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Bevezetés, célkitiizés

A dolgozatom célja a kiilonbozd hatéanyagokban taldlhatd szennyezdk retencids viselkedésé-
nek bemutatdsa ionkromatografias vizsgalat soran. Célkitlizésem volt, hogy kiilonb6z6 ionok
meghatdrozdsara fejlesztett modszereken keresztiil ravildgitsak, arra, hogy az ionkromatografi-
anak, azon beliil is az ioncsere-kromatografidnak, milyen szerepe lehet a gydgyszerhatéanya-
gok/készitmények vizsgalata szempontjabol. A disszertdciom olyan vegyiiletek ionkromatog-
rafids megoldhatdsagéra is fokuszal, melyek meghatdrozdasa nehezen és/vagy csak valamilyen
nagymiszeres megolddssal lennének kivitelezhetdek.

A dolgozatom elsd része egy rovid irodalmi attekintést ad a kromatogréfia alapjairdl és
azon Osszefiiggésekrdl, melyeket alkalmaztam a kisérletek sordn. Ebben a részben roviden és
tomoren bemutatom az ioncsere-kromatografiat, valamint a mérés soran alkalmazott késziilék
részeit. A tovdbbiakban még csoportositom az ioncsere-kromatografidval mérhetd vegyiileteket
meghatédrozasuk szerint.

Az eredményeim bemutatdsdndl az els6 pont ecetsav meghatdrozdsa gazkromatografia és
ionkromatografia segitségével. A fejlesztett modszereimet dsszehasonlitottam egy limit szint{
validdlason keresztiil annak megéllapitdsara, hogy melyik technika alkalmazésa jar elényokkel
ecetsav meghatarozdsa sordn egy adott hat6anyagbol.

Feladatom volt natrium-azid meghatdrozasa mely kulcsfontossdagu egy olyan hat6anyag
esetében, ahol felhaszndldsra keriil a szintézisut sordn a tetrazol gyfir(i kialakitdsahoz. A ha-
tosdgok éltal megszabott szigoru feltételeknek valé megfeleléshez bemutatom cilostazol hat6-
anyagban torténd meghatarozasat, valamint a vizsgdlati modszer fejlesztését, mely magéban
foglalja a modszer hatékonysaganak vizsgélatat és az azidion retencids viselkedését a homér-
séklet valtozdsdnak hatdsira. Végiil a fejlesztett moédszert limit szinten a megfelel6 nemzetkodzi
el6irdsok szerint validaltam.

Tovébbi vizsgalataim sordn foglalkoztam a trisz-, natrium-, valamint litium-kationok reten-
cios viselkedésével egy meglehetésen matrixterhelt rendszerben, majd igazoltam, hogy ezen
rendszer alkalmas felbontds javitdsara a trisz-és natriumion kozott.

Végiil foglalkoztam N-brémszukcinimid meghatdrozdsdval prasugrel hatéanyagban. Az
altalam fejlesztett mintael6készitési 1€pést a prasugreltdl egy teljesen eltérd szerkezetl hato-
anyag esetében is alkalmaztam, annak igazoldsdra, hogy a mintael6készités, vagy annak bizo-
nyos elemei (ligos oldészer, extrakcid) dltalanosan is alkalmazhatéak bromidion képzésére az
N-brémszukcinimidbdl. Prasugrel hatéanyag esetében validdltam a fejlesztett modszert limit

szinten.



Felhasznalt eszkozok

A méréseim sordn alkalmazott ionkromatografias 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, akdr még szimultdn is. Az ion-
kromatogréfids rendszer eluensgeneratorral rendelkezik, anionos 4gon kédlium-hidroxid (KOH
cartridge), mig a kationos d4gon metanszulfonsav (MSA cartridge) eluenssel. Mindkét dgon ta-
lalhat6 egy-egy vezetOképességmérs detektor. A rendszerbena z adott ag vezetGképességmérd
detektora utan sorbakotve egy UV detektor is taldlhatd. Az ionkromatograf egységei termosz-
tilhatéak. Az injektdlashoz az anionos dgon 10 pL-es és 100 uL-es, mig a kationos dgon
100 pL-es mintabeviteli hurokot hasznaltam.

