtoznak a koriilmények az analizis sordn, €s igy a komponensek vén-

/////

mozgo6fizisban toltott idejének (¢y) hdnyadosaval (1.3).

. tp—t
s T (1.3)

Nm tO

ahol ng és n,, a komponens mennyisége (mol) az all6- és mozgdfazisban.
A megoszlasi hanyados és a retencids tényezd kozotti kapcsolatot a fazisardny () teremti

meg, mely az all6- és mozgo6fazis térfogatanak hanyadosa (1.4).

Vin
K="k = 1.4
Vsk: bk (L.4)

A retencids tényez0, és ezen keresztill a megoszlasi hanyados hatdrozza meg egy adott

komponens oszlopon beliili vandorlési sebességét, ua

Uo
1+ k

(1.5)

up =

Amennyiben két komponens retencids tényezdje eltér, ugy vandorlasi sebességiik is kiillonb6zo
lesz, igy van esély azok elvalasztisara. Két komponens retencids tényezdjének hanyadosa adja

a szelektivitasi tényezGt:

_ kR (1.6)

kK

A retencids 1d6 kifejezhetS az (1.3) egyenletbdl, a holtidé megadhaté a kolonna hosszanak

(L) és a mozgofazis linedris aramlési sebességének (ug) hanyadosaként (1.8).

th=1to(1+k) (1.7)
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L
tg = — (1.8)
U

Az elici6 sebessége fiigg az adott komponens molekuléris jellemzditdl, az eluens Osszeté-
telétdl, az allofazis kémiai tulajdonsagaitdl, valamint az alkalmazott hdmérséklettdl. A retencid

hémérséklet fiiggését a van’t Hoff 0sszefiiggés irja le:

AH AS

s 2 2z

ahol AH és AS a komponens mozgdfazisbol az all6fazisba torténd atjutdsa sordn fellépd
entalpia- és entrOpiavaltozas, R az egyetemes gazallandod, T' pedig az abszolit hdmérséklet.

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy a hdmérséklet emelkedésével az anyagatadasi folyama-
tok sebessége nd, a diffuzids allandok értéke nd. Az emelkedd homérséklet kedvez a deszorp-
ciénak, igy az elicids térfogat csokkenése figyelhetd meg. loncsere-kromatogrifia esetében
a homérséklet hatdsa kevésbé josolhatd, melyet befolydsol az ioncseréld anyag tipusa is. Ta-
pasztalatok alapjan az esetek egy részében a hdmérséklet novelése novelheti a retenciét [2].
Ez a retencié novekedés valdjaban azonban annak koszonhetd, hogy a mintaion és az eluens
ellenion egyensilyat egy picit mas mértékben tolja el a hGmérséklet.

A hémérséklet tovabbi hatdsa, hogy a mozgdéfazis viszkozitdsanak véltozasaval csokkend
nyomdsvaltozast idéz eld [3]. A nyomdsesés és a viszkozitds kapcsolatat a Darcy egyenlet
(1.10) adja meg.

Lu
Ap:¢22 (1.10)
p

ahol ¢ az daramldsi ellendllds, ) a viszkozitds, €s d, a szemcsedtmérd.

Az oszlop nyomdsesésének hatdsa a retencids tényezdre a kovetkezSképpen irhaté le:

AL AV, AS

+ =2 4+ mp (1.11)

1 —_ B m
nk=—p7 " PRT TR

ahol a AF abelsd energia valtozasa, p a nyomads és a AV, a parcidlis moldris térfogatok kozotti
kiilonbség az all6- és mozgdfazisban.

A nyomds hatdsdnak vizsgalatdval szamos tanulmény foglalkozik [4-8]. Megfigyelhets a
nyomds novelésével a visszatartdsi tényezd novekedése aromds szénhidrogének és a legtobb

apoldris vegyiilet esetében, mely mértéke édltaldban 10-25%-os az oszlop hdmérsékletétdl fiig-
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getleniil [9]. El6fordulhat olyan eset is, amikor a nyomdsvaltozas hatdsira végbemend kismér-
tékl visszatartasi tényez0 valtozdsa annak koszonhetd, hogy a vizsgalt mintamolekula kicsi,
ezért a parcialis moldris térfogat véltozadsa az adszorpcié soran sokkal kisebb, mint a nagyobb
molekulak esetében [9].

A kromatografids analizis eredményeként, idedlis esetben a komponensek adott szélességli,
Gauss-gorbe jellegii csucsokként jelennek meg a kromatogramon (1.2. dbra). Az oszlopban le-
jatsz6do folyamatok kdvetkezményeként az elticids sav folyamatosan szélesedik, és minél tobb
id6t tolt az all6fazison az adott komponens, anndl szélesebb lesz a kromatogramon megjelend
csicsa. Mivel a csucsok szélessége kozvetleniil meghatdrozza az adott id6 alatt elvalaszthato

komponensek szamat, ezért a kromatogréfids hatékonyséagot a csicsszélesség hatdrozza meg.

Retencids idé (tg)

1d6 (t)

1.2. abra. Kromatografias csticsok geometria jellemzése.

Egy adott elvalasztds hatékonysdganak megaddsa tobb elmélet szerint is lehetséges, ezek
koziil az egyik megkozelités a tdnyérelmélet, mely értelmében a kromatografids oszlopot, mint
rektifikalé oszlopot képzeli el, ahol az egyes elméleti tdnyérokon a két fazis egyensulyban
van [10]. Ezen elmélet feltételezi, hogy az egyes tanyérokon pillanatnyi kvéiziegyenstly all
be, a megoszlasi hanyados fiiggetlen a koncentraciétol, a mozgofazis folyamatosan dramlik az
egyik tanyérrdl a masikra, valamint elhanyagolja a hosszirdnyu diffiziot [11].

Van Deemter és munkatdrsai dltal kidolgozott sebességi elmélet [12] mar figyelembe veszi
az daraml4si viszonyokat, az anyagéitaddssal szembeni ellendllast, valamint a hosszirdnyu diffu-
zi6t is, tehdt a f6 csucsszélesitd hatdsokat, melyek csokkentik a hatékonysdg mértékét. Ennél a
megkozelitésnél az egy elméleti tanyérra jutd tdnyérmagassagot (H) az alabbiak szerint fejez-
ziik ki.

B 2vD,, w d? d>
Uo Uo DS Dm

Az Osszefiiggésben az elsd, A tag az un. Orvénydiffiziés tag, vagyis a szemcsék kozotti tér
egyenetlenségeibdl eredd sebességkiilonbség zonaszélesitd hatdsa, ahol a A a toltetre jellemz6

empirikus dllandd, mig d,, a szemcsedtmérs. A masodik, B/ug tag a hossziranyu diffiziot leir6
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tag, ahol v a toltet zegzugossagara jellemzd édllando, D,,, pedig a diffiziés dllandé a mozgé-
fazisban. A harmadik, C u, tag a fazisok kozotti anyagatadasi gatlasbol eredd zonaszélesitd
hatdsokat foglalja magaban, mégpedig a pérusdiffiziot, a kiils6 (film) anyagatadasi ellendllast
és az adszorpciot-deszorpcio kinetikdjat [12]. Az (1.12) kifejezésben az w és p allandok, dy az
allofazis szemcséket koriilvevo folyadékfilm vastagsaga és Dy a difftizios dlland6 az all6fazis-
ban.

Az adott tagok ismeretében meghatarozhaté az adott komponens legkisebb tanyérmagassa-
gahoz (leghatékonyabb ponthoz) tartoz6 optimélis dramldsi sebesség (pld.: grafikusan a H —uy
gorbe dbrazolasaval, 1.3. dbra). Egy anioncseréld oszlopon felvett 1 —u gorbe l4that6 az 1.3/B
abran, mely esetében elmondhatd, hogy az dramlési sebesség novelése nem jar a hatékonysag

szignifikdns csokkenésével, igy a sebesség novelésének csak a nyomdsesés szabhat hatart.

E A] 0.20 | B)
& 0.18 |
&
@ .
=" — -
H{u E 0.16
£ “oE . A"
- a
% 5 0.14F .
- =
o | ittt =T Cu
: 012}
Hinin :
: A 0.10 [
L4
i B/u L'A 1 | 1 1 1 1 1 1 J
/Lmearisairamlasisebesseg(cm.’s] 10 12 14 16 18 20 22 24 26

u,
o u (ml/perc)

1.3. abra. H-u gorbe A) elméleti, B) anioncserés elvdlasztds sordn meghatarozott gyakorlati
gorbe [13].

Mig az elméletitinyér-magassdg a kromatografias all6fazis hatékonysagat jellemzi, addig
az Un. elméletitdnyér-szam, NV, a teljes oszlop hatékonysagét irja le. N az aldbbiak szerint

szamithato:

2 2 2
N = o6 <t—R> ~ 5,55 (t—R) (1.13)

Wo,5

ahol o a komponens csicsdnak variancidja, w az alapvonalon mért cstcsszélesség, wy s pe-
dig a csucsmagassag felénél meghatéarozott csucsszélesség. Emellett NV kifejezhetd az oszlop

hosszanak (L) és az elméletitinyér magassidgéanak (/) hanyadosaval:

N — (1.14)

T
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Az eldci6 sordn az egyes komponensek csticsai nem minden esetben szimmetrikus lefu-
tasuak. Csucsszimmetria torzulds 1éphet fel szamos esetben, mint példaul a kromatografias
oszlop degradalédasa, alléfazis inkompatibilitds, nem megfeleléen valasztott injektalt térfogat,
termosztaldsi probléma, nem megfelel6 mintaoldat koncentracid, mozgéfazis pH, stb. A gyogy-
szerkonyvek alapjan meghatarozott csticsszimmetria jelzS értéke a szimmetria faktor (A,), vagy
tailing faktor (1), mely a kdvetkezdk alapjan szamithatd, ahol is az f az a cscs eliilsé szeg-

mensének szélessége az 5%-os csicsmagassagndl (1.2. dbra) [14].

__ Wo,05
A, = _2f (1.15)

Tobb komponensi keverékek esetében fontos mérdszam a felbontds (), mely szdmszer(G-

leg megadja két komponens kozotti elvalasztds mértékét.

tro — 1t
R, =22 "R (1.16)
w1y + Wo

1
1.4. abra. Két komponens kozotti felbontds meghatarozasa.

Tetszbleges csticsparok kozotti felbontds szamithatd az (1.16) Osszefiiggés alapjan, a re-
tencids 1dok €s az alapvonalon mért csucsszélességek segitségével. Kozel eludlédé csicsok
kozotti felbontds esetében, ahol Ry = 1,0, a csticsok kb. 2%-ban étfednek, ezért az alapvonali
elvalasztast az R, > 1,5 érték jelzi. A gydgyszeranalitikai eljardsok sordn ezen érték alapvetd
kovetelmény, melyet mind az eurdpai, mind az amerikai gyégyszerkonyv is eloir.

A felbontds kozelithetd a hatékonysag, szelektivitds €s retencids tényezdk segitségével az

alabbi Osszefiiggés szerint:

VN a—1
Ry~ YL 2 i (1.17)
4 a 14+k

Beldthato, hogy kritikus csticsparok megfeleld elvélasztdsdhoz az (1.17) 6sszefiiggés mind-
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harom tagjdnak optimalizéldsara is sziikség lehet egy mddszerfejlesztés sordn. A hatékonysa-
gon keresztiili felbontds javitdsara az oszlopon beliili és az oszlopon kiviili tényezdk dllnak
rendelkezésre. Az oszlophoz k6tdd6 tulajdonsdgok az oszlophossz, részecskeméret €s a toltés
mindsége. Az oszlopon kiviili tényez6k az dramlasi sebesség, az injektalt térfogat és a holttérfo-
gatok (oszlopon kiviili). A tdnyérszam novelés hatdsara a felbontds novekedés négyzetgyokos,
igy kevésbé hatékony megoldas a felbontds javitasara.

A retencids tényezon keresztiili felbontds javitdsa az eluenserdsség véltoztatasaval lehetsé-
ges. A k célszer( tartomanya 1-10 kozott van, alatta a holtid6hoz tdl kozel torténik az eldcid,
10-nél nagyobb érték esetében pedig nagyon hosszi lehet az analizisido.

A felbontds befolyésolhat6 a szelektivitdson keresztiil is, minden olyan paraméteren keresz-
tiil, ami hatdssal van a megoszlasi hdnyadosokra ((1.6) egyenlet), ugy, mint az all6fazis tipusa,
mozgo6fazis pH-ja, h6mérséklet, szerves olddszer tipusa, eluenshez adott egyéb adalékok tipu-
sa. A szelektivitds véltoztatasaval jelentds felbontdsvaltozast érhetiink el, hiszen a=1 esetében
nincs felbontds, am a=1,1-nél mar 10%-os a megoszlasi hanyadosok kozotti kiillonbség és ezen
érték felett a felbontds értéke nagyobb, mint 1,5 megfelels retencié és a kommercidlis oszlo-

pokra jellemzd tanyérszamok esetén.

1.2. Tonkromatografia

Az ionkromatografia definicié szerint ionos vagy ionizdlhaté komponensek meghatirozasara
és/vagy elvalasztasara alkalmas kromatografids technika, a folyadékkromatografids elvélasz-
tasok egyik tagja, ahol az 4ll6fazis szilard halmazallapoti, mig a mozgofazis folyadék [15].
Az elsd ionkromatogréfids rendszer ioncserén alapuld berendezés volt, mely ppm koncentricié
szint alatti anionok vizsgéalatét tette lehetévé az 1970-es évektdl kezdve [16]. Small és munka-
tarsai elOszor egy két kolonnds rendszert készitettek, ahol egy kis kapacitasu ioncseréld oszlop
mogé egy tjabb ioncseréld oszlopot tettek (szupresszor) és detektdlasként vezetSképességmé-
rést alkalmaztak [17], melyek segitségével szamos anion és kation elvalasztdsa is lehetévé valt.

Az kovetkez6 évek folyamén olyan egykolonnds rendszert is fejlesztettek, mely esetében
nem volt sziikség szupresszaldsra (ionelnyomdsra), de tovabbra is vezetdképesség szerint tor-
tént a detektalds [2]. A szupresszdlt és a nem szupresszdlt rendszerek esetében mas-mas eluens
alkalmazhaté. Egykolonnds rendszereknél kisebb vezetésti mozgofazis sziikséges (pld.: ftalsav,
citromsav, bork&sav), mig szupresszdlt rendszerekben hatékonyan alkalmazhat6ak erds savak
és bazisok is (pld.: natrium-hidroxid, metdnszulfonsav).

Az ioncsere mellett tovabbi retenciés mechanizmusokon (pld.: ionkizards, ligandumcsere)

alapul6 alkalmazasok is elérhet6vé valtak a technika fejlédésével.
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Retenciot leir6 modellek ioncsere-kromatografiaban

Az ioncserén alapul6 elvélasztasok esetében a retencid eldre becsiilhetd kiilonb6z6 modellek
alkalmazdasaval. Az elvélasztds sordn lejatszodé egyenstlyi folyamatokat leiré modellek empi-

rikus vagy elméleti alapiak. A f6bb elméleti modellek a kdvetkezdk:

—

linerdris eluenser&sségi modell,
Hoover modell [18],

kett6s eluens modell [19],
Kuwamoto modell [20],

bévitett kettds eluens modell [21],
tobbszoros eluens/minta modell [22],
empirikus végpont modell [23],
latex modell [24],

e 2 A WD

kriptand modell [25].

A linedris eluenserdsségi modell a legel6szor publikélt és az ioncsere folyamatok legegy-
szerlibb leirasat ado retenciés modell. Ennek a megkozelitésnek az alapja, hogy egyenstlyi
folyamatnak irja le az ioncserét, és feltételezi, hogy ez a jelenség sztochiometrikus [26, 27]
(1.18).

K
YAS 4 xEYT = yAY 4 xEY (1.18)

ahol A*™ a mintaion, E’~ a mozgdfazisban 1évé ellenion, = és y ezek toltése, m index a moz-
gofazisban (mobile), mig s az édllofazison (stationary) tartozkodo ionokat jeldli, K /g pedig az

ioncsere folyamat termodinamikai egyensulyi dllandéja. Ioncsere-kromatografidban ez utébbit

.....

egyensulyi koncentracidinak segitségével.

AN (ESY
K _ s —m 1.19
w=(55) () P

A mozgdéfazis-ion all6fazisbeli koncentracidja az oszlop ioncsere-kapacitdsanak (()) isme-

retében:

EYY == (1.20)
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Az (1.19), (1.20) osszefiiggések, valamint az (1.2) és (1.4) egyenletek alkalmazdsdval a minta-

komponensek retencids tényezdje logaritmizlt formdban szamithato:

1 s _
lgkA:—ngA/E+§lg9+lg v —zlgEfn (1.21)
y y oy Vi ¥y

Az (1.21). egyenletbdl a Ky /g, Q, Vi, V adott egy oszlop és mozgoéfizis alkalmazdsa

esetén, allando értékek, igy egyszerlisithet6 az alabbiakra:
X
lgky =C — —1gEX~ (1.22)
y

A fenti egyenlet linedris kapcsolatot mutat a mintakomponensek retencids tényezdje és a
mozgo6fazisban a komponens moldris koncentracidjdnak logaritmusa kozott. A kapott egye-
nes meredeksége a minta és az eluens toltéseinek negativ hdnyadosat adja meg. A linedris
eluenserdsségi modell olyan mozg6fazisok esetében alkalmazhatd, melyek egy anionnal ren-
delkeznek, példdul: KOH, NaOH. Osszetett eluensek haszndlata esetében (pld.: CO3~/ HCO3/
OH™), melyek tobb elleniont is tartalmaznak, a retenci becslésére kiterjesztett modelleket
sziikséges alkalmazni [2]. Ilyen leirds pl. a Hajés és munkatdrsai altal fejlesztett tobbszoros
eluens/minta modell [22].

A vizsgalataim sordn, egykomponensii eluenst hasznaltam, ennek megfelel6en a linedris el-
uenserdsségi modellt alkalmaztam, igy az Osszetett mozgdfazisok leirdsara alkalmas modellek

b&vebb bemutatdsa nem targya a dolgozatomnak.

