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Tisztelettel kdsz6ndm Dr. Ilisz Istvannak az aprélékos és lelkiismeretes opponensi
munkajat. Kulén kodszonettel tartozom az elbbirdlat soran megfogalmazott kritikus
észrevételekért, amelyek nagyban hozzajarultak a kézirat véglegesitéséhez és annak
szakmai szinvonaldnak emeléséhez. Kiemelten halds vagyok a korrekturazott
dokumentumért is, amely jelentds segitséget nyujtott a sajtéhibak és a magyartalan
megfogalmazasok javitasaban.

A biralatban megfogalmazott kérdésekre az alabbi valaszokat kivAnom adni.

1. Hogyan kell érteni a 3.3. tablazatban egy mintara megadott extrém nagy elemzési
idoket (430 perc, ill. 300 perc)?

Az alabbi tablazatban osszefoglaltam, hogy az egyes technikak alkalmazasakor
milyen tipusu oldatok mérésére, valamint mekkora ismétlésszadmra van szikség egy
minta analiziséhez. Mindkét technika esetében sziikség van a vak oldat egyszeri
vizsgélatara, a referenciaoldat hatszori injektaldsara, a mintaoldatok két fliggetlen
bemérésen alapulé elemzésére, valamint egy ellen6érz6 referenciaoldat injektalasara.
Géazkromatogréafids vizsgalat esetén — az athordas elkerilése érdekében - mindez
kiegészul a mintak elétti és utdni mosasi lépésekkel, amelyek harom-hdrom olddszeres
injektalast jelentenek. Emellett figyelembe vettem az elsé injektalas el6tti, 30 perces
termosztalasi idét is, amely a tovabbi injektaldsoknal mar nem szlikséges, mivel a
készllék a vizsgalati id6 optimalizalasa érdekében tébb minta egyidejli termosztalasat

végzi.
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2. Mit jelentenek a 3.3. tablazatban a DL és QL értékeként zardjelben megadott
koncentracidk?

3.3. tabldzat. Ecetsav szennyezés meghatirozisira fejlesztett gdz-, illetve ionkromatogréfids
médszerek eredményeinek osszehasonlitdsa.

Gézkromatogrifia Tonkromatografia Kovetelmények
Visszatartdsi tényezs (k) 1,9 1,1 1-10
Méterenkénti tinyérszdm (N) 11 000 7000 > 2000
Szimmetria faktor (Ag) 1,1 1.4 <20
Referencia oldat koncentraciok (ug/mL) 250 5
Rendszerprecizitds (RSD%, n=6) 10,7% 2,4% < 20,0%
IsmételhetSség (RSD%, n=6) 6,2% 4,4% < 20,0%
Stabilitds referencia oldat (%) 109,8% 102.3% 85.0%-115,0%
Stabilitds addiciondlt minta (%) 96,7% 103,7% 85,0%~115,0%
DL (S/N=3) 120 ppm (6 pg/mL) 15 ppm (0,015 pg/mL)
QL (S/N = 10) 400 ppm (20 pg/mL) 50 ppm (0,05 pg/mb)
Visszanyerés (%) 88.0% 97.5% 75,0%-125,0%
Elemzési id0 egy minta esetében {perc) 430 300
Minta koncentrdcidé (mg/mL) 50 1

A gyégyszeriparban altalanosan alkalmazott gyakorlat szerint a ppm koncentraciét
mindig a gyogyszerhatdanyagra vonatkoztatva adjuk meg. Ez azt jelenti, hogy az ICH altal
meghatarozott 5000 ppm-es ecetsav koncentracié esetén az ecetsav szennyezés
maximalis megengedett mennyisége 5000 mg lehet 1 kg hatéanyagra vetitve. A kapott
ppm értékek relativ koncentracidkat tukroznek, igy a ténylegesen alkalmazott oldat
koncentraciok (t6meg/térfogat mértékegységhben) a bemért gydgyszerhatéanyag
mennyiségétol fliggenek.

A 3.3-as tablazatban szerepld gazkromatografids QL értéknél a ténylegesen hasznalt
oldat koncentracidja 20 ug/mL, ami ugyanazon térfogatba bemért 50 mg hatdéanyagra
vetitve 400 ppm-es relativ koncentraciot jelent, mig az ionkromatografias QL értéknél a
ténylegesen hasznalt oldat koncentraciéja 0,05 pg/mL, ami ugyanazon térfogatba bemért
1 mg hatéanyagra vetitve 50 ppm-es relativ koncentraciot jelent.

Az érzékenységek kénnyebb 6sszehasonlithatésaga érdekében, valamint Dr. Nadasdi
Levente el6biralati javaslatat kovetve, mindkét mdédszernél a relativ koncentracidk
mellett feltiintettem a vonatkoz6 abszolut koncentracidkat is.