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

A mérésekhez, valamint az eluensekhez hasznélt nagytisztasdgu vizet (18,2 M{2cm) az El-
ga PureLab Option viztisztit6 rendszer szolgaltatta. A vizsgédlataimhoz alkalmazott vegyszerek
mindegyike analitikai tisztasagu volt. 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 gdzkromatografids mé-
réseket Perkin-Elmer Autosystem gazkromatografon és Perkin-Elmer HS-40 automata (Per-
kinElmer, Inc., Waltham, Egyesiilt Allamok) g&ztérmintadagoléval és langionizéciés (FID)
detektorral hajtottam végre.

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

Az elvilasztasok sordn Dionex (Thermo Scientific, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) kro-
matografids oszlopokat alkalmaztam. Az anionos vizsgalatokhoz nagykapacitasi AS11-HC
oszlopot (2x250 mm, d, = 13 um) a hozzd megfeleld eldtét oszloppal (AG11-HC, 2x50 mm,
d, = 13 um), tovabba AS23 oszlopot (2x250 mm, d, = 13 um) a hozza megfelel6 eltét
ner ammonium csoportokkal funkciondlt, latex agglomeralt anioncseréld kolonna. A kationos
vizsgalatokhoz CS16 (3 x250 mm) analitikai oszlopot és a hozz4 tartozé el6tét kolonnat (3 x50
mm) alkalmaztam. A kationcseréld all6fazis ebben az esetben karboxil funkcids csoportot tar-
talmaz6 feliilet.

A gazkromatografids vizsgalatokhoz DB-FFAP (30 m / 0,32 mm / 0,25 pm) (nitrotereftél-

/////



Tudomanyos eredmények osszefoglalasa

Az elért eredményeim az aldbbiak szerint foglalhat6ak Ossze.

1. Adott hatéanyagban taldlhat6 ecetsav mennyiségének kozvetlen meghatdrozdsara az ion-
kromatografia kedvez6bb a langionizaciés detektort alkalmazé gazkromatografianal. Az
ionkromatografids technika segitségével hatéanyagokban taldlhaté ecetsav szennyezés
kisebb kimutatdsi hatarral meghatarozhat6 kevesebb hatéanyag mennyiségbdl. Az al-
kalmazott ionkromatogréfias vizsgélati paraméterek fiiggvényében jelentésen kedvez6bb
relativ szérds értékek (rendszerprecizitds esetében 6tszor, mig ismételhet6ség esetében
masfélszer kisebb eredmények) érhetdek el, tovabba legalabb 30%-al csokkenthetd az
analizis ideje, 10%-al jobb visszanyerés mellett 6tvenszer kevesebb mennyiségli hato-

anyagbdl.

2. Cilostazol hatéanyag gyartdsa sordn alkalmazott natrium-azid mennyisége meghatiroz-
hat6 7,50 ppm-es koncentraciéban ionkromatografids médszerrel, folyadék-folyadék ext-
rakciés mintaeldkészités alkalmazasaval. Az azidion €s az eluens hidroxid-ionjainak
ioncsere folyamatai sordn meghatdrozott entalpiavaltozasok kiilonbsége elhanyagolhat6
(<1kJ/mol), mely eredményeképpen az azidion retencidja fiiggetlen a hdmérséklettsl. A

nemzetkozi eldirasoknak megfelelden limit szinten validalt médszer eredményei alapjén,

