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Gazkromatografia

Egy helyhez kotott allofazis érintkezik az aramlé mozgoéfazissal

Egy adott komponens mozgofazisbeli aramlasakor megoszlik az allo-
ill. mozgofazis kozott, folyamatos, dinamikus anyagatmenet jon létre

Tobbkomponensi elegy esetén az anyagatmenet dinamikaja az
anyagi mindségtél fugg, igy bizonyos komponensek sokaig iddéznek
az allofazison/ban, mig masok kevesebb id6t toltenek el, s
gyorsabban haladnak a mozgoéfazissal.
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Vivégéz, inertgéz mozgéféZiS (He, [HZ]’ N2, AI‘) Nem léphet reakcioba sem

az allofazissal, sem a mintaval.

Typical Packed Column Configuration :
2 2mmid. 800100 mesh support l_ J

Toltott kolonna

Korai megoldas, nagy bels6 atmér6ji és rovid.
Az aramlasi keresztmetszetet kitolti a toltet.
Uvegbdl, de féleg fémbél késziil. Iparban még hasznaljak

p , , , , , Pellicular silica padicles packed into
fé6leg permanensgaz-elemzésekre. Kevésbé hatékony, adott the glass tube coated with stafionary
id6 alatt kevés és széles csucsot ad, viszont nagy a phase fim - reiamed i glzsswns
kapacitasa.

Kapillaris kolonna (open tubular, OT)

Vékony (<1mm) és hosszu (>15m) cs6, alt. kvarcuvegbdl (.fused silica”) készul (szintelen). Kilsé sargas-
barnas poliimid bevonat védi a mechanikai sérulésektdl. Az aramlasi keresztmetszethez képest joval
kisebb az all6fazis (film)vastagsag (<10 um). Ez van egyenletesen ,szétkenve” a belsé falon
filmrétegben. Az alléfazis 3 tipusa Iétezik, ahol vagy amiben létrejon az elvalasztas. Hatékonysaga

nagy.

Stationary Phase

Allofazis: szilard (adszorpcio)
Folyadék (abszorpcio) Fused Silica

Szilard hordozon folyadék (abszorpcié)
Palyimide Coating
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Kapillaris kolonnak:

PLOT (Porous Layer

Open Tubular)

Poliimid Adszorbens

bevonat

Poliimid _
bevonat felvitt

SCOT (Support-Coated

Open Tubular)

Szilard hordozoéra

megosztofolyadék

Poliimid
bevonat

WCOT (Wall Coated
Open Tubular)

Megosztofolyadék

Gazelemzésekhez féleg:

Blzelemzeés
Foldgazelemzeés
Erém0vi véggazok

Biologiai eredetl gazok

A hordozé megnoveli a
bevihetdé megosztofoly.
mennyisegét, emiatt n6 a
kolonna kapacitasa a
nedvesitett falu kolonnahoz
képest, nem igazan
hasznalatos mar

90%-ban ezt hasznaljak,
sokféle polaritasu alléfazis
|étezik a kulonboz6
szelektivitast igénylo
feladatokhoz
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Két fontos paraméter: szelektivitas (o) és felbontoképesség (R.)

C
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: - ) 5,1
Stationary Phase - Liguic

m,1

Az o értéke csak a hdmérséklettdl és az allofazis ill. a minta anyagi
mindseégétél fugg, minden egyéb a felbontdképességet valtoztatja
meg (aramlasi sebesség, filmvastagsag, kolonnahossz)
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Gazkromatografiaval mérheto anyagok

- Bomlas nélkul elparologtathatd szerves vegyuletek (szerves anyagokat a séikbal fel kell

szabaditani).
Fontos, hogy létezik-e Iégkori nyomason mért forrashémérseéklet, azaz forraspont.

- Bomlik, de szarmazék képezhetd belble, amely elparologtathato: pl. a cukrok OH csoportjai
szililez6szerrel apolaris csoportokka alakithatok, melyek mar nem bomlanak

OH OTMS
CH, TMS-CI 5
H 1 a.H ‘|3H3 N_Sfi/CHa as a catayst  H | H
+ H,c—Si—0— \ S
OH H J | _< CHj Pyridine i H
HO OH CHs CF3 T™MSO OTMS
H OH wiylicn y . ) H OTMS
N,O-his{trimethylsilytrifluoroacetamide
D - Glucose (BSTFA)
CHs

T™S = —Sli—CH3

CHj3
-  Klasszikus példa: a bomladoz6 zsirsavak észterezése illékony zsirsav-észterekké.