3. Véleménye szerint a szarmazékképzésen alapulé gazkromatografias ecetsav
meghatarozassal elérheté kimutatasi hatar hogyan viszonyul a kézvetlen
modszerekkel kapott eredményekhez?

A langionizéacids detektor (FID) érzékeny a szénatomokra, kiilébnésen a szénlancok
hosszara és szerkezetére. Ez alapjan, ha olyan reakciét alkalmazunk, amely ennek a
mennyiségét noveli az érzékenység is néni fog. Az észterezési reakcio j6l alkalmazhaté
gbztér mintabevitellel kapcsolt gazkromatograffal (HS-GC) kombinalva, ahol a
szarmazékképzés a mintatatarté livegben megy végbe az elemzés ideje alatt. A reakcié
alkohollal, sav jelenlétében jatszédik le. Példaul ecetsav esetén mintarté tivegenként 0,5
mL etanol és 3,5 g natrium-hidrogénszulfat segitségével, 80 °C-on, razéssal kombinalt
termosztalassal etil-acetat képzddik, mely mar érzékenyen (2,38 ug/mL) ' detektalhatd
FID-del.

A szarmazékképzést mas alkohollal (példdul: metanol) is el lehet végezni kénsav, bor-
trifluorid vagy sésav jelenlétében. Ez a médszer egy nagysagrenddel csokkentheti a
kimutatasi hatéart, lehet6vé téve alacsonyabb koncentraciok megbizhaté detektalasat.

Azonban fontos megemliteni, hogy a reakciék melléktermékeket is
eredményezhetnek, példaul etil-szulfatot, ami zavaré lehet a mérésnél. Emellett a minta
matrixhatdsa miatt a reakcidk végbemenetele befolydsolhatja a pontos eredményt. Ezért
a kisérleti beallitdsok optimalizalasa, a megfelelé reagensek kivéalasztdasa és a minta
elékészitése kritikus a sikeres alkalmazéshoz.

"pandan Zhou, Qingxi Hou, Wei Liu, Xiaoli Ren, Rapid determination of formic and acetic acids in biomass hydrolysate
by headspace gas chromatography, Journal of Industrial and Engineering Chemistry, Volume 47, 2017, Pages 281-287,
ISSN 1226-086X, https://doi.org/10.1016/].jiec.2016.11.044.)

4. A3.2.2.fejezetben, a homérséklet retenciodra kifejtett hatasanak bemutatasakor

emliti, hogy a szervetlen ionok eltér6képpen viselkedhetnek. Létezik az
ionkromatografia irodalmaban erre magyarazat?

Gyakorlatban el6fordulhat, hogy a hémérséklet emelkedésével elmozdul az adott
vizsgalandé ion retencids ideje hol csékkend, hol névekvé irdnyba. A hémérsékletfiiggést
avan’t Hoff 6sszefliggés irja le:

nk=-2H 85
nk=-gr+tgtng

Ahol a AH és AS az adott komponens mozgéfazisbol az alléfazisba torténd atjutdsa soran
fellépé entalpia-és entrépiavaltozast adjak meg.

Ateljes ioncsere folyamat sordan mind az eluens ellenionja, mind pedig a vizsgalandé ion
dinamikus cseréje megvaldsul az alléfazison, igy felirhatoé:




K
Az eluens (KOH) anionjanak ioncsere egyensulyi folyamata: R* + OH~ <8 R—0H ,

mig ennek szabadentalpia valtozdsa: AGoy = —RT InKpy = AHpy — TASpy

K
Avizsgaland6 anion ioncsere egyensulyi folyamata: Rt + A~ S R-A ,

mig ennek szabadentalpia valtozasa: AG, = —RT InK, = AH, — TAS,

Tehat a teljes ioncsere valdjaban két egyensulyi folyamat eredéje:

Kajon

R—0OH+A"«— R—A+OH",
mig a teljes folyamat szabadentalpia valtozasa: AAG = AG, — AGoy = —RT InKy /0y

igy az ioncsere hémérsékletfiiggését az alabbi 6sszefiiggés irja le:

AAG AAH  AAS

RT RT+R

InKy/on = —

A hémérséklet emelése a disszociacionak kedvez, mind az eluens-ion mind a
vizsgalando ion ioncsere egyenstlyat balra tolja el. A megkét6dés tehat endoterm
folyamat. Az, hogy a h6mérséklet névelése csdkkenti vagy néveli a mintaionok retencidjat
attél figg, hogy a mintaion és az eluens ellenion egyensulyat egymashoz képest milyen
mértékben tolja el a hmérséklet. Mivel a két egyenslily entalpia és entrépia valtozasa
nem egyenld, ezért a hémérséklet hatasa sem lehet ugyanakkora mértékd. Ebbél fakad,
hogy az eredd ioncsere egyensuly, ha nem is nagy, de kis mértékben érzékeny a
hémérséklet megvaltozdsara. Amennyiben a mintaion megkdtédésének szabadentalpia
valtozasa kisebb, Ugy a hémérséklet névelése kedvez a mintaion megkdtédésének.
Forditott esetben a retencié csdkken a hémérséklet névelésének hatasara. Latszélag a
hémérséklet emelése kedvezhet a vizsgalandé ionok megkdtbédésének, de valéjaban
arrél van szé6, hogy ezen ionok egyensulyat kevésbé tolja el a h6mérséklet balra, mint a
hidroxidionokét.