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

3. Kationcserés ionkromatografia esetében a matrixhatdsok figyelembe vehetéek a mod-
szerfejlesztés sordn a matrixkomponens el6tt, el nem val6 szerves és szervetlen kationok
megfeleld felbontdsa érdekében nagy kapacitasi gyenge kationcseréld esetében. Adott
alléfazison (IonPac CS16) az ammonium-kation el6tt koeludlédo szerves (trisz) €s szer-
vetlen (nédtrium) kationok megfelel6 elvalasztasa 1,25%-o0s ammoénium-hidroxid métrix
alkalmazasaval alapvonalon elérhet szobahdmérsékleten (25°C). A két csucs kozotti fel-
bontéds novekedése az ammonium-hidroxid matrixhatdsainak 6sszetett mechanizmusabol
ered, amely magaban foglalja az eluens ligosodasét, a matrix pufferkapacitdsat, a trisz-
kation ionizécids allapotdnak valtozdsat, az Oneliciot, valamint az alkalmazott oszlop

kationcseréld kapacitdsdnak novekedését magas pH-n.



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.



Publikaciok, eloadasok

Az értekezés témajahoz kozvetleniil kapcsolodé publikaciok

1. Péll B, Gyenge Z, Kormany R, Horvath K. Determination of Genotoxic Azide Impurity
in Cilostazol API by Ion Chromatography with Matrix Elimination. Separations. 2021;
8(10):162. https://doi.org/10.3390/separations8100162

2. Pall B, Kapui I, Kormany R, Horvéath K. Development of Analytical Methods for the De-
termination of N-Bromosuccinimide in Different Active Pharmaceutical Ingredients by

High-Performance Ion Chromatography with Suppressed Conductivity Detection. Sepa-
rations. 2023; 10(1):15. https://doi.org/10.3390/separations 10010015

3. Péll, B., Kormdny, R., Horvith, K. Az ionkromatografia alkalmazhatésdganak lehetd-
ségei a gyogyszeranalitikdban [Potential applications of ion chromatography in drug
analysis]. Scientia et Securitas 3, 3, 227-233, Available From: AKlJournals https:
//doi.org/10.1556/112.2022.00110

4. Pall B, Kormany R, Horvath K. Utilization of Matrix Effect for Enhancing Resolution
in Cation Exchange Chromatography. Molecules. 2024; 29(15):3637. https://doi.org/10.
3390/molecules29153637

Az értekezés témajahoz kapcsolodoé konferencia eléadasok és

poszterek

Nemzetkozi konferencian bemutatott el6adasok és poszterek

1. Pall B., Kapui L., Kormany R., Horvéth K.:Development of an Analytical Method for the
Determination of N-bromosuccinimide in Two Different Active Pharmaceutical Ingredi-
ents by High-performance Ion Chromatography with Suppressed Conductivity Detection,
33rd International Symposium on Chromatography — ISC 2022, 2022. szeptember.18-
22., Budapest. https://isc2022.hu/programme/

2. Pall B., Kormany R., Horvéth K.:Matrix effects in cation exchange chromatography, 13th
Balaton Symposium, 2023.09.04-06., Si6fok. https://2023.balatonsymposium.hu/


https://doi.org/10.3390/separations8100162
https://doi.org/10.3390/separations10010015
https://doi.org/10.1556/112.2022.00110
https://doi.org/10.1556/112.2022.00110
https://doi.org/10.3390/molecules29153637
https://doi.org/10.3390/molecules29153637
https://isc2022.hu/programme/
https://2023.balatonsymposium.hu/

3.

Pall B., Gyenge Zs., Kormany R., Horvith K.:Determination of Genotoxic Azide Impu-
rity in Cilostazol API by Ion Chromatography with Matrix Elimination , CONGRESSUS
PHARMACEUTICUS HUNGARICUS XVII. AND EUFEPS ANNUAL MEETING 2024,
2024.05.23-25., Debrecen. https://clubservice-event.hu/pdf-egyeb/abstracts_ CPH2024.
pdf

Hazai konferencian bemutatott el6adasok és poszterek

1.