1.2.1. Nagyhatékonysagi ioncsere-kromatografias rendszer felépitése

Napjainkban haszndlt késziilékek elvi felépitése tilnyomorészt megfelel a Small 4ltal alkalma-
zottnak. A nagyhatékonysagu ioncsere-kromatografids (HPIEC) rendszer alapjaiban megegye-
zik egy nagyhatékonysdgu folyadékkromatografias rendszer konstrukcidjaval. Amiben jelentd-
sen eltér ettdl a rendszertdl, az a szupresszor és a vezetoképességmérd detektor. A kereskedelmi
forgalomban elérhetd két vezetd gyarté altal kinalt késziilékek gyakorlati megolddsai eltérnek
egymdstdl. A Dionex tipusu késziilékek esetében a szupresszalds nagyrészt egy dinamikus,
elektrokémiailag regenerdlhaté ioncseréld membran segitségével torténik, mig a Metrohm ti-
pustiaknal harom ioncseréld oszloppal oldjak meg. A Dionex tovédbbi fejlesztéssel olyan rend-
szert épitett, mely az eluens pontos koncentracidjanak jobb ismételhetSségét teszi lehetové. A
kutatdsi éveim sordn a méréseimhez egy Dionex tipusu késziiléket hasznédltam, melynek az el-
vi felépitése az 1.5. dbrdn lathat6. A tovédbbiakban a késziilék egyes részeit részletesebben is

bemutatom.
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A Injektor
VIZ Eluens 25 :
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szamitogép detektor

1.5. abra. Dionex tipusu nagyhatékonysagui ionkromatograf felépitése [28].

Eluensgenerator

Az eluensgenerdtorral miikodtetett rendszer esetében az eluenstartoban csak viz taldlhat6 és a
pontos koncentraci6ju eluenst a késziilék allitja el6. Az eluensgenerator [28] toményen tartal-
mazza az adott mozg6fazist (példdaul: kdlium-hidroxid, metanszulfonsav) és egy kettds elekt-
rolizises ioncseréld membranrendszer segitségével dllitja eld a kelld koncentraciéji eluenst. A
rendszer nagy eldnyei koz¢€ tartozik, hogy a mozgéfazis koncentracié nagy pontossaggal ismé-

telhetd, valamint egy pumparendszer elegend$ gradiens program esetében is.

Alléfazis

Tobb tipusu alléfazis alkalmazasa lehetséges ionkromatografia esetében, melyek lehetnek szer-
ves (polimer, celluléz, dextrdn) vagy szervetlen alapiak (példdul: fém-oxidok, aluminium-
szilikatok) [15]. Az 4llofazis ioncseréld tulajdonsdgai alapjan beszélhetiink erds vagy gyenge
ioncseréldkrdl. Erds ioncseréldk esetében az ionizéltsag foka a pH-tdl fiiggetlen, mig gyenge
ioncserélok esetében a pH-t6l fiiggden véltozik.

A legelterjedtebben haszndlt kolonndk polimer alapu all6fazisok, melyek egyik nagyon
elényos tulajdonsdga a széles pH-tartomdnyban valé alkalmazhatésdguk. Ezek lehetnek
polisztirol-divinil-benzol vagy metakrildt kopolimer alapu latex agglomeralt all6fazisok, me-
lyeket elektrosztatikus erd tart 0ssze [29]. Az 1.6. és 1.7. dbrdk mutatjdk ezen tipusu all6f4zi-
sok felépitését.

Anioncseréld gyanta esetében az ioncseréld feliilet egy 5-25 pm atmérdjd, feliiletileg szul-
fondlt sztirol-divinil-benzol kopolimerbdl €s az erre felvitt, elektrosztatikusan kotott teljesen
amindlt pérusos anioncseréld gyongyokbdl all. Kationcseréldk (erds) esetén a hordozé feliilete
amindlt és szulfoncsoportok biztositjdk az ioncseréhez sziikséges negativ toltést [13].

Ezen tipusu dll6fazisok ioncsere-kapacitasa kicsi és a mozg6fazis alkohol tartalmara rend-

kiviil érzékenyek, mivel csokkenti az elektrosztatikus kolcsonhatds er6sségét.
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A) B)

Térhalasitott mag
(Etil-vinil-benzol - divinil-benzol)

__ loncseréld latex

Térhalositott mag

~ 70 nm Atméroju

— - 5 i
85 nm Atméroji mikrogyinygy

mikrogyénygy

Etil-vinil-benzol - divinil-benzol
mag

1.6. abra. Elektrosztatikusan Osszetartott all6fazis felépitései (A) nem por6ézus mag (pérusok
mérete: < 10 A), B) nagy porozitdsi mag (pérusok mérete: 2000 A).

polisztirol-divinilbenzol
kopolimer hordoz6

7 2

1.7. abra. Latex-agglomeralt anioncseréld alléfazis felépitése [30].

Szupresszor

A rendszer kovetkez$ eleme ami az egykolonnds megolddsok esetében nem része a konstrukci-
6nak az az ionelnyomo egység, vagyis a szupresszor. Funkcidja a mozgbfazis vezetésének le-
csokkentése, az elvalasztasban résztvevo ellenionok hidroxil- vagy oxéniumionra cserélésével,
melynek kovetkezményeképpen viz, valamint az analit ionjai savként vagy lugként tdvoznak az
ionelnyomobdl, igy az érzékenység novelhetd.

A két leginkédbb elterjedt szupresszor megoldast az 1.2.1. fejezetben mar érintettem, de
a tovabbiakban részletesebben is bemutatom. Az els6 egy, az analitikai oszloppal ellentétes
toltést ioncseréld gyanta alkalmazdsa. Ebben az esetben hdrom szupresszor oszlopot kitnek
be egymadssal parhuzamosan, és amikor kimeriilt az elsd, elforgatjdk a rendszert, igy, hogy az
aramlas a mdsodik oszlopra menjen, mialatt az elsét regeneréljdk. Ezen oszlopok az analitika-
iakkal ellentétben nagy kapacitasu ioncserélok.

A masik elterjedt megoldds egy ioncseréld membran alkalmazdsa, mely elektrokémiailag
dinamikusan regenerdlhat6 [31] ennek felépitése 1athaté az 1.8. dbrdn [32]. Ilyen tipusu rend-
szer esetében akar tiszta viz is lehet a regeneraloszer.

Az 1.5. dbran lathat6 késziilék felépitése alapjdn a szupresszor regenerdldsa tobbféleképpen
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Regeneraldszer be

Y Elektr()da .
Toncserélé > Regenerilé
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Toncserélo |
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Szuppresszor Eluens csatorna

ioncserélé gyanta
Eluens aram a

Eluens aram az

——————

: <3G — . oszloprol
detektor felé =
Toncserélé >
membran
Toncserélé ST = < alo
i - - — — Regenerilo

regeneralo feliilet
csatorna

Elektroda Rwulu aloszer ki

1.8. abra. Elektrokémiai regenerdldsu szupresszor.
[32]

is lehetséges. Az egyik esetben recirkuldltatjuk a detektorbdl kilépd eluens dramét (mely tar-
talmazza a vizsgdland6 komponenseket is) €s ezzel a vizes rendszerrel regeneralunk (Recycle
Mode). A madsik esetben egy kiilon pumparendszerrel kiilsé forrdsbol torténik a regenerélds
(External Water Mode). Ennek a kiilsé regenerdldsnak nagy elénye az, hogy a mintdban 1é-
v6 esetleges egyéb matrix ionokat nem keringteti a membranok kozott, igy példaul a szerves
oldészer hatdsa csokken €s a tiszta vizzel torténd regenerdlds a membran élettartamét is no-
veli. Az 1.9. édbréan recirkuldltatdssal és kiilsé regenerdldssal miikodd szupresszorral elldtott
késziiléken felvett metanolt tartalmazé mintdk kromatogramjai 1athatok. Megfigyelhet6, hogy

a metanol okozta alapvonal emelkedés kikiiszobolhet6 kiilsd regenerdldssal.

0.301 5
IS

0.200 4

0.100 4

0.000 1
| Recycle mode

0100l , _ Extlernal v’rater mo Ie min .
0.0 50 100 150

1.9. abra. Recirkulaltatott és kiilsé regendralasd szupresszorral felvett kromatogramok meta-
nol tartalmd mintar6l.!

''Sajat eredmény
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A kiilonboz6 gyartok altal kindlt szupresszorok mindegyike megfelelden alkalmazhaté az

adott célra.

Detektorok

Az ionkromatografids rendszerekhez szamos detektor elérhetd, melyek egymasutani alkalma-
zésa (soros kapcsoldsuk révén) is lehetséges, igy mindig célszer( az adott feladatnak megfelel6t
vdlasztani. A leggyakrabban alkalmazott detektor a vezet6képesség mérésen alapulé detektor,
mely mind anionok, mind kationok mérésére egyarant alkalmas. A madsodik legelterjedtebb
detektor az UV abszorbancidn alapul6 detektor, melynek eldnye, hogy szdmos olyan ionizél-
hat6 szerves vegyiilet analizise megoldhatd, mely elveszti toltését a szupresszalds sordn, de
van olyan hulldmhossz ahol megfelel6 érzékenyésggel detektdlhaté. Ezen két detektdlasi mod-
szeren kiviil amperometrids, coulombmetrids vagy tomegspektrometrids megoldas is lehetsé-
ges [33].

1.2.2. Tonkromatografiaval meghatarozhaté komponensek

Az el6zbekben bemutatott ionkromatogréfids rendszer tehat egy olyan folyadékkromatografias
rendszer, mely segitségével ionos vagy ionizdlhaté komponensek vizsgalatit lehet végrehaj-
tani [2]. Természetesen ezzel a technikdval megoldhaté mind szervetlen, mind szerves ionok
(szerves savak, bazisok, aminosavak, peptidek, szerves-fém komplexek [34], szénhidratok [35])
elemzése is. Az ioncserés kolcsonhatast kihaszndlé ionkromatografidn kiviil szamos maés re-
tenciés mechanizmuson alapul6 technika is taldlhatd, gy, mint ionkizards, ionpar vagy ligan-
dumcsere, melyek segitségével tovabbi vegyiiletek meghatdrozhatéak. A gydgyszereanalitikai
alkalmazasokat tekintve az esetek dontd tobbségénél szerves ionok vizsgdlata a cél [36]. A to-
vabbiakban csoportositva mutatom be gyégyszerhatéanyagok/készitmények ionkromatografis

vizsgélati lehetdségeit.

Gyogyszerkészitmények hatéanyag vizsgalatai

Gydgyszerhatdéanyagok illetve készitmények vizsgélata esetében lehetdség van az ionkroma-
togréafia alkalmazdsara a gydgyszerhat6anyagok tartalminak meghatarozdsandl. Kereskedel-
mi forgalomban taldlhaté olyan gydgyszerkészitmény is, mely hatéanyaga egyszerii szervet-
len s6, mint példaul kédlium-klorid [37]. Ilyen esetben természetesen mind a kdlium, mind a
klorid mennyisége meghatdrozhat6 ionkromatografia segitségével egy egyszert vizes oldéssal.
Tovéabbi hatéanyagvizsgdlatra példa a kiilonb6z6 antibiotikumok mennyiségének mérése an-
ioncserés ionkromatografidval, ebben az esetben pulzdlé amperometrids detektdlast alkalmaz-
nak [38—41]. Szintén amperometrids detektaldssal és ioncserével meghatdrozhatéak mono-,

di-, és linedris poliszacharidok is [42]. A gydgyszerhatéanyagok koziil tovdbbi hatéanyagok
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mennyisége is mérhetd, igy, mint a betanekol, karbakol, kolin, gliik6zamin, heparin, bifoszfon-
at [36,43—-46]. Hatéanyagok kioldodas vizsgalata is megoldhatd, vagyis az adott készitménybol

torténd hatdanyag felszabaduldsanak vizsgdlata a megadott koriilmények bedllitasaval.

Ellenionok meghatarozasa

A gyogyszerkészitményekben taldlhaté hatéanyagok nagy része valamilyen s6 formaban van
jelen. Ilyen esetekben fontos informécié lehet az ellenion tartalmdnak meghatarozédsa a szto-

chiometrikus mennyiségek igazoldsa szempontjabol [47—49].

Gyogyszerkonyvi viz vizsgalata

A gybgyszergyartas soran fontos lehet a szintézishez hasznalt anyagok tisztasdganak vizsgélata

és igazoldsa annak érdekében, hogy hasznédlhat6 legyen az adott hatéanyag, készitmény eldalli-

tasdhoz. EbbdI kifolydlag a gydgyszerkonyvi mindségii viz mindsitése is sziikséges lehet [50].

Gydgyszerhatéanyagokban/készitményekben talalhat6 szennyezok vizsgalata

Az ioncsere-kromatografidnak jelent6sége van kis molekulatomegt, polaros, ionizalhat6 ve-
gyiiletek vagy ionok meghatdrozasa esetén, melyek szennyezdként fordulhatnak el6 a gyogy-
szerhatéanyagok mellett. Ezen vegyiiletek keletkezhetnek az eldéllitds sordn melléktermék-
ként, vagy valamelyik 1épésben feleslegben maradhatnak a reakcié utan. Ilyen szennyezd&k
lehetnek a savas vagy bazikus funkcids csoportot tartalmazé szerves vegyiiletek, melyek vizs-
gdalata ion-visszaszoritott forméjukban lehetséges gdzkromatogréfidas vagy forditott fazisu fo-
lyadékkromatografids (RP-LC) moédszer segitségével. Tehat meghatarozasuk sikere a vegyiilet
pK, értékétdl fiiggben a pH helyes megvalasztisaval, bedllitdsaval lehetséges. Gazkromatogra-
fids vizsgalat sordn a tdl alacsony vagy magas pH a késziilék élettartamat csokkentheti. Az ion-
visszaszoritott vizsgédlathoz a tesztelt hatbanyag/készitmény pH-jat is figyelembe kell venni,
hiszen ez befolyédsolhatja a visszanyerés mértékét (példaul: aminok vizsgalata savas hatéanyag-
ban). A probléma megolddsa GC, ill. RP-LC esetében nehézkes mintaeldkészitést, hosszabb
vizsgalati mddszert eredményezhet. lonkromatogréfia esetében az ionizdcidhoz sziikséges pH
adott az eluens dltal, mely ldgos vagy savas tartomdnyban van. Ionkromatogréfia esetében a pH
és a retencids tényez0 kozotti kapesolat ellentétes irdnyu a forditott fazist folyadékkromatoga-
fidhoz képest. Az 1.10. dbra A) része vonatkozik a savas jellegli funkcids csoportot tartalmaz6
vegyiiletekre, mig a B) a bazikus jellegii csoportot tartalmazé szerves vegyiiletek esetét mutat-
ja. Mindkét diagramon (szerves anionok, kationok) lathatd, hogy hogyan véltozik a retencids
tényez6 a pH valtozasdval. Mindez leképezi az ionizéltsagi dllapotokat is.

Megjegyzésként hozzaflizendd, hogy gyenge, hidrofil szerves savak esetén, ahol a pK, ér-

ték kisebb, mint 5, valamint gyenge aminok esetén, ahol a pK, érték nagyobb, mint 9, biz-
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1.10. abra. k - pH 0sszefiiggés savas (A) vagy bazikus (B) jellegli csoportot tartalmazé szerves
vegyliletek esetében.

tonsdggal alkalmazhaté a vezet6képességi detektdlds a szupresszalt rendszerben, &m ha ezen
feltételek nem allnak fenn, mas detektdldsi modot kell vélasztani, hiszen a szupresszalds utdn
a vizsgaland6 molekula nem rendelkezik a detektalashoz sziikséges ionizaltsaggal. Olyan eset-
ben, amikor a vegyiilet tartalmaz valamilyen kromof6r csoportot, az UV detektdlds megfeleld
megoldast jelenthet (meghatdrozott hulldimhosszon). Ezért érdemes legaldbb ezen két detektor
alkalmazdsa, akdr sorbakotve is, melyek segitségével komplexebb, tobb informéciét eredmé-
nyez6 kromatogramokat kaphatunk a vizsgalt hatéanyagrol/készitményrol.

Gydgyszeranalitika szempontjabdl a szerves hidrofil savak €s bazisok mellett olyan esetek-
ben is jelentdsége van az ioncsere-kromatogréafianak, amikor hidrolizis segitségével ionkroma-
tografidsan vizsgédlhat6 szarmazékot képziink. Szamtalan olyan genotoxikus és/vagy rakkeltd
vegyiilet meghatarozasa lehetséges igy, melynek meghatdrozasa csak valamilyen nagymiiszeres
technikdval lenne megoldhaté.