- Bomlik és nem tudunk illékony szarmazékot képezni, akkor HPLC
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lllekony szennyezok megjelenése a hatéanyagban ill. az
Intermedierekben a gydégyszergyartas soran

Alkalmazott olddészerek maradékabol

A hasznalt oldoszerek gyartasakor el6fordulé anyagokbal

(pl. toluol el6allitasa soran benzol)

Kiindulasi anyagként alkalmazott, vagy gyartas soran keletkezd kisebb

molekulatomegl anyagokbadl

A kiindulasi anyagok gyartasakor alkalmazott anyagokbal
,a kiindulasi anyagok kiindulasi anyagainak a kiindulasi
anyagai...”
Kinai, indiai beszallitok, nem feltétlenul GMP kornyezet
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Bomlas nélkul elparologtathato szerves vegyuletek

1. Oldészerek meghatarozasa

Pl. Zanamivir hatéanyag RoS (Route of Synthesis)

Ac
Ac
" several " BF ;-OEt, H —
0. _CO;Me €3SiN; CO.M
HO%CO?H Steps o\ o ' COzMe MeOH/CH,Cl, AcO i | SO 80 5 A 2Me
; OH —» : —_— c el ol
OH AcO 96% yield N 82% yield AC?;HN

AcHN - AcHN g \ o
OH OAc >'
Sialic acid
H,, Pd/C
72% yield | AcOH/MeOH
loluene
X,
H
coH HN CO,H CO,Me
P
OH K2C03 ZO OH MeOH Aco
AcHN AcHN (acid workup) AcHN
57% yield 92% yield
NH

=) \eOH, CH,Cl,, tBu-OH, toluol (benzol)

meérendo o



Az oldoszerek megengedett koncentraciohatara
hatéanyagokban

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use (roviden ICH): Egy igen er6s nemzetkozi ajanlas, ha gyogyszereket szeretne
egy cég GMP maodon gyartani és eladni

# Guideline for residual solvents alfejezet: 3 oldészerosztaly

Class 3: Solvents with low toxic potential (pl. etanol, metil-acetat, DMSQO)

egységesen 5000 ppm [5000 ng osz. / g hatéanyag]

Class 2: Solvents to be limited (pl. metanol, acetonitril, piridin)
egyedi kisebb hatarértékek ~ 50-4000 ppm kozaott

Class 1: Solvents to be avoided
egyedi alacsony hatarértekek, pl. benzol 2 ppm, széntetraklorid
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Oldoszerek koncentraciojanak a merése

Headspace gazkromatografia, géztéranalizis (HS): A hatéanyagok nem illékonyak,
melyeket fel tudunk oldani szintén nem illékony oldészerben (dimetil-szulfoxid fp. 189°C, N,N-dimetil-
formamid fp. 153°C, stb.). Egy Iégmentesen lezart Gvegben, adott ideig melegitve (pl. 80°C / 20 perc)
a feloldott mintat, kinyerhet6 az illékony oldészertartalom

A gbzterben feldusul a mérendd illékony
komponens (pl. oldészermaradvany)

A folyadékfazisban marad a kevésbé illékony
matrix

Alkalmazhatésaganak feltétele: a matrix, (azaz a valasztott magas

forrpontu oldoszer és a hatbanyag) kevésbé illekony kell legyen, mint a

mérendd komponens(ek)
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Headspace paraméterek
Inkubalasi ido
*A gbztér és a folyadékfazis kozott megoszIo illékony komponens
egyensulyi koncentracio ertékeit el kell érni, egyeb esetben nem

ismételhetd a mérés a valtozo csucsteruletek miatt

-Altalaban 15-30 perc elegendd

Inkubalasi homeérséklet

*Az olddészer forraspontja alatt kell tartanunk kb. 20-30 °C-kal
*Ha a szilard hatéanyag szobah6fokon nem oldodik, az inkubalasi

homeérsékleten még létrejohet a kivant oldédasa ...
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A megoszlasi hanyados

« Adott hdmérsékleten, adott id6 alatt kialakul az egyensulyi
koncentracido mind a gbéz-, mind a folyadékfazisban

» Akét koncentracio aranya a megoszlasi hanyados, mely csak a
hémérseéklettdl fuggd értek

isopropanol
ethanol
dioxane

Table |
K Values of Common Solvents in Air-
Water Systems at 40°C

Solvent K Value
cyclohexane 0.077
n-hexane 0.14
tetrachloroethylene 1.48
1. 1. 1-trichloromethane 1.65
a-xylene 2.44
toluene 2.82
benzene 2.90
dichloromethane 5.65
n-butyl acetate 314
ethyl acetate 62.4
methyl ethyl ketone 139.5
n-butanol 647

825
1355
1618

K = C,/C,

Kulonb6z6 vegyuletek viz és levegb kozotti megoszlasi
hanyadosai 40°C-on, tehat mintha vizben oldottunk volna
egy hatdéanyagot HS méréshez. A polaris vizbél az
apolaris, illékony molekulak (pl. n-hexan) konnyen
kijutnak a gb6ztérbe, igy nagy lesz a modszer
érzékenyseége és alacsony a kimutatasi hatar.