Joachim Weiss lonkromatografia Kézikonyvéb4l vett példak (fluorid, klorid, nitrit,
ortofoszfat, szulfat) esetében a retencié fiiggetlen a hémérséklettél és a szorpcids
entalpiavaltozasok kilénbségének értéke kicsi vagy akar nulla. Kutatasaik ramutatnak
arra, hogy a szorpcids folyamatokat nemcsak az entalpia, hanem jelent6s mértékben az
entropia (keveredési, orientaciés, konfiguracids) valtozasai is iranyitjak, kiléndsen a viz
hidratacids viselkedése és a matrix szerkezetének konfiguracios dinamikaja révén?.

2 Joachim Weiss, Handbook of ion chromatography: Fourth, completely revised and enlarged edition, 2016.
doi:10.1002/9783527651610.




5. Azt tapasztalta, hogy az injektalt térfogat nagysaga (mar relative kicsi térfogatok
esetén is) befolyasolja a natriumionok retenciéjat. Ez a vizsgalt rendszerre
specifikus jelenség vagy gyakran eléfordul ionkromatografidban? Van esetleg
valamilyen irodalmi feltételezés ennek magyarazatara?

A tapasztalt retencié valtozdsa nem az injektalt térfogatnak kdszénheté kdzvetlendil,
hanem a mellette lév6 ammoéniumion maéatrix mennyiségének nodvekedésének
tulajdonithatd. Ezért ez a jelenség specifikusan a matrixterhelt rendszerekre jellemzé.
ltyen esetekben az analit retencids idejének valtozasa elsésorban a nagy mennyiség(i
matrix Onellciés hatdsdnak koévetkezménye, amelynek részletes magyarazatat a
kovetkez6kben ismertetem.

loncsere-kromatogréfia esetén az all6fazis koétbhelyeiért verseny alakul ki az eluens
ellenionjai és a vizsgalandé ionok kozétt. Amennyiben azonban a mintdban nagy
mennyiségl matrix (egyéb) ion is jelen van, a versengés mar harom szerepl6 kdzott zajlik.

Ilyen esetben az egyenstilyok a kovetkez6ek:

K
Eluens ellenionokra: XR™ + E¥** &R, —E
K
Analitionokra: YR™+ A"t SR, -4
K
Métrixionokra: ZR™+ M* SR, - M

Felirhaté (Q) a kotShelyek (negativ) koncentracidja, vagyis az &lléfazis ioncsere-
kapacitasa.

Q = x(E™) + y(A*) + z(M**) + (R™)

A fentiekbdl pedig az analit térfogat-eloszlasi egyltthatdja (Da), mely az analit 4ll6-és
mozgéfazisbeli koncentracidja:

@, 0
= @y, MO E K, ks

ahol Ke, Ka és Ky az eluens, az analit és a matrixionok szorpcids egyensulyi allanddi az
alléfazisban®. Tehat nagy matrixion-koncentraciéji mintak esetén az analitionok
retencios viselkedése déntéen a métrix- és az eluens ionok allé6fazishoz viszonyitott
relativ affinitdsatol, valamint a maétrixionok koncentréaciéjatél fiigg. Amennyiben a
matrixionok affinitdsa szamottevéen meghaladja az eluens ionokét a maétrixionok
Onellcios hatasa megakadalyozza, hogy mas ionok az alléfazisban maradjanak, ami a
retencids idék jelentés csbkkenéséhez vezet. Ezzel ellentétben, ha a matrixion affinitasa
az alléfazishoz kisebb, mint az eluens ionoké, az analitionok er6sebben kétédnek az
allofazishoz, ezaltal retencidjuk névekszik.




oz s

Ammoénium-matrix esetén az oOneluciés hatast tovabb erdsitik a dolgozatban is
részletezett tovabbi tényezék, mint példaul a pH-valtozas (az eluens ligosodasa, a trisz
kation ionizaciés allapotanak valtozasa), a pufferkapacitds, valamint az alkalmazott
oszlop kationcseréld kapacitdsanak médosulasa.

3 péter Hajds, Krisztian Horvath, Equilibrium-based approach for prediction of matrix-related interferences in anion

chromatography, Journal of Chromatography A, Volumes 1198-1199,2008, Pages 101-106, ISSN 0021-9673,
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2008.05.011.
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