Hatéanyagok/készitmények lehetséges szennyezd anyagainak meghatdrozasait két csoport-
ra osztottam: direkt és indirekt vizsgalatokra. A tovabbiakban gyakorlati példdkon keresztiil
mutatom be a vizsgdlhat6 vegyiileteket (szennyezd) kategdridnként besorolva. A direkt vizs-
galatok esetében kozvetleniil mérhetd az adott komponens. Indirekt vizsgdlati médszereknél
szarmazékképzést végziink, igy olyan vegyiiletek vizsgalata is lehetové valik, melyek valami-
lyen ismert, leirt, bizonyitott reakcié segitségével dtalakithatéak anion(ok)ra, kation(ok)ra. A
hidrolizis segitségével mind anionok, mind kationok keletkezhetnek, melyek a tovdbbiakban

egyszerlien mérhetdek ioncsere-kromatogréfia segitségével [51].
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Szervetlen szennyezok kozvetlen vizsgalata

Szennyezdk kozvetlen vizsgdlata esetében a szervetlen ionok meghatirozasa elengedhetetlen,
melyek egyarant lehetnek anionok és kationok is (klorid, nitrit, nitrat, natrium, kalium, kélci-
um, stb.) [52-55]. A szervetlen ionok tekintetében a 2018-as valsartan-nitr6zamin havaria utan
reflektorfénybe kertilt a nitrition, melynek oka, hogy a nitr6zaminok keletkezéséhez sziikséges
amin forrds (szekunder amin, tercier amin, cidnamid, guanidin, amidin, hidroxilamin, hidrazin,
hidrazon, hidrazid stb.) mellett egy nitr6z6 dgensnek (pld.: salétromossav, nitrit savas koriil-
mények kozott, nitrozil-klorid, nitrogén-oxid, nitrozénium-tetrafluoroborét, nitrogén-monoxid
stb.) is jelen kell lennie. Az el6allitds sordn a gydgyszerhatéanyagok mellett taldlhat6 segéd-
anyagokban, vagy a gyartds sordn alkalmazott technoldgiai vizben 1évd nitrit (nitr6z6 dgens) je-
lenléte mellett is keletkezhet nitr6zamin (1.11. dbra) akdr méar a hat6anyagban, de a készitmény
elddllitdsa sordn is. Sok esetben maga a vizsgdlt hatéanyag is egy amin forrds, igy a nitrition
mennyiségét szabdlyozni sziikséges, f6ként, ha a hatbanyag savas pH-ja az egész folyamatot
katalizdlhatja. Ilyen esetekben a nitrition vizsgdlata (megel6zésképpen) szinte elengedhetetlen
— a mostani szabdlyozdsok mellett — a kiilonb6z6 hatéanyagokban [56], készitményekben, se-
gédanyagokban [57] és/vagy a gyartashoz, formuldzdshoz alkalmazott technol6giai vizben. Az
elmult években szdmtalan megoldas sziiletett nitrition vizsgdlatdra, melyek kozott taldlhatunk

tomegspektrométerrel csatolt ionkromatografias modszert is [58].

H* -
-0-N=0 —— HO-N=0 —— :N=0
“H,0

Nitrition Salétromossav Nitrozéniumion
H Mt
3C\NH + +*N=0 _H. H3C\N-N=o
H,C” H,C”
Dimetilamin Nitrozéniumion NDMA

1.11. abra. N-nitrozd-dimetilamin keletkezésének mechanizmusa.

A szervetlen ionok detektaldsa leggyakrabban vezetOképességi detektorral torténik, 4m van-
nak olyan ionok, melyeknek adott (jellemzden alacsony) UV hullimhosszon van elnyelése, igy
detektdlhatéak UV detektorral is. A nitrit- és nitrationok megfelelnek ezen kitételnek, igy mé-
résiik 210 nm-en szelektiven megvaldsithato a tobbi zavaré (pld.: klorid) szervetlen ion mellett.
Az 1.12. abrén vizes oldatban 0,02 mg/L-es koncentrdcidban taldlhaté nitrit-, nitrdtion kroma-
togramja lathato.

Az abran bemutatott kromatogramokon retenci6 csuszas lathat6 a két detektort osszehason-
litva. Ez a jelenség csupédn abbodl adddik, hogy a két detektor egymds utdn, sorbakotve taldlhatd
a rendszerben. Tapasztalataim alapjan a két detektor érzékenysége kozott nincs jelentSs kii-

16nbség a nitrit- €s nitrtionok vizsgdlata tekintetében.
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1.12. abra. Nitrit-, nitrdtion meghatarozasa (A) vezet6képességmérsd detektdlassal (B) UV de-
tektdldssal. !

Az anionvizsgdalatok mellett fontos szerepe lehet a szervetlen kationok mennyiségi megha-
tarozdsanak is. Nyomnyi alkéli- (ndtrium, kalium) és alkalifoldfémek (magnézium, kélcium)
pontos meghatdrozdsara is sziikség lehet gyogyszerhat6anyagok/készitmények mindségellen-
Orzése sordn, valamint a gyartési tételek eltéréseinek kezelése, kovetése céljabodl inditott hiba-

kivizsgalasok gyokérok keresésénél is hasznos segitséget adhat.

Szerves szennyezok kozvetlen vizsgalata

A kiilonboz6 hatéanyagok eldallitdsahoz szdmos savas, illetve bazikus vegyiiletet haszndlhat-
nak, melyek ionkromatografids vizsgilata megoldhatd, ha adott pH-n ionizélhatéak. Anionos
elemzések esetében a karbonsavak (R-COOH, ahol R: hidrogén, alkil-, alkén-, arilcsoport is le-
het) vizsgélata jelent6s. Kutatdsi éveim sordn tapasztaltak alapjan a két leggyakrabban vizsgalt
tagja ennek a nagy csoportnak az ecetsav €s a hangyasav.

Az 1.13. dbran lathat6 acetat és formidt cstucsok jel/zaj ardnya (S/N) ~1500. Egyértelmiien
lathat6, hogy milyen érzékenyen mérheté mindkét ion HPIEC rendszerrel.

A karbonsavak koziil vizes oldatbdl a laktat, maleat, fumarat, oxalat, szukcinat, benzo-
at egyszerlien meghatarozhatdak, de természetesen ezeken kiviil szamos mds anion is, mint
példaul 1-acetil-4-piperidin-karbonsav (1.14. dbra) vagy a cidnecetsav [59] anionja. A gyoégy-
szerhat6anyagok vizsgalata sordn szintén fontos vizsgélat lehet a citrat meghatarozasa is [60].

''Sajat eredmény
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1.13. abra. Ecetsav (c= 2,5 mg/L) és hangyasav (c= 2,5 mg/L) kromatogramja. !
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1.14. abra. 1-acetil-4-piperidin-karbonsav (c= 6,3 mg/L) kromatogramja. !

A karbonsavakon kiviil természetesen az ioncsere-kromatografids rendszerrel mérhetdek
szulfonsavak (pld.: metdnszulfonsav [61] (1.15.4bra), benzolszulfonsav) és natrium-lauril-
szulfat [62] is.

''Sajat eredmény
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1.15. 4bra. Metanszulfonsav (c=1,0 mg/L) kromatogramja.’

Az UV detektalas szerves anionok esetében is alkalmazhatd. Jelentds szerepet jatszik olyan
esetekben, amikor a vizsgdlandé vegyiilet ionizacidjahoz sziikséges pH a szupresszorban mér
nem 4all fent, de van UV elnyelése. Ilyen vegyiiletre példa a fenil-borsav (A= 265 nm), mely
folyadékkromatografids késziilékkel kapcsolt tomegspektrométerrel nagyon pontosan megha-
tarozhato [63], am abban az esetben, ha nem all rendelkezésre ilyen lehetdség, 45 mg/L-es
(S/N ~ 50) koncentraciéban (1.16. dbra) megoldhat6 a vizsgdlata ionkromatogréfia segitségé-
vel. Ez a koncentréci6 tovabb csokkenthet6 a koriilmények megfeleld valtoztatdsdval. A kapott
csucs teljesitményjellemzd paramétereinek tekintetében nem a legkedvezdbbek az eredmények,

dm robusztusan és ismételhetéen mérhetd ezen tulajdonsdgai ellenére is.

2.001
1| mAU

1.501

Fenilborsav

1.00

0.501

perc

r T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

1.16. abra. Fenilbérsav kromatogramja.!

Az azidion meghatdrozdsa gydgyszerkonyv szerint is ioncseréld all6fazison kellene, hogy
torténjen. Ezen szennyezd vizsgdlata rutin vizsgdlat targya lehet barmely olyan készitmény

esetében, ahol a szintézis uton alkalmazzak tetrazol-gy{ird kialakitdsdhoz.

''Sajat eredmény
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A szerves kationokat tekintve az aminok a leginkabb vizsgélt ionok, melyek lehetnek pri-
mer, szekunder vagy tercier aminok is. Aminok meghatarozédsa a nitrézaminok keletkezése
miatt is sziikséges lehet (1.11. dbra). Ioncsere-kromatogréfia segitségével érzékenyen és szelek-
tiven mérhet6ek a kiillonbozb aminok, Ggy, mint a metilamin, dimetilamin, etilamin, dietilamin,
etanolamin, dietanolamin, dietilaminoetanol, piperidin, hidrazin stb. [64—68]. Az 1.17. abrdn

ot kiillonboz6 amin elvalasztasa lathato.

8
Ammoénium

Metilamin

Dimetilamin
) 2-dimetilamino-etanol
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% 2-metil-aminoetil-klorid

120

1.17. dbra. Amménium (c= 3,0 mg/L, S/N ~ 7600), metilamin (c= 1,4 mg/L, S/N ~ 2900),
dimetilamin (c= 1,2 mg/L, S/N ~ 1200), 2-dimetilamino-etanol (c= 1,9 mg/L, S/N
~ 600) és 2-metil-aminoetil-klorid (c= 3,8 mg/L, S/N ~ 730) kromatogramja.

Gylirlis aminok mérésére példa az imidazol vagy N-metil-pirrolidin [65] analitikai vizs-
galata. Sok esetben az egyszeri ammoéniumion mérése is relevans lehet. Szerves kationok
esetében is igaz, hogy, ha az adott vegyiilet pK, értékébdl eredéen 7-es pH-n nem ionos, vi-
szont rendelkezik kromofér csoporttal, UV detektorral vizsgdlhat6. Ilyen vegyiiletre példa az
anilin és a N-(2-hidroxietil)-anilin, melyek 240 nm-es detektalasi hullamhosszon érzékenyen

vizsgalhatdak (1.18. dbra).
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1.18. abra. Anilin (c=1,5 mg/L, S/N ~ 55) és a N-(2-hidroxietil)-anilin (c= 1,0 mg/l, S/N ~
23) kromatogramja.!

''Sajat eredmény
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Szerves szennyezok kozvetett vizsgalata vizes hidrolizis segitségével

s 2

Vizzel torténd hidrolizis segitségével vizsgalhatd vegyiiletek kozé tartoznak a sav-halogeni-
dek: acetil-klorid, metdnszulfonsav-klorid, sav-anhidridek: ecetsavanhidrid, borostydnk&sav-
anhidrid, valamint egyéb szamos vegyiilet, mint példaul N,N’-karbonil-diimidazol (CDI) vagy
hexafluorfoszfat sék [69].

Az acetil-klorid és az ecetsav-anhidrid a két leggyakrabban alkalmazott acilez&szer [70] a

szintézisek sordn, igy vizsgdlatuk elengedhetetlen a gyartott hatbanyagokban.

A) B)

H,0

| + HCI

1.19. abra. Sav-anhidridek (A) és sav-klorid hidrolizise (B).

Anhidridek esetében az 1.19. dbra (A) alapjan leirt mechanizmus szerint, viz hozzdadésa-
val sav keletkezik, mely a tovdbbiakban érzékenyen mérhetd. A sav-anhidridek csaladjabol az
ecetsav-anhidrid a "legnépszertibb" tag, mely esetében természetesen a disszocidlt ecetsav for-
ma, az acetation lesz az ioncsere elemzés cél-ionja. Az 1.20. dbran a borostyankdsav-anhidrid
vizsgélata lathatd, ahol az ioncserés analizis sordn a szukcinat detektaldsa torténik. A bemérés-
re keriil borostyankdsav-anhidrid koncentricigja 15 mg/L, a hidrolizis utdn kapott szukcinat

csucsra kapott jel/zaj ardny: ~168.

446

2
Szukcinat

"
2
—

perc

250 378 500 6.25 50 878 10.00 1126 120

1.20. abra. Borostyankdsav-anhidrid kromatogramja a hidrolizis utdn.!

!Sajdt eredmény
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A sav-halogenidek koziil az acetil-klorid a legtobbet vizsgalt vegyiilet, mely esetében az
ecetsav-anhidridhez hasonldan acetétot tudunk detektdlni, 4m rdadasként megjelenik a klorid-
ion cstcsa is (1.19. dbra (B)), igy akdr lehetdség van a kloridionon keresztiil is meghatdrozni
az adott sav-klorid mennyiségét. Bizonyos sav-kloridok akar a leveg6é nedvességtartalmaval
is hidrolizdlhatnak, igy mds kromatografids technikdval torténé vizsgalatuk nehézkessé vélhat.
Az 1.21. dbrén a kldracetil-klorid hidrolizise utdn kapott klor-acetét és kloridion kromatogram-
jalathaté. A bemért kldracetil-klorid koncentracidja 1,0 mg/L volt, a hidrolizis utin a keletkez6

sav csucs jel/zaj aranya kozel 114.

02009

Kloracetat

—

1.21. abra. Kléracetil-klorid kromatogramja a hidrolizis utdn.!

Kationos vizes hidrolizisre példa a CDI vizes bomldsa. A folyamat sordn a CDI vegyii-
let két imidazolra és szén-dioxidra hasad, a keletkezd imidazol pedig kationcserélé oszlopon,

vezetOképességmérd detektorral mérhetd.

</\ N )'kN /\N
= =/
1.22. abra. N,N’-karbonil-diimidazol (CDI) szerkezeti képlete.

Szerves szennyezok kozvetett vizsgalata sav/bazis katalizalta hidrolizis segitségével

Eszterek, nitrilek, és minden olyan vegyiilet vizsgdlhat6 ioncserekromatografia segitségével,

melybdl sav vagy lig katalitikus hatdsara valamilyen mérhetd ion keletkezik.

'Sajit eredmény
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Eszterek esetében a liigos hidrolizis (elszappanositds) sordn az adott észterbdl keletkezd sav
sOja keletkezik [71] (1.23. abra), mely vizes kdzegben ionos dllapotban taldlhato, igy ioncsere-
kromatografidval meghatarozhat6. Anionok esetében a savas hidrolizis alkalmazasa kevésbé
elényos, hiszen az addiciondlt nagy mennyiségli sav anionja miatti koeldcié lehet6sége 4ll fenn,
ezzel szemben a ldgos hidrolizis esetében a magas pH nem jelent probléméat. A magas pH-n
torténd hidrolizis sebességét noveli az emelt hdmérséklet (60 °C, 80 °C), dm a reakcid végbe-
menetele sordn figyelembe kell venni a vizsgélt minta (hatéanyag, kiindulasi anyag, termék)
pH-jat, mert az erGsen savas mdtrix csokkenti a reakci6 hatasfokat.

Eszterek meghatdrozdsa megoldhaté gazkromatografids direkt vizsgélattal is, de szdrma-
z€kképzéssel is az 1.23. dbran lathaté reakcié alapjan, mely eredményeképpen a keletkezd
alkohol detektalhaté. Am bizonyos esetekben ez nem kivitelezhetd (pl. nem elég érzékeny
a gidzkromatogréfids moédszer, nincs értékelhetd visszanyerés, vagy van a mintdban az adott

alkoholbdl), igy sziikség lehet az észterbdl keletkez6 sav vizsgélatéra.

o)

R )l\o’ R

1

OH", H0 _

1.23. abra. Eszterek ligos hidrolizise.

Az 1.24. abran lathat6 etil-2-(2-kloretoxi)-acetat hidrolizise (szobahdmérséklet, ~ 40 mM
KOH oldat, 60 perc reakci6idd) sordn keletkezd 2-kloretoxi-acetdt csucsa érzékenyen (S/N
~ 220) detektalhato.
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1.24. abra. Etil-2-(2-kl6retoxi)-acetat (c=3 mg/L) kromatogramja a hidrolizis utan.!

''Sajat eredmény
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Az etil-mezildt mds néven etil-metanszulfonét jol hidrolizdlhaté 50 mM KOH oldattal
80 °C-on 45 percig. A reakcio terméke a mezilat (1.25. dbra), mely szintén nagy érzékeny-

séggel mérhetd ioncsere-kromatogréfiaval.

> Mezilat
/

N

SO S —
——————

perc

30 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

1.25. dbra. Etil-mezilat (c=0,5 mg/L, mezilat csics S/N ~ 40) kromatogramja a hidrolizis
utan.’!

A nitrilek esetében is elmondhat6, hogy a ligos hidrolizis gyorsabb eredményt ad, mint
a savkatalizalt megoldds, valamint a koriilmények helyes megvalasztdsaval (hdmérséklet, lug
koncentricid, ultrahangos fiird6 hasznélata) csokkenthetd a reakci6 ideje [72].

Nitrilek hidrolizisére szemléletes példa a malonitril (N=C—CH,—C=N) meghatdrozdsa. A
malonitril meghatdrozésa elsddlegesen gdzkromatogréfids feladat. Az Amerikai Kornyezetvé-
delmi Hivatal (EPA) 8260 C mddszere [73] is tartalmazza. Azonban ez a vegyiilet mind sav,
mind lig hatasdra bomlik, igy savas, vagy ligos matrix melletti meghatdrozasa a fenti mod-
szerrel csak valamilyen célzott szarmazékképzési reakcioval és tomegspektrometrids vizsgélat-
tal lenne lehetséges. Maga a métrix hatdsa megnyilvanulhat egy ligos szennyezés hatdsaként,
vagy magénak a vizsgélt gyogyszerhatdanyagnak a pH-jabodl eredden is. Emelt homérsékleten
végzett lugos hidrolizissel a keletkezd savat meghatarozhatjuk az ioncsere-kromatogréfia se-
gitségével. A vegyiilet két nitrilcsoporttal rendelkezik, de csak az egyik nitrilcsoport levaldsa
oldhaté meg viszonylag enyhébb koriilmények kozott (60 °C, < 100 mM KOH) és rovidebb
id6 alatt, a mdsodik nitrilcsoport leszakitdsa kinetikai gatoltsdga miatt tobb id6t és erStelje-
sebb koriilményeket kivan meg. A reakcié megallithat6 az elsé 1€pésnél és kell6en robusztusan
ismételhetd a meglévé matrix mellett. A 2,5 mg/L koncentracidju malonitril hidrolizise utdn

kapott kromatogramon (1.26. dbra) 14that6 cianoacetét csucs jel/zaj aranya 240.

''Sajat eredmény



1.2. Ionkromatogrifia 27
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1.26. abra. Malonitril kromatogramja a hidrolizis utdn.!

Természetesen a kiilonboz6 észterek és nitrilek eltér6en viselkedhetnek, tehat nem ugyan-
azoknak a feltételeknek kell teljesiilniiik a megfelel6 eredmény eléréséhez. Példaul a metil-
mezilat hidrolizise joval nehezebben oldhaté meg, mint az etilcsoporttal rendelkezd tarsaé.