Pall B., Gyenge Zs., Kormany R., Horvith K.: Genotoxikus azid szennyezés meghata-
rozdsa cilostazol hatéanyagbdl matrix eliminaciéval, Miiszaki Kémiai Nap 2021 online
konferencia, 2021. aprilis 21., Veszprém. https://mkn.mik.uni-pannon.hu/index.php/hu/
program-2021.html

. Pall B., Gyenge Zs., Kormany R., Horvath K.: Genotoxikus azid szennyezés megha-

tarozdsa cilostazol hatéanyagbdl matrix eliminacioval, METT25 jubileumi konferencia,
2021.10.18-20, Egerszalok. https://mett25.hu/tudomanyos-program/

. Pall B., Kapui I., Kormany R., Horvath K.: Gydgyszerhatéanyagban taldlhaté N-

brémszukcinimid szennyezés meghatarozasa nagyhatékonysigi ionkromatografidas méd-
szerrel, Miiszaki Kémiai Napok 2023, 2023. 4prilis 18-20., Veszprém. https://mett25.hu/

tudomanyos-program/

. Pall B., Korméany R., Horvath K.: Gyo6gyszerhatéanyagban taldlhaté ecetsav szennye-

z€s géaz- és ionkromatografids meghatdrozasanak osszehasonlitdsa, XLVI. Gyogyszer-
analitikai Tovabbképzd Kollokvium, 2023.aprilis 20-22., Nyiregyhdza. https://mgyt.hu/
wp-content/uploads/2023/03/Nyi%CC%81regyhaza-program-2023-03-13.pdf

. Pall B.,.Korméany R., Horvath K.: Matrixhatds kationcserés ionkromatografidban, Mii-

szaki Kémiai Napok 2024, 2024.04.16-18., Veszprém. https://mk.uni-pannon.hu/images/
Dokumentumok/MKN2024_Book_of_Abstracts.pdf

. Pall B., Kormany R., Horvéth K.: Az ionkromatografia alkalmazasi lehetdségei a gyogy-

szeranalitikaban, Elvdlasztdsitudomdnyi Vandorgyiilés 2024, 2024. november 7-9., Vi-
segrad. https://2024.mettvandorgyules.hu/program/


https://clubservice-event.hu/pdf-egyeb/abstracts_CPH2024.pdf
https://clubservice-event.hu/pdf-egyeb/abstracts_CPH2024.pdf
https://mkn.mik.uni-pannon.hu/index.php/hu/program-2021.html
https://mkn.mik.uni-pannon.hu/index.php/hu/program-2021.html
https://mett25.hu/tudomanyos-program/
https://mett25.hu/tudomanyos-program/
https://mett25.hu/tudomanyos-program/
https://mgyt.hu/wp-content/uploads/2023/03/Nyi%CC%81regyhaza-program-2023-03-13.pdf
https://mgyt.hu/wp-content/uploads/2023/03/Nyi%CC%81regyhaza-program-2023-03-13.pdf
https://mk.uni-pannon.hu/images/Dokumentumok/MKN2024_Book_of_Abstracts.pdf
https://mk.uni-pannon.hu/images/Dokumentumok/MKN2024_Book_of_Abstracts.pdf
https://2024.mettvandorgyules.hu/program/

Az értekezés témateriiletét érinto konferencia eloadasok és

poszterek

Nemzetkozi konferencian bemutatott el6adasok és poszterek

1. Pall B., Kormany R., Horvath K.:The Role of Sample Preparation Techniques in Liqu-
id Chromatography Analysis of Pollutants of Active Pharmaceutical Ingredients, 33rd
International Symposium on Chromatography — ISC 2022, 2022. szeptember.18-22.,
Budapest. https://isc2022.hu/programme/

Hazai konferencian bemutatott el6adasok és poszterek

1. Pall B., Kormany R., Horvith K.:A mintaelSkészités szerepe a gydgyszerhatéanya-
gok folyadékkromatografids vizsgalatdban, XLV. Gyégyszeranalitikai Tovdbbképzd Kol-
lokvium, 2022. aprilis 28., Kecskemét. https://mgyt.hu/wp-content/uploads/2022/04/
Analitika-program-2022.pdf


https://isc2022.hu/programme/
https://mgyt.hu/wp-content/uploads/2022/04/Analitika-program-2022.pdf
https://mgyt.hu/wp-content/uploads/2022/04/Analitika-program-2022.pdf