A hidrolizis nemcsak a fent emlitett vegyiiletek esetében lehet egy j6 megoldds, hanem
szamos egyéb komponensre, mely viz, vagy er0s lig hatdsara savat, vagy valamilyen amint

képez.

!Sajit eredmény



2. Eszkozok, anyagok

Alédbbiakban a doktori munkdm soran alkalmazott mérési koriilményeket, eszkozoket, anyago-

kat ismertetem.

2.1. Berendezés, anyagok, oszlopok

2.1.1. Berendezés, anyagok

A méréseim soran alkalmazott ionkromatogréfids késziilék egy Dionex ICS 5000-es tipusu ion-
kromatograf (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Ez a berendezés két csatornds, tehat
mind anionok, mind kationok mérésére egyarant alkalmas, akar még szimultdn is. Az ion-
kromatografids rendszer eluensgeneratorral rendelkezik, anionos dgon kalium-hidroxid (KOH
cartridge), mig a kationos 4gon metanszulfonsav (MSA cartridge) eluenssel. Mindkét dgon ta-
lalhat6 egy-egy vezetdképességmérd detektor. A rendszerben az adott 4g vezetSképességmérd
detektora utdn sorbakotve egy UV detektor is taldlhatd. Az ionkromatograf egységei termosz-
talhatoak, mikodésének elvét az 1.2.1. szakasz mutatja be. Az injektdlashoz az anionos dgon
10 pL-es és 100 pL-es, mig a kationos agon 100 pL-es mintabeviteli hurokot haszndltam.

A szupresszor egy dinamikus elektrokémiai regeneraldsi membréncella, melynek miikod-
tetését az adott feladatnak megfeleléen recirkuldltatva vagy kiilsé regenerdldssal végeztem. A
kiils6 regenerélést a kationos 4g pumparendszerével oldottam meg nagytisztasagu vizzel.

A mérésekhez, valamint az eluensekhez hasznélt nagytisztasagu vizet (18,2 M{2cm) az Elga
PureLab Option viztisztité rendszer szolgéaltatta. A vizsgédlataimhoz alkalmazott vegyszerek
mindegyike analitikai tisztasdgu volt és a 2.1. tdbldzatban lathat6ak.

A késziilék vezérlését, az adatok rogzitését, valamint a kromatogrammok kiértékelését az
alabbi szoftverrel végeztem: Chromeleon 7. Dionex Version 7.1.3.2425 (Thermo Scientific,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok). A gazkromatografids méréseket Perkin-Elmer Autosystem
gazkromatografon és Perkin-Elmer HS-40 automata (PerkinElmer, Inc., Waltham, Egyesiilt
Allamok) géztérmintadagoléval és langionizaciés (FID) detektorral hajtottam végre.

28
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2.1. tablazat. Vizsgalatokhoz alkalmazott vegyszerek.

Vegyszer Gyarto

acetonitril Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag
ammonium-acetat Supelco by Sigma-Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok
ammonium-formiat Supelco by Sigma-Aldrich, St. Louis, Egyesiilt Allamok
ammonium-hidroxid oldat (25%) Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag
ammonium-karbonét Sigma-Aldrich,, Darmstadt, Németorszag
ammoénium-klorid Sigma-Aldrich,, Darmstadt, Németorszag

cilostazol Egis Gydgyszergyar Zrt.

dimetil-szulfoxid Fisher Scientific, Loughborough, Egyesiilt Kiralysag
diklérmetdn Fisher Scientific, Loughborough,Egyesiilt Kirdlysag
ecetsav MOLAR Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag
etil-acetat Fisher Scientific, Loughborough, Egyesiilt Kirdlysdga
favipiravir Egis Gyégyszergyar Zrt.

85%-os foszforsav MOLAR Chemicals Kft., Haldsztelek, Magyarorszdg
kalium-bromid Fisher Scientific, Loughborough, Egyesiilt Kirdlysag
kalium-hidroxid Sigma-Aldrich,, Darmstadt, Németorszag
kalium-klorid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag

kloroform Lach:ner, Neratovice, Cseh Koztarsasag

litium-klorid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag
metanszulfonsav Sigma-Aldrich,, Darmstadt, Németorszag
natrium-azid Sigma-Aldrich,, Darmstadt, Németorszag
natrium-hidroxid Fisher Scientific, Loughborough,Egyesiilt Kirdlysag
néatrium-klorid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag
natrium-tioszulfat Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag
N-brémszukcinimid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag

prasugrel Egis Gydgyszergyar Zrt.

szukcinimid Sigma-Aldrich, Darmstadt, Németorszag

trisz SigmaAldrich, Darmstadt, Németorszag

A vegyiiletek ionizaltsdgi vizsgdlatdhoz MarvinSketch 14.9.8.0 (Chemaxon, Budapest, Ma-
gyarorszag) szoftvert alkalmaztam.

A tomegbeméréseket Mettler Toledo félmikroanalitikai mérlegen (Mettler Toledo, Greifen-
see, Switzerland), mig a térfogatmérések Eppendorf tipusu automata pipettdkkal (Eppendorf

SE, Hamburg, Germany) végeztem.

2.1.2. Oszlopok

Az elvélasztasok sordn Dionex (Thermo Scientific,Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) kroma-
togréafias oszlopokat alkalmaztam. Az anionos vizsgalatokhoz nagykapacitdsi AS11-HC osz-
lopot (2x250 mm, d, = 13 pum) a hozzd megfeleld el6tét oszloppal (AG11-HC, 2x50 mm,
d, = 13 pm), tovdbbd AS23 oszlopot (2x250 mm, d, = 13 pm) a hozzd megfeleld elStét
oszloppal (AG23, 2x50 mm, d,, = 13 ym) haszndltam. Mindkét tipusu 4ll6fazis alkanol kvater-
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ner ammonium csoportokkal funkciondlt, latex agglomerélt anioncseréld kolonna. A kationos
vizsgélatokhoz CS16 (3250 mm) analitikai oszlopot €s a hozza tartozé el6tét kolonnét (3 x50
mm) alkalmaztam. A kationcseréld all6fazis ebben az esetben karboxil funkcids csoportot tar-
talmazo feliilet.

A gézkromatografids vizsgdlatokhoz DB-FFAP (30 m / 0,32 mm / 0,25 pm) (nitrotereftal-

/////



3. Eredmények

Dolgozatom tovabbi részeiben a kutatdsi éveim sordn elvégezett munkdm eredményei keriilnek

bemutatdsra a hozz4juk kapcsolédé irodalommal.

3.1. Hat6anyagban talalhat6 ecetsav analizisének gazkroma-

tografias és ionkromatografias osszehasonlitasa

A hatéanyagok szintézise sordn szdmos esetben alkalmaznak ecetsavat oldoszerként vagy reak-
cidelegyként, ezért ezen lehetséges szennyezd maradékdnak meghatdrozasa sziikséges lehet a
gyartott termékben. Az ecetsav a nemzetkozi szabalyozasok (ICH Q3C(R9) guideline) megha-
tarozdsa szerint a Class 3-as olddszerek kozé sorolhatd, mely alapjdn alacsony toxicitdsd, igy a
maximdlis koncentracié mennyisége 5000 ppm. Az ecetsav alacsony forrdsponti kis moleku-
latomegt vegyiilet, igy mennyiségének meghatdrozdsa sokszor gazkromatografids elemzéssel
torténik. A kozvetlen gazkromatografids mérési modszer esetében biztositani kell, hogy a vizs-
gdalat sordn az ecetsav a megfeleld formaban legyen, igy ennek érdekében alacsonyabb pH
alkalmazdsa ajanlott, mint ahogy ez le is olvashat6 a 3.1. abrarol.

Az ecetsav szarmazékképzés segitségével (pld.: észterképzés) is mérhetd gazkromatograf-
fal, de mind a kozvetlen, mind pedig a szdrmazékképzés segitségével torténd meghatarozas
sordn adédhatnak problémék (pld.: tomény savak alkalmazdsa, a mintaoldat ligos jellege vagy
az egyéb szennyezOk matrixhatdsa). Az ionizaltsagi nehézségek mellett tovabbi problémak
is felmeriilhetnek, mégpedig, hogy a gdzkromatografids vizsgalat sordn a késziilék aktiv he-
lyein megkotddhet az ecetsav (athordas jelensége), mely megnehezitheti az ismételhet8ség €s
visszanyerés vizsgalatit. Szerves savak meghatdrozdsa a gazkromatografids megoldas mellett
torténhet ionkromatografids rendszerrel is. Ezen technika szdmos esetben kedvez&bb meg-
oldast jelenthet (egyszer(ibb mintael6készités, alacsonyabb mintakoncentricid, stb.). Annak
megallapitdsdra, hogy a gdz-, vagy az ionkromatografia alkalmazasa elényosebb ecetsav meg-
hatdrozésara, osszehasonlitottam két dltalam fejlesztett moédszert adott gydgyszerhatéanyagban

taldlhat6 ecetsav szennyezés meghatdarozasara, limit szintli validdlasaik eredményein keresztiil.
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O0sszehasonlitasa
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3.1. abra. Ecetsav ionizaltsdga a pH fiiggvényében (pK,= 4,8).

A gizkromatogréfids kozvetlen vizsgalati mddszer esetében foszforsavat alkalmaztam az

oldat savas kémhatasdnak biztositasdhoz. A mddszer paraméterei a 3.1. tablazatban lathatdak.

Az ionkromatografias rendszer esetében beéllitott paramétereket a 3.2. tablazat tartalmazza.

3.1. tablazat. Gazkromatografidas modszer bedllitott paraméterei

Késziilék: Perkin-Elmer Autosystem gazkromato-
graf, Perkin-Elmer HS-40 automata gdz-
términtadagol6

Kolonna: DB-FFAP (30 m/ 0,32 mm/ 0,25 pm)

Homérséklet program:

Injektor hémérséklet:

FID detektor hémérséklet:

Split ardny:

Vivogéaz (Hélium) dramlasi sebes-
sége:

Termosztalas homérséklete, ideje:
Td hémérséklete:

Transzferline hdmérséklete:

Ciklus ido6:

60 °C (1 perc)%mo °C (5 perc)
200 °C

250 °C

5:1

1,5 mL/perc

80 °C, 30 perc
120 °C

140 °C

min. 25 perc
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3.2. tablazat. lonkromatografids médszer beallitott paraméterei

Késziilék:

Automata mintaadagoldval felszerelt Di-
onex ICS 5000 ionkormatograf (eluens-
generator, ionelnyomads (elektrokémiai),
vezetOképességmérd detektor)

2, 2

El6tét kolonna:

Kolonna:

Eluens koncentracié:

Futasi id6:

Injektalt térfogat:

Eluens aramlési sebessége:
Mintaadagolé hdmérséklete:
Kolonna hémérséklete:
Detektor hdmérséklete:

IonPac AG11-HC (2 mm x 50 mm)
IonPac AS11-HC (2 mm x 250 mm)
10 mM KOH

30 perc

5 uL

0,38 mL/perc

18 °C

30 °C

35°C

3.1.1. Limit szinti validalasok soran kapott eredmények

A gézkromatogréfids és az ionkromatografids modszerek limit szintli validdldsa sordn kapott

eredmények Osszehasonlitdsa lathat6 a 3.3. tablazatban.

3.3. tablazat. Ecetsav szennyezés meghatarozasara fejlesztett gaz-, illetve ionkromatografias
modszerek eredményeinek 6sszehasonlitdsa.

Gazkromatografia Ionkromatogréfia Kovetelmények
Visszatartasi tényezd (k) 1,9 1,1 1-10
Meéterenkénti tdnyérszdm (N) 11 000 7000 > 2000
Szimmetria faktor (Ay) 1,1 1,4 <20
Referencia oldat koncentrécidk (ug/mL) 250 5
Rendszerprecizitds (RSD%, n=6) 10,7% 2,4% <20,0%
Ismételhetdség (RSD%, n=6) 6,2% 4.4% <20,0%
Stabilitas referencia oldat (%) 109,8% 102,3% 85,0%—-115,0%
Stabilitds addicionalt minta (%) 96,7% 103,7% 85,0%-115,0%

DL (S/N =3)

QL (S/N=10)

Visszanyerés (%)

Elemzési id6 egy minta esetében (perc)
Minta koncentracié (mg/mL)

120 ppm (6 pg/mL) 15 ppm (0,015 pg/mL)
400 ppm (20 pug/mL) 50 ppm (0,05 pg/mL)

88,0% 97,5%
430 300
50 1

75,0%-125,0%

Az elvégzett vizsgdlataim eredménye alapjan a mddszerek teljesitményjellemzd paramé-

tereinek (visszatartdsi tényezd, méterenkénti tdnyérszam, szimmetria faktor) dsszehasonlitasa

sordn a gdzkromatogréfids tanyérszam nagyobb eredményt adott, mint az ionkromatografias.

Ez az eltérés a két technika kozotti kiillonbségekbdl erednek, hiszen a gdzkromatografia eseté-

ben nem kell szdmolnunk bizonyos zénaszélesitd hatdsokkal (6rvénydiffizid, anyagitaddssal
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szembeni ellenallas).

A precizitas vizsgédlatok koziil a rendszerprecizitds vizsgdlata sordn az 5000 ppm-es kon-
centracioju referencia oldatot injektalva (n=6) a kapott csucsteriiletek szordsa a gazkromatog-
rafids modszer esetében kozel 6tszor kedvezdtlenebb értéket adott, mint az ionkromatografias
vizsgélat.

Az ismételhetdség vizsgdlataim sordn az adott gydgyszerhatéanyag mintat limit szinten
(5000 ppm) addiciondltam ecetsavval, majd a referencia oldatra kalibralva kapott ecetsav kon-
centraciok szoérdsat vizsgéltam. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy az ionkroma-
togréfids vizsgélat szintén jobb (~ 2%-al kisebb) szérds eredményeket adott, mint a gdzkroma-
togréfias.

Stabilitas vizsgdlataim esetében mind a referencia oldat, mind az addicionalt mintaoldat
eltarthat6saga is goércsd ald keriilt. Az elkészitett oldatokat frissen valamint 24 6ra elteltével is
megvizsgéltam. A két mddszer altal kapott eredmények tekintében nincs relevéns kiilonbség,
mindegyik oldat a vizsgalt iddintervallumban stabilnak tekinthetd.

Madédszereim érzékenységi vizsgélataindl a mennyiségi meghatarozds alsé hatarara (QL) és a
detektalasi hatarra (DL) nyolcszor kisebb koncentracié értéket kaptam az ionkromatografiaval.

Pontosséag vizsgélatdhoz limit szintd visszanyerés vizsgdlatot is végeztem mindkét technika
esetében, mely sordn szintén az ionkromatogréafids médszer adott jobb eredményeket.

Végeredményiil, adott gyégyszerhatéanyag esetében, a két fejlesztett mdodszer koziil az
ionkromatogréfids vizsgdlat biztositott kedvez6bb eredményeket, még joval kisebb hatéanyag
mintakoncentracié mellett is. Tovdbb4, a két mddszer kozott nem elhanyagolhat6 kiilonbség a
vizsgdlandé minta elemzéséhez sziikséges analizis id6. A loop-os géztér-analizises mintavétel-
lel végzett gazkromatografids vizsgalat soran az athordas miatt tisztito 1épések (n=3) beiktatasa
volt sziikséges a kalibral6 (referencia oldat) oldat, valamint a mintaoldatok injektalasa kozott a
pontos koncentricié meghatarozasa érdekében, mely noveli a mérés idejét. Ennek kovetkezté-

ben az ionkromatografids vizsgélat sordn kozel 30%-al csokkenhet a vizsgalat analizis ideje.

1. Tézis. Adott hatéanyagban taldlhato ecetsav mennyiségének kozvetlen meghatdrozdsdra az
ionkromatogrdfia kedvezobb a ldngionizdcios detektort alkalmazo gdzkromatogrdfidndl. Az
ionkromatogrdfids technika segitségével hatoanyagokban taldlhato ecetsav szennyezés kisebb
kimutatdsi hatdrral meghatdrozhato kevesebb hatoanyag mennyiségbol. Az alkalmazott ion-
kromatogrdfids vizsgdlati paraméterek fiiggvényében jelentosen kedvezobb relativ szords érté-
kek (rendszerprecizitds esetében otszor, mig ismételhetdség esetében mdsfélszer kisebb ered-
mények) érhetdek el, tovdabbd legaldbb 30%-al csokkentheté az analizis ideje, 10%-al jobb

visszanyerés mellett otvenszer kevesebb mennyiségii hatéanyagbol.
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3.2. Natrium-azid meghatarozasa cilostazol hatéanyagban

A nétrium-azid meghatarozdsa gyodgyszerhatéanyagokban egy j6 példdja az ionkromatogra-
fia alkalmazhat6sdgara és relevancidjara a gyogyszeranalitika teriiletén. Az azidion rutinszer
vizsgalata elkeriilhetetlen bizonyos tipust gyogyszerhatéanyagok esetében. A doktori munkdm
sordn feladatom volt ionkromatografids modszer fejlesztése cilostazol hatéanyagban esetlege-
sen talalhato natrium-azid szennyez€s meghatarozdsara [74].

Maga a cilostazol hatéanyag a 3-as tipusu foszfodiészteraz-gétlé gydgyszerek csoportja-
ba tartozik. Hatdsat tobbféleképpen fejti ki, egyrészt bizonyos vérereket tagit, masrészt a
vérlemezkék rogképzd aktivitasat csokkenti [75]. A cilostazol napi dézisa 200 mg, viszont
CYP2C19-gatlo gyogyszerek egyiittes alkalmazasa esetén a maximalis napi dozisa 100 mg
[76].

Cilostazol elddllitasa (3.2. dbra) sordn a megfeleld hatds eléréséhez, bizonyos szerkezeti
rész (tetrazol-gy(r() kialakitdsahoz sziikséges a natrium-azid, mely potencidlis szennyezdként

el6fordulhat a gyartott végtermékben.

3.2. abra. Cilostazol hatéanyag lehetséges szintézisttja.

A nétrium-azid (Na-azid) genotoxikus, legalacsonyabb haldlos dézisa 10 mg/kg. A nemzet-
kozi irdnyelveknek megfelel6en ezen szennyez$ analitikai vizsgdlata sziikséges cilostazol ha-
téanyagbdl, mivel a szintézisutjdban szerepel a natrium-azid. A megadott napi dézisokat, vala-
mint az ICH (Nemzetkdzi Harmonizaciés Konferencia) M7(R2) irdnyelveket figyelembe véve
a cilostazol hat6anyagban a maximalis megengedett natrium-azid koncentraci6 7,5 ppm [77].
Az azid ionizaltsdgi allapota l4that6 a 3.3. dbrdn, melynek értelmében az azid ionos allapotban

van az elvdlasztés és a vezetOképességi detektalds sordn is.
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3.3. abra. Azid ionizéltsagi allapota a pH fiiggvényében (szamitott pK,= 5,09).

3.2.1. Mintaelokészités

Az adott cilostazol minta azid szennyezd vizsgédlatdhoz, valamint a helyes és kivitelezhet6
visszanyeréshez a mintat teljes mértékben fel kell oldani valamilyen oldészerben. Igy az oldha-
tosagi vizsgalatok fontos 1épései a mintaeldkészitésnek. A cilostazol hatéanyag gyakorlatilag
oldhatatlan vizben (1,678 mg/dm?), egy zagyot képez (3.4. dbra). Ezzel szemben diklérmetan-
ban, kloroformban, ecetsavban szinte korlatlanul oldédik. A Na-azid nagyon vizoldékony (41
g/100 mL 17°C-on) [78], viszont diklérmetdnban szinte oldhatatlan.

3.4. abra. Cilostazol hatéanyag oldhatdségi kisérlet.
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Ezen oldhat6sédgi ismeretek alapjan folyadék-folyadék extrakcidt alkalmaztam. A minta-
elokészités fejlesztéséhez diklérmetan/viz extrakcids elegyet hasznaltam.

A folyadék-folyadék extrakcids vizsgalataim azt mutattdk, hogy az extrakcid sordn a ci-
lostazol a diklérmetan vizben valé oldhatésdga miatt kis koncentracioban megtaldlhat6 a vizes
fazisban. Az igy atolddédott cilostazol azonban, miutdn a diklérmetédn elpérolog a vizbdl, kivé-
lik az edény faldn. Az azid extrakcids hatdsfokdnak megallapitasdhoz is az ionkromatografids
késziiléket haszndltam. Az eredményeim alapjan elmondhatd, hogy az azid tobb mint 95%-o0s

hatasfokkal a vizes fazisba extrahalhat6é diklérmetanbdl (3.5. abra).

Azid

0.100 4
e M Atrizva /\M/\
A e Vizben /\_’q\l

0285

3.5. abra. Az extrakci6 hatdsfokdnak vizsgalata ionkromatografidval.

Az alkalmazott oldatokat az alabbiak szerint készitettem el:

* Vak oldat: 5 mL diklérmetdnt és 5 mL nagytisztasdgi vizet mértem be egy kb. 20 mL-
es headspace mintatartéba €s Osszerdztam. Miutdn két fazisra valt szét, a fels6 fazisbol

kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es miianyag mintatartéba tettem.

* Referencia torzsoldat: Egy ~ 75 pug/mL-es koncentracidju ndtrium-azid oldatot készitet-

tem dimetil-szulfoxiddal.

* Referencia oldat: 5 mL diklérmetdnt mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatar-
toba, majd analitikai pontossdggal hozzatettem 50 L referencia torzsoldatot és 0ssze-
raztam. Az igy elkészitett elegyhez mértem 5 mL nagytisztasdgu vizet és Osszerdztam.
Miutan két fazisra valt szét, a fels6 fazisbol kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es mi-

anyag mintatartéba tettem. Az igy elkészitett oldat natrium-azid tartalma: ~ 0,75 pg/mL.

* Mintaoldat: Analitikai pontossaggal bemértem 500 mg vizsgédlandé mintat egy kb. 20
mL-es headspace mintatartéba, majd 5 mL diklérmetdnban oldottam fel. Az igy elké-
szitett elegyhez mértem 5 mL nagytisztasdgu vizet és Osszerdztam. Miutdn két fazisra
valt szét, a felsd fazisbal kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es miianyag mintatartoba

tettem.
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* Addiciondlt mintaoldat: Analitikai pontossdggal bemértem 500 mg vizsgdlandé mintét
egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba, majd 5 mL diklérmetanban oldottam fel,
majd analitikai pontossdggal hozzétettem 50 uL referencia torzsoldatot és 6sszeraztam.
Az igy elkészitett elegyhez mértem 5 mL nagytisztasdgu vizet és Osszerdztam. Miutdn
két fazisra valt szét, a felsd fazisbol kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es miianyag

mintatartdba tettem.

3.2.2. Azidion retenciods tulajdonsagai

A linedris eluenserdsségi modell (1.22 egyenlet) igazoldsdahoz dbrazoltam a lg k — lg ¢ diag-
ramot. A kapott fliggvény esetében az egyenes meredeksége a mintakomponens toltésével

megegyezd, mivel az eluens ellenionja (OH ™) egyértékd ion.

0,9
y=-0,99x +1,48
0,8 .. R*=1,00
0,7 N
0,6
T05 e
o ”
00,4 }
0,3 ...
0,2 "o,
0,1 e,

0,5 0,7 0,9 1.1 1,3 1,5 1,7
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3.6. abra. Retencids tényez6 logaritmusa az eluens koncentracié logaritmusanak fiiggvényé-
ben.

A 3.6. dbran lathat6 az egyenes egyenletébdl, hogy az azidion egyszeres toltést ionként van
jelen a vizsgdlat alatt, igy megallapithatd, hogy az azidion retencids viselkedése az egyensulyi
elméletnek megfeleld.

A sebesség elméletet alkalmazva az optimadlis dramldsi sebesség megallapitidsahoz dbrazol-
tam a H — u gorbét (3.7. dbra).

A diagram teljesen korreldl az irodalomban taldlhaté eredményekkel (1.3. dbra (B) gor-
béje, [13]), valamint lathatd, hogy a legnagyobb hatékonysdghoz tartoz6é pont minden bi-
zonnyal a legkisebb mért dramlési sebesség alatt van. Az ionkromatogréfias rendszer esetében
0,1 mL/perc térfogataramlési sebességnél kisebbet nem tudok alkalmazni, mert a rendszer nem
tudné reprodukélhatéan biztositani ezt a kis dramlési sebességet, igy ennek értelmében a mérési

id6 csokkenthetd az dramldsi sebesség novelésével a hatékonysdg jelentSs csokkenése nélkiil.
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3.7. abra. van Deemter gorbe.

A hémérséklet hatdsatol fiiggd retencids id6 valtozdssal tobb irodalom is foglalkozik, me-
lyek koziil taldlhat6 olyan, mely termodinamikai aspektusbol kozelit [13], €s megallapitja, hogy
szervetlen ionok esetében nem vonhat6 le egyértelmd osszefiiggés. Az irodalmi részben is em-
litett Paul R. Haddad és Peter E. Jackson homérséklet hatasanak vizsgalatai alapjan [2] megél-
lapitottak, hogy példaul: fluorid, klorid, nitrit esetében nincs hatasa a hémérsékletnek, viszont
bromid €s nitrat esetében jelent6s homérsékletfiiggés tapasztalhat6. Annak megallapitdsara,
hogy az azidion hogyan viselkedik a hdmérséklet hatdsdra, vizsgaltam az azidion retencids vi-
selkedését eltérd hdmérsékletek mellett. A hdmérséklet hatdsdnak vizsgdlatdhoz a van’t Hoff
Osszefiiggést kifejezve az azidion és az eluensben taldlhaté hidroxidionok egyensilyi szabad-
entalpidjabol, meghatdroztam a ioncserével jaré entalpia és entropia valtozdsok kiillonbségét a
kovetkezok szerint.

Az azidionok elvalasztdsakor az aldbbi ioncsere-egyenstly jatszodik le, mely valdjdban két

egyensulyi folyamat ereddje.

Kajom

R—OH + Nj R—N, + OH™ 3.1)

R+ OH™ =24 R_OH (3.2)
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R* + N == RN, (3.3)
Hidroxidionok szabadentalpia véltozasa az aldbbi médon irhat6 fel:

AGOH =—RT In KOH = AHOH - TASOH (34)

mig az azidionok szabadentalpia véltozasa az aldbbi mddon irhat6 fel:

AGpy =—RT InK, = AHy, —TASy (3.5)
melyekbdl a teljes ioncsere folyamat szabadentalpia véltozasa kifejezhetd.

A (3.6) Osszefiiggésbdl In K, ,oy-t kifejezve, az ioncsere folyamat van’t Hoff analizise elvé-
gezhetd.

AAG AAH AAS

A (3.7) 0sszefiiggés grafikus megjelenitéséhez hat kiillonb6zd oszlop hdmérsékletet alkal-
maztam 25 °C és 40 °C kozott. A kapott retencios tényezok természetes alapu logaritmusanak
fliggvényében dbrazoltam az adott h6mérséklet reciprokdnak ezerszeresét. Az igy kapott pon-
tokra illesztett egyenes egyenlete segitségével megadhatéak az entalpia és entrépia értékek.
A 3.8. dbra mutatja a kapott eredményt a nitration hdmérsékletfiiggéséhez [13] viszonyitva.

Az azidion egyenesének meredekségével kiszamitottam a hidroxid-ionok €és az azidionok
entalpia véltozdsainak (AH) kiilonbségét, mely a mérési adatok alapjan, kevesebb mint 1
kJ/mol (0,31 kJ/mol), mig az entrépia valtozasainak (AS) kiilonbsége is csupan 6,5 J/mol*K.
A hat kiilonboz6 hémérsékleten kapott retencids idSk relativ szérdsa mindossze 0,18%. A
mérési eredményeim tehat azt mutatjdk, hogy a hdmérséklet nincs hatdssal az azid retencids

idejére.
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3.8. abra. van’t Hoff vizsgdlat azidion illetve nitration [13] esetében.

3.2.3. Validalas

Az azidionok cilostazolbdl torténd meghatarozasara fejlesztett médszerem leirdsa a 3.4. tabla-

zatban talalhato.

3.4. tablazat. Ionkromatografids médszer azidion meghatdrozasara.

Eluens KOH
Id6 | Eluens koncentracié | Szupresszor aramerdsség
[perc] [mM] [mA]
0 15 19
. 5 15 19
Gradiens program 2 20 99
20 80 99
23 15 19
40 15 19
Eluens dramlési sebessége 0,50 mL/perc
SZupresszor Recycle Mode
El6tét kolonna IonPac AG11HC (2 mm x 50 mm)
Kolonna TIonPac AST1HC (2 mm x 250 mm)
Oszlop hémérséklet 40 °C
Detektor hémérséklet 35°C
Mintaadagolé hémérséklet 15°C
Injektélt térfogat 5 ul
Futési id6 40 perc

A fejlesztett modszert a nemzetkozi szabdlyozdsoknak (ICH guideline) megfelel6en limit
szinten validaltam [79]. A validalas vizsgalatai a kovetkezdek voltak, melyek szamszerl ered-

ményei a 3.5. tdbldzatban taldlhatdak az adott vizsgédlatokhoz tartoz6 kovetelményekkel egyiitt:
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» Specifikussag/Szelektivitds: A vizsgdlat bizonyitja, hogy az azidion egyértelmiien elva-
laszthat6 az addicionalt mintaoldatban 1év6 egyéb szennyezOktdl. Tehat a modszer speci-
fikus/szelektiv az adott szennyezés vizsgalatdra, valamint az adott rendszeralkalmassagi
paraméterek teljesiilnek. A kapott kromatogramok (3.9. dbra) igazoljak, hogy a médszer

specifikus/szelektiv.
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3.9. abra. Cilostazol hatéanyagban azid meghatdrozasa soran felvett kromatogramok.

* DL, QL: A kimutatasi hatar (DL) és a mennyiségi meghatarozés hatara (QL) az a leg-
kisebb koncentracid, amelynél a vizsgélt komponens jele legaldbb hdaromszor (DL) és
tizszer (QL) nagyobb, mint a mért zaj nagysdga. Az azidion jelnagysdga hdromszorosa
a zaj nagysaganak 0,52 ppm-es koncentraciondl (DL), mig 1,73 ppm-es koncentracionél

(QL) tizszeres a kiilonbség, igy az eredmények megfelelnek a kovetelményeknek.

* Rendszerprecizitds: A precizitds, mint teljesitményjellemz6 a véletlenszerd hibdk nagy-
sagaval fiigg Ossze. A precizitist a vizsgdlt eredmények statisztikai elemzésével kell
jellemezni, a tapasztalati szords (SD), relativ szérdas (RSD%) és a 95%-os szinten szé-
mitott megbizhat6sagi tartomany megadasaval. A rendszerprecizitds vizsgalata a limit
koncentrici6 szintjén 6 parhuzamos injektalasbol 4ll. Mind a retencids idore, mind a
teriiletek relativ szordsdra kapott eredmények megfelelnek az elére meghatdrozott kove-

telményeknek, igy elmondhatd, hogy limit szinten preciz a vizsgalati mddszer.

* Pontossag (visszanyerés): A pontossidg vizsgdlata sordn a mintdt a limit szintnek meg-
feleld (7,5 ppm) nétrium-aziddal addicionéltam, a kapott eredményekbdl kiszamitottam
a visszanyerést. A kapott eredmény alapjan - mely kozel 100% - megéllapithatd, hogy

7,5 ppm-es koncentracid szinten pontos a validalt médszer.

 Stabilitds: A stabilitds meghatarozasdhoz az elkészitett oldatokat 24 6ran keresztiil a
mintatartoban trolva tartottam, majd djravizsgaltam. Mind a referencia oldatra, mind az
addiciondlt mintaoldatra kapott eredmények azt mutatjak, hogy a vizsgélt oldatok eltart-

hat6ak temperdlt mintatartoban legfeljebb 24 6raig.
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* Robusztussdg: Bizonyos paraméterek (dramldsi sebesség, kezdeti eluens koncentracio)

megadott mértéki valtoztatasaval igazoltam, hogy az adott szennyezés specifikusan el-

valaszthat6 (3.10. dbra) a tobbi szennyezéstdl az addicionalt mintaoldatban, valamint a

megadott rendszeralkalmassigi paraméterek teljesiilnek.

0,50 ml/pere

0,55 mlpere
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0,45 ml/perc
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3.10. abra. Robusztussag vizsgalat, A) dramldsi sebesség valatozdsanak hatdsa és B) a kezdeti

eluens koncentraci6 valtozasanak hatasa.

3.5. tablazat. Validalas eredményei.

Vizsgalat Eredmény Kovetelmény
Specifikussag (7,5 ppm)

Retencids 1d6 (tz,perc) 4,41

Visszatartdsi tényez6 (k; to=1,5 perc) 2,94 1-10
Tanyérszam (N) 5097 > 2000
Szimmetria faktor (As) 1,1 <1,5
Detektalasi hatar (S/N)=3 0,52 ppm 2,25 ppm
Mennyiségi meghatarozasi hatar (S/N)=10 1,73 ppm 7,50 ppm
Rendszerprecizitas 7,50 ppm

Retenci6s id6 (RSD%) 0,14% <5,0%
Teriilet (RSD%) 16,5% <20,0%
Visszanyerés (7,50 ppm)

Visszanyerés (%) 102,4% 75,0%-125,0%
Stabilitas 24h (7,50 ppm)

Referencia oldat visszanyerés (%) 88,0% 85,0%—-115,0%
Addicionélt minta visszanyerés (%) 110,1% 85,0%—-115,0%
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A validdlas sordn, az egyes vizsgélatok eredményei (3.5. tdbldzat) megfelelnek az eldre
meghatérozott gydgyszergyari kovetelménynek, igy a fejlesztett és validalt mddszer, cilostazol
hat6anyagban taldlhaté nyomnyi (7,5 ppm) mennyiségli natrium-azid limit szinti meghataro-

zasara alkalmazhato.

2. Tézis. Cilostazol hatoanyag gydrtdsa sordn alkalmazott ndtrium-azid mennyisége megha-
tarozhato 7,50 ppm-es koncentrdcioban ionkromatogrdfias modszerrel, folyadék-folyadék ext-
rakcios mintaeldkészités alkalmazdsdval. Az azidion és az eluens hidroxid-ionjainak ioncse-
re folyamatai sordn meghatdrozott entalpiavdltozdsok kiilonbsége elhanyagolhato (< 1kJ/mol),
mely eredményeképpen az azidion retencioja fiiggetlen a homérséklettol. A nemzetkozi elbird-
soknak megfelelben limit szinten validdlt modszer eredményei alapjdn, a vizsgdlat specifikus,

robusztus, valamint limit szinten preciz és pontos.
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3.3. A matrixhatas kihasznalasa a felbontas javitasara trisz-és

natrium-kationok kozott

A trometamint (trisz(hidroximetil)-aminometan, tovabbiakban: trisz) széleskor(ien alkalmaz-
zék puffer-rendszerekben, de fémionokkal komplexet képezhetnek vele, valamint gy6gyszer-
ként is hasznéljdk acidodzis kezelésére [80]. Vizsgélata nem minden 4ll6fézis esetében egyszerd,
de a megfeleld kortilmények megvélasztisaval megoldhat6 [81]. Dionex IonPac CS16-0s nagy-

kapacitasu 4ll6fazison a trisz-€s natrium-kationok nem vélaszthat6ak el egymastol (3.11. dbra).

15T

/
Nitrium és trisz egyiitt / — o~

Nitrium jon

e Trisz ion

3.11. abra. Natrium-és trisz-kation elvalasztisa vizben.

A trisz-kation ionizaltsdgi foka a pH fliggvénye (3.12. dbra), mig a szervetlen natriumion-
nak a pH-tdl fiiggetlen. Vizsgdltam, hogy egy meglehetdsen bazikus kornyezet, mely egyéb

matrix ionokkal jelentGsen tulterhet, milyen hatdssal van a két ion retencids tulajdonsagaira.
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3.12. abra. Trisz ionizaltsagi allapota a pH fiiggvényében (szamitott pK,= 8,95).

A vizsgélatok alapjat képzd matrixként ammonia oldatot haszndltam. Els6ként vizsgaltam

az ammonium-hidroxid koncentracié valtoztatasanak hatdsat a natrium-kation viselkedésére.

Az eredmények azt mutattdk, hogy a natriumiont nagy koncentraciéji ammoénium-hidroxid

oldatba téve a szervetlen ion retencidja eltolodik egy egyszerii vizes oldathoz képest, mely

lathat6 a 3.13. abran.

1| 1,25% NH,OH oldat

1} 1,00% NH4OH oldat

0,75% NH4OH oldat

0,50 % NH4OH oldat

0,25% NH,OH oldat

g
2
2
z.

pere

387 500 625

750

75

10.00

125

1250

13,

75

1500

1625

1750

T a2

3.13. abra. Natriumion kromatogramjai eltéré koncentraciéji ammonium-hidroxid oldatban.
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3.3.1. Az eluens koncentraciojanak hatasa a natrium-kation viselkedésére

A nétriumion retencidjara nemcsak az alkalmazott ammonium-hidroxid oldat koncentracidja-
nak van hatdsa, hanem az alkalmazott eluens (metdnszulfonsav oldat) koncentraciéjanak is, igy

vizsgéltam ezen paraméter hatdsat is.

27

Na ion retencios idé (perc)
[ [ [ [ B o N N
= w w ~ o = w wv
4
]

o

0,0% 0,2% 0,4% 0,6% 0,8% 1,0% 1,2% 1,4%

Amménium-hidroxid koncentracié (%)

y=184,68x+22,02  y=167,84x+1729  Yy=79,88x+12,49 y = 85,80x + 10,55 YE75,206+9,64

6mMm ®3mM 12mM 15mM ®17mM

3.14. abra. Natriumion retencids idejének valtozdsa eltérd koncentraciéji ammoénium-hidro-
xid oldatban és eltérd eluens (metanszulfonsav) koncentracié esetében. Az eltérd
szinl egyenesek mutatjdk az egyes eluens koncentraciokhoz tartozé eredményeket.

Az egyes eluens koncentriciokhoz tartozé retencids idd valtozdsok — az alkalmazott
ammonium-hidroxid koncentracidk fiiggvényében — egyenesekkel kozelithetd fiiggvényeket
adnak. A 3.14. dbrdn lathaté a retencié novekedése az ammonium-hidroxid oldat koncent-
racidjanak novelésével, valamint az is beldthatd, hogy kisebb eluens koncentracional ez a hatds
jelentésebb. 8 mM-os metanszulfonsav eluens koncentricié esetében, 1,25%-0s ammoénium-
hidroxid oldatban a natriumion retencids ideje 10%-al nagyobb, mint a 0,25%-0s ammoénium-
hidroxid oldatban.

Ezen rendszerben vizsgdltam a ndtrium-kation csucs jellemz$ paramétereit is, igy mint
elméletitdnyér-szam és a szimmetria faktor (3.15 — 3.16. abrdk). Ezen jellemzdk vizsgalata
soran kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szimmetria faktor kozel dlland6, mig a
tanyérszam mértéke jelentdsen csokken az ammonium-hidroxid koncentraciéjanak novelésé-

vel.
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3.15. abra. Natriumion csics elméletitinyér-szamanak véltozdsa eltér6 koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban és eltéré eluens (MSA) koncentracié esetében.
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3.16. abra. Natriumion csicsdnak szimmetria faktor valtozdsa eltér6 koncentracidju
ammoénium-hidroxid oldatban és eltéré eluens (MSA) koncentracid eseté-
ben.

3.3.2. Az oszlop homérséklet és az injektalt térfogat hatasa

A tovabbi vizsgdlatokhoz két szervetlen (litium, natrium) iont és a trisz-kationt alkalmaztam.
A litium-kation bevondsaval igazolhat6, hogy az ammoénium-hidroxid nem specifikusan csak a
natriumion viselkedésére van hatdssal. Annak megéllapitdsara, hogy van-e tovabbi hatdsa az
alkalmazott hdmérsékletnek €s az alkalmazott injektélt térfogatnak ezen rendszerre, kisérlete-
ket végeztem hdrom hémérsékleten és harom eltérd injektalt térfogaton. A vizsgdlatok sordn a
retencids idok mellett a csicsokra jellemzd teljesitményjellemzd paramétereket is vizsgaltam.
Az adott ammonium-hidroxid oldat koncentracidit a 25%-os ammoénium-hidroxid oldat megfe-
lel6 higitdsdval kaptam és ebbe keriiltek be a vizsgdlandé kationok, az adott koncentriciéban:
litium (c= 0,6 mg/L), néatrium (c= 0,6 mg/L), trisz (c= 40 mg/L).
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Oszlop homérséklet valtoztatasanak hatasa

Az eltérd oszlop hdmérséklet (25 °C, 30 °C, 40 °C) hatdsasanak vizsgélata sordn kapott ered-

ményeim lathatéak a 3.17- 3.19. dbrdkon.

21
20
19
18
17 y=1,51x+18,73 Na

16 y=-0,06x+17,85 ®Trisz
15 y=1,00x+11,37 e@li

14
13
12

11
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5

Retencios id6 (perc)

Ammaonium-hidroxid koncentracio (%) 25°C

3.17. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retenciés idejének valtozdsa eltér6 koncentracidju
ammoénium-hidroxid oldatban 25 °C-os oszlop hdmérséklet esetében.

21
20
19 —
18 y=1,58x+ 18,10 Na
17 y=-0,09x+ 17,67 Trisz
16 y=1,03x+11,42 el
15
14
13
12

11
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
Ammonium-hidroxid koncentracio (%) 30°C

Retencios id6 (perc)

3.18. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retencids idejének valtozasa eltérd koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban 30 °C-os oszlop hdmérséklet esetében.
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3.19. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retencids idejének valtozdsa eltérd koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban 40 °C-os oszlop hdmérséklet esetében.

A kapott eredményekbdl lathatd, hogy a szervetlen ionok retenciés ideje n6 az alkalmazott

ammonium-hidroxid koncentracidjanak novelésével és ez a tendencia a homérséklet emelésé-

vel n6. A szerves ion esetében ellenkezd a hatas a retencids id6 tekintetében. Az 4brazolt

diagramokrol leolvashat6, hogy az alacsonyabb hdmérséklet kedvez a natrium €s a trisz kozotti

felbontasnak.

A felbontdsokat dbrazolva, elmondhatd, hogy ennek a mértéke a litium-€s a trisz-kationok

kozott csokken az emelked6 ammonium-hidroxid koncentraciéjaval. A trisz-és a natriumionok

kozotti felbontds pedig nd az ammonium-hidroxid koncentraciéjdval, és ez a tendencia alacso-

nyabb oszlophdmérsékleten nagyobb lehet, melynek eredményeként az alapvonali elvalasztas

is megkozelithetd.

Rs(-)

—@— Rs_Li&Tris_40
—#— Rs_Tris&Na_40

#—Rs_Li&Tris_30
#-—Rs_Tris&Na_30

—@—Rs_Li&Tris_25
~—®—Rs_Tris&Na_25

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 14
Ammonium-hidroxid koncentracié (%)

3.20. abra. Felbontasok eltér6 oszlop hdmérséklet és ammonium-hidroxid koncentracio eseté-

ben.

A szimmetria faktor nd, mig az elméletitinyér-szam értékek csokkennek az ammonium-

hidroxid koncentracidjdnak novekedésével a szervetlen ionok esetében, mig a szerves kation
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tdnyérszama és szimmetria faktora nagyjabol konstans, melyeket az eltérd hdmérséklet alkal-

mazdasa sem befolyasol.

Az injektalt térfogat valtoztatasanak hatasa

Az injektalt térfogat véltoztatasaval is vizsgédltam a kiilonboz6 koncentraciéji ammoénium-hid-
roxid oldatban oldott litium-, natrium- és trisz-kationok retencids viselkedését. A méréseket
30 °C-os oszlop hémérsékleten végeztem. A vizsgalatok sordn kapott eredmények a 3.21 -
3.23. dbrakon lathatdak.

21

20
.19
2
o 18
Q.
o 17 y=1,14x+17,89 ®Na
o 5
‘» 16 y =-0,05x+ 17,55 @ Trisz
0
g 15 y=0,66x+11,35 @Li
LY
E 14

13

.................. @
12 P R @t @ L
11
0 03 0,6 0,9 1,2 15
g ; ; i 15 puL
Ammoénium-hidroxid koncentracio (%)

3.21. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retencids idejének valtozdsa eltér6 koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban 15 pL injektalt térfogat esetében.

21
20
19 .
18 ! o i
17 y =-0,09x+ 17,67 Trisz
16 y=1,03x+11,42 el
15
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13

12 g @ ®

11
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 15
Ammonium-hidroxid koncentracié (%) 251l

Retencios id6 (perc)

3.22. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retencids idejének valtozdsa eltér6 koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban 25 pL injektalt térfogat esetében.
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3.23. abra. Kationok (Na, Li, Trisz) retencids idejének valtozdsa eltér6 koncentracidju
ammonium-hidroxid oldatban 40 L injektalt térfogat esetében.

A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szervetlen kationok esetében a retencios
1dok novekedése a nagyobb injektalt térfogattal ndtt, mig a kisebb térfogattal csokkent, a szer-
ves trisz-kation esetében az injektélt térfogat nem volt szignifikdns hatdssal a retencids iddre.

A rendszer teljesitményjellemzd paramétereinek vizsgdlata sordn megéllapithatd, hogy az
injektalt térfogat novelésével elérhetd egy nagyobb felbontds a trisz-és natrium-kationok k6zott
(3.24. ébra), am ebben az esetben a cstucsalak jelentdsen romlik, igy mind az elméletitanyér-

szam, mind a szimmetria faktor rosszabb értékeket ad.

6,5
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55
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Ammonium-hidroxid koncentracio (%)

3.24. abra. Felbontésok eltérd oszlop homérséklet és ammonium-hidroxid koncentracio eseté-
ben.

Matrixionok mennyiségének, valamint a pH hatasanak vizsgalata

Az ammoniumion hatdsanak vizsgdlatat elvégeztem ammonium-klorid segitségével is. A vizs-
galatok nem vezettek megfelel6 eredményre, a kapott csicsok hasadtak és nem voltak értékel-
hetdek (3.25).
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3.25. abra. Vizsgalt kationok eltér koncentracigji ammoénium-klorid oldatban.

Ezen viselkedés jol ismert jelenség egy zavar6 ionnal meglehetdsen tulterhelt rendszer ese-
tében. Az eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a nagy mennyiségben alkalmazott ammo-
nium ionok dnmagukban nem okozzdk az ammonium-hidroxiddal tapasztalt jelenséget.

A pH hatdsdsnak vizsgélatdhoz készitettem ammonium-formidt, ammonium-acetat €s
ammonium-karbondt oldatokat, melyek ammoniumion tartalma megegyezik a kiilonbdz6 kon-
centraciéji ammonium-hidroxid oldatokban taldlhaté ammoénium mennyiségével. A mért ol-
datok pH-ja ~ 6,5 — 9,1 kozott véltozott. Az eredmények ebben az esetben is hasadt, torz
csucsokat adtak, ugy, mint az ammonium-kloriddal végzett kisérletek soran. Ezen eredmények
alapjan megéllapithatd, hogy az eltéré pH-nak sincs egyediili kedvez6 hatdsa, igy nem egyediil
az ammoniumionok jelentGs mennyisége okozza a tapasztalt jelenséget.

Tovabbi pH vizsgdlatokat végeztem kdlium-hidroxid oldattal, tgy, hogy az ammonium-
hidroxid oldatok (0,25%, 0,50%, 0,75%, 1,00%, 1,25%) pH-janak megfelel6 pH-ji kédlium-
hidroxid oldatokat készitettem. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy ez a rendszer
sincs olyan hatdssal a vizsgdlt ionok retenciéjdra, valamint teljesitményjellemz6 paramétereire,
mint az ammoénium-hidroxidos rendszer, igy dnmagédban a vizsgélt minta 11-es pH-n tartdsa,
és a matrixszal jelentdsen terhelt rendszer sem okozza az el6z6ek sordn leirt a hatést, tehat
a szervetlen kationok (natrium, litium) retencié novekedését és a szerves (trisz) ion retencid

csOkkenését.

Az amménium-hidroxidos rendszer matrixfolyamatai

Az el6zéekben bemutatott ammoénium-hidroxiddal tapasztalt kedvezd eredményeket okozd

matrixhatds tehét tobb hatds ereddjeként tevodik ossze, melyek:

* Az eluens gyengiilése: Az elvdlasztas savas koriilmények kozott torténik (metanszulfon-
sav eluens) a vizsgdlt rendszerben. A H3O™ kationok a pozitiv toltésti mintaionokkal
versenyeznek az ioncseréld egyensulyban, az 4l16fazis funkcids csoportjaiért. Amikor az

erGsen bdzikus minta injektalasra keriil az oszlopba, helyileg a pH ligossé valik. Ahogy
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a H30™ kationok koncentréci6ja csokken, tigy né az oldott anyagok lokdlis visszatartasi
tényezdje. Kovetkezésképpen a vizsgdlandé komponensek egy bizonyos iddre teljesen
,megéallhatnak™ az oszlop elején. Ennek megfelel6en ez a hatds noveli az 6sszes analit

visszatartasat.

* Trisz disszocidcidja: A vizsgdlt rendszerben a trisz a pK, (~ 8,9) értékének megfeleld-
en a savas elici6 és a semleges detektdldsi koriilmények kozott protondlt, tehat kationos
formaban van. A lugos pH-ju injektalt minta miatt azonban a trisz semleges formaban ta-
lalhat6 a rendszerben. Ez a jelenség a trisz csokkent visszatartdsdhoz (retencids idejéhez)

vezet.

e Onelticiés hatds és a madtrixionok protondléddsa: A nagy koncentricioban beinjektalt
ammonium kationok az ioncsere-egyensilyban versenyeznek a minta kationjaival, ami a
retencios tényezdk csokkenését eredményezi. Ezt a hatdst onelicidnak nevezik [82]. Az
injektalt minta er6sen ligos pH-ja mellett azonban a métrix tobbnyire semleges ammonia
formdjaban van, amely nem mutat 6neldcids hatdst. Ahogy az eluens pH-ja csokken az
elicid sordn, az ammonium-kation mennyisége novekszik, ami a minta ionjainak csok-
kent visszatartdsahoz vezet. Az ammoénium disszocidcidja miatt azonban ez a csokkenés

nem olyan jelentds, mint egy egyszer( kationmatrix esetében.

* A matrix pufferkapacitdsa: A fent felsorolt folyamatok ellentétes hatdsait tovabb be-
folyédsolja a minta matrixdnak (ammonium-hidroxid) jelent6s pufferkapacitdsa az adott
pH-n. Ennek eredményeként az eluens pH-ja a vértnal valamivel lassabban tér vissza a
savas tartomdanyba, igy mindez némileg fokozza a fent emlitett folyamatok hatasat ahhoz

képest, mint amikor a métrix egy erds bazis (pl.: KOH).

* Gyenge kationcseréld ioncseréld kapacitdsa: A vizsgalatok sordn alkalmazott ioncseréld
allofazis egy gyenge kationcseréld. Ennek megfelelden az ioncseréld kapacitdsa savas
pH-n csokken, mig bazikus pH-n a kapacitdsa eléri a maximumdt. A ligos minta injek-
talasaval az all6fazis helyi ioncseréld kapacitdsa dtmenetileg megnd, novelve a kationok
visszatartdsat. Mivel a trisz az injektalas pH-jan deprotonalddik, ez a hatés a trisz eseté-

ben lényegesen kisebb, mint a masik két szervetlen kation esetében.

A kiilonboz6 hatasok abrazolasa lathaté a 3.26. abran.
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3.26. abra. Az egyes hatdsok relativ, dimenziomentes dbrazoldsa a pH fiiggvényében, ahol
a piros az a relativ eluenserdsség; a szaggatott lila az all6fazis relativ ioncseré-
16 kapacitdsa (feltételezett pK,: 2,5); ionizéltsagi fokok esetében a narancssarga
a disszocidlt (semleges) NH3 moldris mennyisége mig a zold a protondlt (katio-
nos) trisz moldris mennyisége; a relativ pufferkapacitds a kék, mely az 1,25%-os
ammonium-hidroxid oldat pufferkapacitdsa az oldat koncentraciéjahoz viszonyit-

va.

A bemutatott visszatartdsi profilok ezen ellentétes folyamatok netté eredménye. Ezeket a

hatdsokat azonban ki lehet haszndlni a koeludl6dé vegyiiletek felbontasdnak javitdsara, amint

azt a 3.27. dbra mutatja. Lathatd, hogy a natrium- €s a triszionok nem valaszthatéak szét az

ammoénium-hidroxid matrix jelenléte nélkiil. A minta métrix tartalmanak névekedésével azon-

ban az elvdlasztds egyre kifejezettebbé valik, végezetiil az alapvonali elvélasztas is elérhetd a

megfeleld koriilmények megvalasztasaval.
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3.27. abra. Trisz-és natriumion elvélasztisa eltéré koncentraciéji ammoénium-hidroxid oldat-
ban.

3. Tézis. Kationcserés ionkromatogrdfia esetében a mdtrixhatdsok figyelembe vehetdek a mod-
szerfejlesztés sordn a mdtrixkomponens elétt, el nem vdlo szerves és szervetlen kationok meg-
feleld felbontdsa érdekében nagy kapacitdasu gyenge kationcserélo esetében. Adott dllofdzi-
son (lonPac CS16) az ammonium-kation eldtt koeludlodo szerves (trisz) és szervetlen (ndt-
rium) kationok megfeleld elvdlasztasa 1,25%-0s ammonium-hidroxid mdtrix alkalmazdsdval
alapvonalon elérhetd szobahémérsékleten (25°C). A két csiics kozotti felbontds novekedése az
ammonium-hidroxid mdtrixhatdsainak osszetett mechanizmusdbol ered, amely magdban fog-
lalja az eluens ligosoddsdt, a mdtrix pufferkapacitdsdt, a trisz-kation ionizdcios dllapotanak
vdltozdsdt, az oneliiciot, valamint az alkalmazott oszlop kationcserélo kapacitdasdanak noveke-

dését magas pH-n.
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3.4. N-bromszukcinimid meghatarozasa gyogyszerhatéanya-

gokban

Az N-brémszukcinimid (3.28. dbra) széleskorben alkalmazott bromozdszer a szerves szinté-
zisek sordn. Ziegler és munkatdrsai alkalmaztik el6szor az N-brémszukcinimidet allil hely-
zetli bréomozasi reakcidban (3.8). Az N-bromszukcinimid (NBS) elektrofil addicios, elektrofil
szubsztiticios, illetve gyokos dton reagdlhat a kiilonboz6 vegyiiletekkel [83, 84]. A brémo-
z4si reakcid alatt az NBS stabil, j6l visszanyerhetd és reaktiv inert oldészerben. Alacsony
molekulatomegl és kevés mellékreakcidt eredményez a haszndlata sordn [85]. Ezen pozitiv
tulajdonsdgai miatt, valamint, hogy konnyebben kezelhetd és biztonsdgosabb, mint az elemi

brém, kézkedvelt reagens a vegyipari szintézisek sordn.

Br
3.28. abra. N-bromszukcinimid szerkezeti képlete.

NBS

Y X
e il (3.8)
Br

Az N-brémszukcinimid nagy reaktivitdsa miatt konnyen veszithet bromot, igy potenciali-
san genotoxikus hatdsa van az emberi szervezetre. A bromid felhalmozddva a szervezetben
(kiilondsen a pajzsmirigyben, a mdjban és a vesében) kiszoritja a jodot, és a jod csokkent
szintje vezethet kiilonb6z6 rakos elvaltozasokhoz (emld, pajzsmirigy, petefészek vagy proszta-
ta daganat) [86]. A genotoxikus, mutagén, rakkeltd anyagok mennyiségét szigori nemzetkozi
el6irdsoknak megfelel6en sziikséges ellendrizni. Az ICH M7(R2) értelmében nem lehetnek
ezen szennyezOk a gyartott termékben, vagy ha mégis el6fordulnak, nem haladhatnak meg
bizonyos hatart [77]. Ennek a koncentrdcionak az értéke fiigg az alkalmazott készitmény ma-
tartd terapia esetében vannak, hiszen ekkor a megengedett maximalis napi dozisa ezen szennye-
z0knek 1,5 pg/map, a legenyhébb esetben, mikor egy honapndl rovidebb idGtartamu a terdpia,
120 pg/map (3.9).
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A maximalis koncentracio tehat az alabbiak szerint szamithato:

1,5 pgvagy 120 pg

3.
napi dozis [g] 3-9)

Cmax[ppm] =

Munkam soran két hatdanyag (prasugrel, favipiravir) esetében végeztem el az NBS mennyi-
ségének vizsgalatat [87]. A (3.9) egyenlet alapjan a két hatéanyaghoz tartoz6 maximalis kon-

centrécio értékek:
* prasugrel: 25 ppm (60 mg a napi dozis [88], terdpia: élethosszig tartd)

e favipiravir: 37,5 ppm (valtozé dozirozds: elsé nap 3200 mg, mésodik naptél 1600 mg

[89], terdpia: rovidebb, mint 1 hénap)

3.4.1. Mintaelokészités fejlesztése

A mintaelSkészités fejlesztése sordn a f6 célom bromidion képzése volt az NBS-bdl. A szar-
mazékképzéshez ligkatalizalt hidrolizissel végbemend reakcidt alkalmaztam. A ldgos reakciét
natrium-hidroxid oldatban valé oldéssal végeztem.

A szarmazékképzés soran az N-brémszukcinimidbdl ligos (NaOH) oldatban hipobromit

keletkezik, valamint szukcinimid (3.10).

WO NaOH W +  NaOBr (3.10)
_—

A kisérletek sordn tapasztaltak szerint a keletkezd szukcinimid gy(rd ezen koriilmények
kozott kinyilik és szukcinamidsav (3-karbamoil-propansav) képzédik (3.11). 1,5 mM-es Na-
OH oldatban 1év6 szukcinimidrdl (300 mg/L koncentricid) felvett (HPLC-ESI-Q-TOF) tomeg-
spektrum igazolja a 3-karbamoil-propansav szerkezetét (3.29. dbra), melyet ezen oldatrdl ké-

szitett ionkromatografids elemzés (3.30. dbra) is aldtdmaszt.

OWO i > )W (3.11)
HO '
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3.29. abra. 1,5 mM NaOH oldatban 1év6 300 mg/L koncentracidji szukcinimid tomegspekt-

ruma.
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3.30. abra. 300 mg/L koncentraciéju szukcinimidbdl képz&dott 3-karbamoil-propansav kro-
matogramja 1,5 mM-es NaOH oldatban.

Az alkalmazott natrium-hidroxidos rendszerhez redukaldszert adva (natrium-tioszulfat) a
hipobromitb6l bromid képzddik (3.12).

4NaOBr 4 NayS,03 + 2NaOH — 4NaBr + 2Na,SO,4 + HoO (3.12)

A szukcinamidsav kisebb retencidval eludlédik, igy nagyobb a lehet6sége a koeldcionak a
mintdban 1év6 egyéb szennyezésekkel. A bromidion nagyobb retencids faktorral rendelkezik,

igy analizisére egyszeriibben fejleszthetd egy specifikus mddszer.

Mintaelokészités hatasfoka

Mindkét hatéanyag (prasugrel, favipiravir) és az NBS is vizzel nem elegyedd szerves olddszer-
ben oldddik. Az oldhatdsdgoknak megfelelden egy szerves-vizes, folyadék-folyadék extrakcids
mintael6készitési eljarast fejlesztettem, mellyel megoldhat6 egy 1épésben a matrix eliminacidja

és a hidrolizis is. Prasugrel hatéanyag esetében az dltalam vélasztott szerves olddszer a kloro-
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form volt, igy az extrakcidés mintaelokészitést klorofom és egy ligos olddszerelegy (ndtrium-
tioszulfdtos natrium-hidroxid oldat) alkalmazdsaval végeztem, amely segitségével a keletkez6
bromid a felsé fazisban taldlhatd. Vizsgdltam a mintael6készités (extrakcid, hidrolizis) ha-
tasfokat is, ennek megallapitdsahoz felvettem a bromidion kalibrdcids gorbéjét (3.31. dbra)
kalium-bromid oldatok (0,34, 0,46, 0,69, 0,91, 1,14 pg/mL bromid) segitségével.

y=0,064x - 0,001
R?=1,000

Csucsterlletek (uS*perc)

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Bromidion koncentracidja (ug/mL)

3.31. abra. Bromidion kalibraciés gorbéje.

A kalibracios egyenes egyenletével, valamint az N-brémszukcinimidbdl ténylegesen kelet-
kezd bromidion teriileteibdl kiszamitottam a gyakorlatilag képzdd6tt mennyiségeket. A mért

és elvi bromidion mennyiségek 0sszehasonlitdsa ldthaté a 3.32. dbrén.
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® Elméletileg keletkezé bromid

1,4 y =0,449x- 0,000 .
j
g 1,2 . .
“:f Gyakorlatban keletkezé bromid @
o 10 y =0,340x+ 0,015
8 .
©
2 08
o
o
S os
o '
2 o4 e
£ °
o
=4
m 02

0,0

05 1,0 15 2,0 25 3,0
N-brémszukcinimid koncentracié (pg/mL)

3.32. abra. Az elvi és gyakorlatilag keletkezé bromid mennyiségek dbrazolasa.

A kapott eredmények alapjdn l14thatd, hogy az extrakcidval egybekotott hidrolizis hatdsfoka
kozel 80%, am kisebb koncentricié esetében ennél nagyobb is lehet.

A hatésfok javitdsanak érdekében vizsgaltam az extrakci6 idejének hatdsat. A hat vizsgalt
extrakcids idénél (1, 5, 10, 15, 20, 25 perc) kapott eredmények alapjan elmondhat6, hogy
a rdzds ideje nincs hatdssal az extrakcié hatdsfokdra, igy a hosszabb extrakcids id6 nem ad

nagyobb bromid csucsteriiletet. Ennek értelmében elegendd akar az 1 perces rdzasi 1do is.
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Annak ellenére, hogy a mintaeldkészités hatdsfoka nem 100%, robusztusan reprodukélhaté a

vizsgalatok sorén.

3.4.2. Oldatkészitések és mérési modszer prasugrel hatéanyag vizsgalata

esetében

A prasugrel hatéanyag esetében a kovetkezd oldatokat készitettem.

* Vak oldat: 5 mL oldédszert (60 mg NaOH és 39,5 mg NayS,03/ 100 mL viz) és 5 mL
kloroformot mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba és dsszerdztam. Miu-
tan két fazisra valt szét, a felsd fazisbol kivettem 1,0 mL-t €s egy kb. 1,5 mL-es mlianyag

mintatartoba tettem.

* Referencia oldat: 5 mL NBS oldatot (2,5 pg/mL NBS kloroformban) €s 5 mL oldoszert
mértem be egy kb. 20-mL-es headspace mintatartoba €s 0sszerdztam. Miutan két fazisra
valt szét, a felsd fazisbdl kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es m{ianyag mintatartoba

tettem.

* QL oldat: 5 mL NBS QL oldatot (0,75 pg/mL NBS kloroformban) és 5 mL oldoszert
mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba és 6sszerdztam. Miutdn két fazisra
valt szét, a felsd fazisbal kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es miianyag mintatartoba

tettem.

* DL oldat: 5 mL NBS DL oldatot (0,225 pg/mL NBS kloroformban) €s 5 mL oldoszert
mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba és 6sszerdztam. Miutdn két fazisra
valt szét, a felsd fazisbdl kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es m{ianyag mintatartoba

tettem.

* Mintaoldat: Analitikai pontosdggal bemértem 500 mg prasugrelt egy kb. 20 mL-es head-
space mintatartoba majd 5 mL kloroformban feloldottam, majd 5 mL olddszert mértem
hozz4 és Osszeraztam. Miutan két fazisra valt szét, a felsd fazisbol kivettem 1,0 mL-t €s

egy kb. 1,5 mL-es m{ianyag mintatartéba tettem.

* Addiciondlt minatoldat: Analitikai pontosaggal bemértem 500 mg prasugrelt egy kb. 20
mL-es headspace mintatartoba majd 5 mL NBS oldatban (2,5 pg/mL NBS) feloldottam,
majd 5 mL olddszert mértem hozza és Osszerdztam. Miutdn két fazisra valt szét, a fels6

fazisbol kivettem 1,0 mL-t és egy kb. 1,5 mL-es mlianyag mintatartéba tettem.

Prasugrel hatéanyag esetében a végsd ionkromatogrifids mérési médszer a 3.6. tdblazatban
lathato.
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3.6. tablazat. Ionkromatografids médszer prasugrel hatéanyag vizsgalata soran.

Eluens KOH
Id6 | Eluens koncentracié | Szupresszor aramerdssége
[perc] [mM] [mA]
0 4,0 3,0
Gradiens program 30 4.0 3,0
31 50,0 48,0
35 50,0 48,0
36 4,0 3,0
40 4,0 3,0
Eluens aramlési sebssége 0,30 mL/perc
Szupresszor Recycle mode
El16tét kolonna IonPac AG23 (2 mm x 50 mm)
Kolonna TonPac AS23 (2 mm x 250 mm)
Kolonna hdmérséklet 30°C
Mintatarté hémérséklet 25°C
Injektalt térfogat 5 uL
Futési id6 40 perc

3.4.3. Validalas prasugrel hatéanyagban talalhaté NBS vizsgalata eseté-

ben

Prasugrel hatéanyag esetében a fejlesztett mddszert limit szinten validdltam, tobb vizsgdlat-
tal kiegészitve. A limit validdlds az ICH Q2 (R2) nemzetkozi szabalyozdsoknak megfelel6en
tortént [79], mely alapvetéen a specifikussdgot €s detektaldsi hatdr meghatdrozasat irja eld, de
ezeken kiviil egyéb vizsgdlatokat is végeztem a mddszer alkalmazhatésdgénak igazoldsdara. A
validélas vizsgélatai az aldbbiak voltak, melyek szamszer(i eredményei a 3.7. tablazatban talal-

hat6ak az adott vizsgdlatokhoz tartozé kdvetelményekkel egyiitt:

» Specifikussag/Szelektivitas: A kapott kromatogramok (3.33. abra) igazoljak, hogy a fej-

lesztett médszerem specifikus/szelektiv.

(L[

3.33. abra. Specifikussag/Szelektivitds vizsgalat (1. Vak oldat, 2. Referencia oldat, 3. Mintaol-
dat, 4. Addicionalt mintaoldat).
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* DL, QL: A QL szint értéke nem lehet nagyobb, mint a riportdldsi hatdr (limit koncent-

raci6 30%-a). A kapott eredmények esetében a DL koncentricid szinthez (2,2 ppm)

tartoz6 jel nagysaga nyolcszorosa, mig a QL koncentracié (7,2 ppm) nagysdgahoz tar-

toz6 jel nagysdga huszonhatszorosa a zaj nagysagdnak, valamint a QL értéke nagyobb,

mint a limit 30%-a, igy megfelelnek a kovetelményeknek.

* Linearitds: A méréseket 6t koncentracié szinten végeztem az QL (7,2 ppm) és a névle-
ges koncentracié 120%-a (30 ppm) kozott. A kalibréalasi gorbe a 3.34. dbran lathat6. A

vizsgalat sordn kapott determinacids egyiitthaté (r2) értéke megfelel a kovetelmények-

nek, tehat linedris kapcsolat van az alkalmazott NBS koncentrici6 és a keletkezd (mért)

bromid vélaszjele kdzott.

0,08
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0,02

Bromid terilet (uS*perc)

0,01

0,5

1,0

y=0,022x + 0,000
R?=0,996

1,5 2,0 2,5 3,0

NBS koncentracio (pg/mL)

3.34. abra. N-bromszukcinimid kalibraciés gorbéje.

* Rendszerprecizitds: A rendszerprecizitds vizsgdlatat két koncentrécié szinten (limit, QL)

végeztem el 6-6 parhuzamos injektdldssal. A kapott RSD% eredmények alapjan megal-

lapithatd, hogy a fejlesztett modszer preciz.

* Pontossag (visszanyerés): A pontossag vizsgdlata sordn a mintat a limit szintnek megfe-

lel6 (25 ppm) NBS-el addiciondltam és a kapott eredményekbdl meghataroztam a vissza-

nyerést. Az eredmények azt mutatjdk, hogy limit szinten pontos a vizsgélati médszer.

 Stabilitds: Az elvégzett vizsgdlat alapjan mind a referencia oldat, mind az addiciondlt

mintaoldat eltarthaté temperalt mintatartoban legfeljebb 24 6raig.
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3.7. tablazat. Prasugrel hatéanyagban taldlhaté NBS szennyezés meghatarozasara fejlesztett
modszer validdlasdnak eredményei.

Vizsgélatok Koncentracié Eredmények Kovetelmények
Specifikussag 25 ppm

Retencios id6 (tp,perc) 27,5

Retencids tényezd (k;tp=2,6 perc) 9,44

Tanyérszam 11578 > 1000
Szimmetria faktor (As) 1,0 <20
Detektalasi hatar (S/N) 2,2 ppm 8 >3
Mennyiségi meghatarozasi hatar (S/N) 7,2 ppm 26 > 10
Linearitas (r?) 7,2 ppm - 30 ppm 0,996 > 0,990
Rendszerprecizitas limit szinten 25 ppm

Retencids id6 (RSD%) 0,05 <5,0%
Teriilet (RSD%) 2,6 <20,0%
Rendszerprecizitas QL szinten 7,2 ppm

Retencids id6 (RSD%) 0,03 <5,0%

Teriilet (RSD%) 1,5 <20,0%
Visszanyerés 25 ppm

Visszanyerés (%) 96,4 75,0%—-125,0%
Stabilitas 24h 25 ppm

Referencia oldat visszanyerés (%) 105,2 85,0%-115,0%
Addiciondlt minta visszanyerés (%) 104,2 85,0%—-115,0%

Mint a tdblazatban is lathatd, a kapott eredmények megfelelnek a kovetelményeknek,
igy a mddszer egyértelmlien alkalmazhaté prasugrel hatbanyagban esetlegesen taldlhaté N-

bromszukcinimid szennyezés meghatirozasara.

3.4.4. Favipiravir hatéanyagban talalhaté N-bromszukcinimid meghata-

rozasa

A fejlesztett mintael6készitési eljards alkalmazhatésdgahoz egy mdésik hatdéanyag (favipiravir)
vizsgélatat is elvégeztem, melynek szintézis utja szintén tartalmazza az N-bromszukcinimidet
[90]. A favipiravir antivirdlis szer, melyet a COVID-19 virus fert6zés esetén a tiinetek enyhi-
tésére haszndltak [91]. Favipiravir hatdanyag esetében a maximalis koncentrdcié mennyisége
37,5 ppm. Maga a minta el6készitése eltér a prasugrel hatéanyagéhoz képest, mivel ebben az
esetben a kloroform nem hasznédlhat6 oldészerként. Az extrakcié megtartdsdshoz a ligos ol-
dattal nem elegyedé etil-acetdt oldoszert alkalmaztam. Az méréseim sordn haszndalt oldatok

készitése a tovabbiakban lathato.
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Oldatkészités

* Vak oldat: 1 mL oldészert (60 mg NaOH és 39,5 mg NasS203/ 100 mL viz) és 10 mL
etil-acetdtot mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartéba és Osszerdztam. Mi-
utdn két fazisra valt szét, az alsé fazisbdl kivettem egy kb. 1,5 mL-es mlianyag minta-
tartéba. 5 perces nitrogénes atbuborékoltatds utdn tisztitott vizzel a felére higitottam egy

kb. 0,7 mL-es miianyag mintatartéba.

e Limit oldat: 10 mL NBS oldatot (0,56 pg/mL NBS etil-acetatban) €s 1 mL oldoszert
mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba és 6sszerdztam. Miutdn két fazisra
valt sz€t, az als6 fazisbdl kivettem egy kb. 1,5 mL-es mlianyag mintatartéba. 5 perces
nitrogénes atbuborékoltatds utdn tisztitott vizzel a felére higitottam egy kb. 0,7 mL-es

miianyag mintatartdba.

* QL oldat: 10 mL NBS QL oldatot (0,11 pg/mL NBS etil-acetatban) és 1 mL oldoszert
mértem be egy kb. 20 mL-es headspace mintatartoba és 6sszerdztam. Miutdn két fazisra
valt szEt, az als6 fazisbdl kivettem egy kb. 1,5 mL-es mlianyag mintatartéba. 5 perces
nitrogénes atbuborékoltatds utdn tisztitott vizzel a felére higitottam egy kb. 0,7 mL-es

miianyag mintatartdba.

* Mintaoldat: Analitikai pontossdggal bemértem 150 mg favipiravirt egy kb. 20 mL-es
headspace mintatartéba és feloldottam 10 mL etil-acetdtban majd 1 mL olddszert mértem
hozz4 és 0sszerdztam. Miutdn két fazisra valt szét, az als6 fazisbodl kivettem egy kb. 1,5
mlL-es mlianyag mintatartoba. 5 perces nitrogénes dtbuborékoltatds utdn tisztitott vizzel

a felére higitottam egy kb. 0,7 mL-es m{ianyag mintatartéba.

* Addiciondlt minatoldat: Analitikai pontossdggal bemértem 150 mg favipiravirt egy kb.
20 mL-es headspace mintatartoba és feloldottam 10 mL NBS oldatban (0,56 p1g/mL NBS
etil-acetdtban) majd 1 mL olddszert mértem hozzd és 0sszerdztam. Miutdn két fazisra
valt sz€t, az als6 fazisbdl kivettem egy kb. 1,5 mL-es milianyag mintatartoba. 5 perces
nitrogénes atbuborékoltatds utdn tisztitott vizzel a felére higitottam egy kb. 0,7 mL-es

miianyag mintatartdba.

Az etil-acetat és a ligos olddszerkeverék egyiittes alkalmazdsa kovetkeztében keletkezd
ecetsav, valamint a favipiravir hatdanyagban taldlhat6 egyéb anion szennyezés miatt az 4ll6féazis
mindségének cseréjére volt sziikség a megfelels szelektivitds eléréséhez.

Mérési médszer

A 3.8. tablazat tartalmazza az ionkromatografids mérési modszert.
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3.8. tablazat. lonkromatografids mddszer favipiravir hatéanyag vizsgalata soran.

Eluens

Gradiens program

Eluens dramlési sebssége
Szupresszor

El6tét kolonna

Kolonna

KOH
Id6 | Eluens koncentracié | Szupresszor aramerdssége
[perc] [mM] [mA]
0 2,0 2,0
38 2,0 2,0
40 50,0 48,0
48 50,0 48,0
50 2,0 2,0
60 2,0 2,0
0,40 mL/perc

IonPac AG11HC (2 mm x 50 mm)
TonPac AS11HC (2 mm x 250 mm)

Kolonna hémérséklet 23°C
Mintatarté hémérséklet 20°C
Injektalt térfogat 5 uL
Futési id6 60 perc

Recycle mode

Ezen hatéanyag esetében nem készitettem validalast, de a kisérleti adatok alapjan kisza-
moltam a mennyiségi meghatdrozasi hatart és a limit szintli visszanyerést, valamint vizsgéltam
az analitikai modszer specifikussagat (3.35. abra).

0.191~

na
-

Bromid

125 150

225 250 275 300 325 350 375 40,0

3.35. abra. Specifikussag/Szelektivitas vizsgdlat: 1. Vak oldat, 2. Referencia oldat, 3. Minta-
oldat, 4. Addicionalt mintaoldat.

Mint a kapott kromatogramok mutatjak a fejlesztett modszer favipiravir hatéanyag eseté-
ben is specifikus. A tovabbi vizsgalatok eredményei: a QL mennyisége 7,5 ppm, valamint a
visszanyerés eredménye 114,7%.

A fent bemutatott fejlesztett modszerek eredményei egyértelmtien bizonyitjak, hogy a ligos
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hidrolizis segitségével N-bromszukcinimid meghatdrozésa sikerrel véghez vihetd, valamint az

eltér6 hatéanyagok esetében fejlesztett eltérd mintaelokészités egy 1épésben megoldja a szér-

mazékképzést és a matrix elimindcidjat is néhany perc alatt.

4. Tézis. Az N-bromszukcinimid (NBS) kis kimutatdsi hatdrii meghatdrozdsa két egymdstol el-
térd hatéanyagban (prasugrel, favipiravir) ionkromatogrdfia segitségével sikeresen megvalo-
sithaté az NBS-bol hidrolizis sordn ndtrium-tioszulfdt jelenlétében felszabaditott bromidionok
vizsgdlatdn keresztiil. Prasugrel hatéanyagban a modszer 25 ppm-es szinten is megbizhatoan
alkalmazhato folyadék-folyadék extrakciot kovetdoen, mig favipiravir esetében az NBS maximd-
lisan megengedhetd 37,5 ppm-es koncentrdcioja pontosan mérhetd etil-acetdtos extrakcioval.
Prasugrel hatéanyag esetén a modszer validdldsa igazolta annak specifikussdgdt, pontossdgat,

precizitdsdt és linearitdsdt a vizsgdlt koncentrdciotartomdnyban.



4. Osszefoglalas

A doktori munkdm célja gydgyszerhatéanyagok és szennyezlinek retencids viselkedésének
ioncsere-kromatogréfids vizsgalata mellett olyan robusztus, preciz, pontos és reprodukélhat6
modszerek kidolgozdsa volt, melyek segitik a gydgyszeranalitikai elemzéseket adott gyogy-
szerhatéanyagok/készitmények szennyezés profiljanak felderitése sordn. Szerves hidrofil sa-
vak vizsgdlatdhoz a legoptimdlisabb vdlasztds a kromatografids technikdk koziil az ioncsere-
kromatogréfia, mely megdllapitds igazoldsdra elvégeztem ecetsav kozvetlen meghatdrozdsat
egy adott hatéanyagban gazkromatografids (langionizacids detektor) és ionkromatografids tech-
nikdval. Mindkét mddszert a nemzetkozi elvardsok szerint limit szinten validaltam kiegésztve
szamos vizsgdlattal (rendszerprecizitds - limit szinten, ismételhet6ség - addicionélt mintdkkal,
pontossdg - limit szinten, stabilitds). A két modszer elemzési idejét és a sziikséges hatdéanyag
minta mennyiségét is Osszevetettem. A vizsgalt paraméterek koziil az ecetsav csucs jellemzoi
(N, As) tekintetében elmondhatd, hogy a gdzkromatogréfia adott jobb tdnyérszam és szimmet-
ria értékeket, de ez nagyrészt a technikdk kozotti kiilonbségekbdl eredeztethetd. A gyakorlati
szempontbdl relevans 0sszehasonlitasi pontok (precizitds, pontossag, elemzési id6, mintaigény)
esetében az ioncsere-kromatografia adta a kedvez6bb eredményeket.

Gyodgyszerkészitmények/hatéanyagok sordn genotoxikus szennyez6k mennyiségi meghaté-
rozasa elengedhetetlen feladat. A szintézis sordn alkalmazott reagensek koziil a natrium-azid
vizsgalata igy sziikségszer(i a gyartott hatbanyagban. Munkdm sordn olyan mdédszert dolgoz-
tam ki, mely alkalmas cilostazol hatéanyagban taldlhaté natrium-azid mennyiségének meg-
hatdrozdsara 7,5 ppm-es koncentrdcioban. A fejlesztett mddszert a nemzetkozi eldirdsoknak
megfeleléen limit szinten validdltam. Az elvégzett vizsgalatok eredményei megfeleltek az el-
vart értékeknek. A validdlds mellett vizsgédltam a nétrium-azid retencids viselkedését a ho-
mérséklet hatdsara, valamint a kromatografids mddszer hatékonysédgat is. Az eredmények azt
mutatjdk, hogy az azidion retencidja fiiggetlen az alkalmazott oszlop homérsékletétdl, vala-
mint a hatékonysdg megtartdsaval az dramlasi sebesség novelése lehetséges, igy az elemzési
1d6 csokkenthetd.

Tovéabbi munkdm sordn a trisz, natrium- és litiumionok retencids idejének viselkedését vizs-
galtam nagy koncentraci6ju ammonium-hidroxid oldatban. Ezen hatdsokat tobb valtoz6 mellett

is megfigyeltem, melyek a kovetkezdek voltak: az ammoénium-hidroxid oldat koncentricidja,
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az eluens koncentricidja, az alkalmazott oszlop homérséklete, valamint az injektalt térfogat.
A kapott eredményeim alapjan a kiilonbozd valtozok helyes 0sszehangoldsdval megadhat6 egy
optimdlis allapot, mely segitségével a kezdetben (vizes rendszerben) koelual6dé csticsparok ko-
zotti felbontds elérheti a 1,5-es értéket, azaz alapvonali elvélasztas lehetséges a trisz-és natrium-
kation kozott. A vizsgalatok sordn tapasztalt jelenség az alkalmazott ammoénium-hidroxid mét-
rixhatdsanak koszonhetd, mely tobb hatds netté eredményeként irhat6 le. A hatasok, melyek
a megfigyelt jelenséget okoztdk a kovetkezdk: az eluens (metdnszulfonsav) gyengiilése a be-
injektalt minta magas pH-janak hatdsdra, a trisz ionizdcidjanak véltozasa a pH-val, 6nelucids
hatds, a matrix (ammonium-hidroxid) pufferkapacitdsa, valamint a gyenge kationcserél6 all6fa-
zis kapacitdsanak pH fiiggése. A kisérletek soran kihasznalt jelenség segitségével megoldhat6
olyan elvélasztds, mely alapesetben nem kivitelezhet6 egy lonPac CS16-o0s dll6fazison. Gya-
korlatban ez olyan elénnyel jarhat, hogy az adott vizsgdl6 laboratériumban nem sziikséges egy
vagy maximum két kationcseréld oszlopndl tobbet tartani, melyek segitségével vegyiiletek szé-
les kore meghatdrozhatd.

Az ioncsere-kromatografids elemzések szdmos esetben megoldast nytjthatnak olyan vegyii-
letek vizsgdlatara is melyek nem, vagy nehezen (pl.: extrém koriilmények, bonyolult mintaels-
készités) hatdrozhatéak meg mas technikdval. Bizonyos esetekben egy tomegspektrometrids
elemzés alternativdjaként is haszndlhat6. Az N-bromszukcinimid meghatdrozésa is példa egy
ilyen vizsgalatra. Prasugrel hatdanyagban esetlegesen taldlhat6 N-bromszukcinimid vizsgéla-
tat végeztem el. Olyan mintael6készitési eljarast fejlesztettem, mely segitségével néhany perc
alatt bromidion képezhetd a hatéanyag elimindcidjaval. Az ionkromatografids késziilékkel a
bromidion specifikusan, precizen és pontosan mérhet6 limit szinten. A prasugrel hat6anyagtol
kémiailag eltérd egyéb hatdanyag (favipiravir) esetében is alkalmaztam a mintael6készitésnél
haszndlt ldgos oldészerkeveréket N-bromszukcinimid meghatdrozdsdhoz. Az eredményeim-
nek megfeleléen favipiravir hatdanyag esetében is hasznédlhato a folyadék-folyadék extrakci6 a
natrium-tioszulfatos/natrium-hidroxid oldattal.

A munkdm sordn elvégzett vizsgalatok igazoljdk, hogy az ionkromatogréfidnak, azon beliil,
az ioncserének jelentds helye van gydgyszerhatéanyagok/készitmények vizsgalata sordn, igy a
kiillonboz6 kromatografids technikdk egymadst kiegészitve adnak teljes képet (hat6anyagtarta-

lom, szennyezésprofil) a gyartott termékrdl.
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4. Tézispontok

1. Adott hatéanyagban taldlhaté ecetsav mennyiségének kozvetlen meghatdrozasara az ion-
kromatogréfia kedvez6bb a ldngionizacids detektort alkalmazé gdzkromatografidnal. Az
ionkromatografias technika segitségével hatéanyagokban taldlhaté ecetsav szennyezés
kisebb kimutatdsi hatarral meghatarozhat6 kevesebb hatéanyag mennyiségbdl. Az al-
kalmazott ionkromatografids vizsgdlati paraméterek fiiggvényében jelentdsen kedvez&bb
relativ szoras értékek (rendszerprecizitds esetében 6tszor, mig ismételhetdség esetében
masfélszer kisebb eredmények) érhetdek el, tovabba legalabb 30%-al csokkenthetd az
analizis ideje, 10%-al jobb visszanyerés mellett 6tvenszer kevesebb mennyiségli hato-
anyagbol.

2. Cilostazol hatéanyag gyartdsa sordn alkalmazott nitrium-azid mennyisége meghataroz-
hat6 7,50 ppm-es koncentracioban ionkromatografias modszerrel, folyadék-folyadék ext-
rakciés mintael6készités alkalmazasdval. Az azidion és az eluens hidroxid-ionjainak
ioncsere folyamatai sordn meghatdrozott entalpiavaltozasok kiilonbsége elhanyagolhat6
(<1kJ/mol), mely eredményeképpen az azidion retencidja fiiggetlen a hOmérséklettdl. A

nemzetk6zi eldirdsoknak megfelel6en limit szinten validalt médszer eredményei alapjdn,

a vizsgalat specifikus, robusztus, valamint limit szinten preciz és pontos.

3. Kationcserés ionkromatografia esetében a matrixhatdsok figyelembe vehetéek a mod-
szerfejlesztés soran a matrixkomponens elott, el nem valo szerves és szervetlen kationok
megfeleld felbontdsa érdekében nagy kapacitasi gyenge kationcseréld esetében. Adott
alléfazison (IonPac CS16) az ammoénium-Kation el6tt koelualodo szerves (trisz) és szer-
vetlen (nédtrium) kationok megfelel$ elvdlasztasa 1,25%-o0s ammoénium-hidroxid matrix
alkalmazdsaval alapvonalon elérhetd szobahdmérsékleten (25°C). A két csucs kozotti fel-
bontds novekedése az ammonium-hidroxid matrixhatdsainak dsszetett mechanizmusibol
ered, amely magaban foglalja az eluens ligosodasat, a matrix pufferkapacitdsat, a trisz-
kation ionizécids dllapotdnak véltozdsat, az onelicidt, valamint az alkalmazott oszlop

kationcseréld kapacitdsdnak novekedését magas pH-n.
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4. Az N-bromszukcinimid (NBS) kis kimutatasi hatard meghatarozéasa két egymastol eltérd
hatéanyagban (prasugrel, favipiravir) ionkromatogréfia segitségével sikeresen megvalo-
sithaté az NBS-bdl hidrolizis sordn nétrium-tioszulfét jelenlétében felszabaditott bro-
midionok vizsgdlatdn keresztiil. Prasugrel hatéanyagban a médszer 25 ppm-es szinten
is megbizhatéan alkalmazhatd folyadék-folyadék extrakciét kovetden, mig favipiravir
esetében az NBS maximalisan megengedhetd 37,5 ppm-es koncentracidja pontosan mér-
hetd etil-acetdtos extrakcidval. Prasugrel hatéanyag esetén a médszer validdlasa igazolta
annak specifikussagdt, pontossigat, precizitisat és linearitdsat a vizsgalt koncentraciotar-

tomanyban.



4. Theses

L

II.

I1I.

IV.

Ion chromatography is preferable to gas chromatography using a flame ionisation detec-
tor (FID) for the direct determination of acetic acid in an active pharmaceutical ingredient
(API). The ion chromatography technique allows the determination of acetic acid conta-
mination in the API with a lower limit of detection from less sample amount. Depending
on the applied ion chromatographic analytical parameters, significantly better relative
standard deviation values (five times lower for system precision and one and a half times
lower for repeatability) can be achieved, and the analysis time can be reduced by at least
30% with 10% better recovery from 50 times less API.

The amount of sodium azide used in the manufacture of the cilostazol API can be de-
termined at a concentration of 7,50 ppm by ion chromatography using liquid-liquid ext-
raction sample preparation. The difference in enthalpy changes determined during the
ion exchange processes between the azide ion and the hydroxide ions of the eluent is
negligible (<1kJ/mol), resulting in a temperature-independent retention behavior of the
azide ion. The results of the method, validated at limit level according to international
standards, show that the analysing method is specific, robust, and precise and accurate at

limit level.

In case of cation-exchange ion chromatography, matrix effects can be taken into account
in method development for high-capacity weak cation exchangers to ensure adequate
resolution of organic and inorganic cations that do not separate before the matrix com-
ponent. On a given stationary phase (IonPac CS16), baseline separation of organic (tris)
and inorganic (sodium) cations coeluting before the ammonium cation is achieved by us-
ing a 1.25% ammonium hydroxide matrix at room temperature (25°C). The increase in
resolution between the two peaks results from a complex mechanism of matrix effects of
ammonium hydroxide, which includes alkalinization of the eluent, buffer capacity of the
matrix, change in the ionization state of the tris-cation, self-elution, and increase in the

cation exchange capacity of the column used at high pH.

The low limit of detection of N-bromosuccinimide (NBS) in two different APIs (prasug-

rel, favipiravir) can be successfully achieved by ion chromatography through the analysis

1
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of bromide ions released from NBS during hydrolysis in the presence of sodium thiosul-
fate. For the Prasugrel API, the method can be reliably applied at the 25 ppm level after
liquid-liquid extraction, while for favipiravir API the maximum allowable concentration
of 37,5 ppm of NBS can be accurately measured by ethyl acetate extraction. For the
Prasugrel, validation of the method demonstrated its specificity, accuracy, precision and

linearity over the concentration range investigated.
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