A polaris molekulak, melyek szeretik a vizet (pl. etanol)

sajnos kevésbé jelennek meg a géztérben. Olddszer
valasztasnal érdemes ezzel tervezni.
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Headspace mintagoz-adagolas

 Mintabeméro csap

« Alelke a mintahurok vagy
loop, mely az adott
mintatérfogatot biztositja

« Transfer line koti 0ssze a loop-
ot az injektorral (szigetelt, inert
kapillaris)

 Fecskendos megoldas

Nagy térfogatu (0,5-2,5 mL-es), ftott, gaztomor fecskendd veégzi az
adagolast. Az injektalt térfogat szabalyozhato.

1=\
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Headspace mintaelokészités nélkuli kromatogramok

HS mintael6készités nélkill, a mintaoldatot kbzvetlenll injektalva valaszthatunk illékony oldészert is (pl. diklor-metan). Erre

nézve csak az a kritérium, hogy ne éppen azt akarjuk merni a mintaban ill. viszonylag tavol elualédjon a mérendé6

komponensektél. Es persze oldja a mintat.

Kbézvetlenll injektalva az oldatokat, a hatéanyag degradaldédhat az injektor hdmérsékletén (~200-300 °C), mely elnyulo,

megemelkedett alapvonalat eredményezhet, s elnyomhatja a szamunkra hasznos jelet.

1500
DKM oldészer
300

25010P

20eP-

Lan

1500

Fekete: mintaoldat (hatbanyag+DKM olddszer)

Kék: vak oldat (DKM olddszer)

Bomlastermék
kupac

lllékony szennyezd hasznos jel
itt eludlodna a referencia
oldatban

96 Minutes, 2.598e+008 uY

— 7 [ T T T [ T T [
.00 20 k] 400 500

— — T ] T
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Headspace mintaelokészités utani kromatogramok

Ugyanazt a mintat pl. DMSO-ban feloldva, majd csak 80°C-on melegitve a zold szinl kromatogramot kapjuk. Nincsen
elnyulé bomlasi csucs, az alapvonal szép lapos.

A referencia oldatban a mérend6 komponensek szép, egyenes alapvonal mellett elualédnak.

A mintaoldatban lehet Iatni, hogy a 10 potencialis szennyez6bél 1-butanol van jelen (zold kis csucs).

4 [i]
24.00—

DMSO
oldészer

Acetone

22,00+

2000 Fekete: referencia oldat 10 db
] illékony mérendd
komponenssel DMSO osz-ben
oldva

18.00—

16.00—

m*

14.00—

Zold: mintaoldat g6ze
(hatoanyag+DMSO HS-

|sopropyl-alcahol

Ethanol

12.00—

=
= & oldoszer)
i [i1] = @
10,004 b= @ 5
4 [ =
] 2 z i
] = E
S.DU_ E _cP g
i F @
(] =
7 & i S
B.DU—_ rll = et
I ). I | 1 ) b
= k| i T y
-—Y————¥—¥r————7———3y ¥ Y————Y—————————————————————
200 4.00 6.00 8.00 1000 12.00 14 .00 16.00 18.00 20.00 2200 24.00 26.00 28.00

Minutes

334 Minutes, 23.3595 mv
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2. Kiindulasi anyagok/gyartas soran keletkezo
mutagén/genotoxikus vegyuletek mérése

Sok kozuluk mutagén/genotoxikus szennyezés: Olyan anyagok, amelyek reagalnak a DNS-
sel, az orokitbanyag karosodasat, ezaltal rakot okozhatnak.

Hatarértékeik szamitasa ICH M7 alapjan, toxikologussal, fejleszt6 uzemmérnokkel,
orvosszakeértdvel...

Altalanos esetben a maximalis genotox napi bevitel 1,5ug lehet 8sszesen, ezt mindig a
maximalisan beszedhetd napi hatdéanyag dozisra vetitjuk ki, hogy még az a paciens se
talalkozzon nagy kockazattal, aki a lehetd legtobbet szedi be a gydgyszerbél.

Pl. quetiapine hatdéanyagbdl a napi beszedhet dozis maximum 800mg, mig az anasztrozol
hatdéanyagbdl ez az érték mar csak 1mg. A két érték kozott ket nagysagrend kulonbség van,
mely komoly analitikai feladatot jelenthet.

Azt is figyelembe kell/lehet venni, hogy nem élethosszig tarté alkalmazas esetén nagyobb
lehet a genotoxikus bevitel, mig folyamatosan szedett gyogyszer esetén nagyobb a kockazat.
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A kimutatasi hatar (LD) és a mennyiségi mérés also6 hatara (LQ)

Gyoégyszeripari szamitas:
251D S, p: az LD koncentracionak megfelel
3 > LD
= N csucsmagassag s
ZSLQ S, o az LQ koncentracionak megfeleld “ i e
10 = N cslicsmagassag . : 3 E

1,5 ug/nap maximalis genotox szennyezd dozis mellett:
- 1mg max. hatdéanyag doézisnal: 0,15% # Viszonylag konny( mérni

- 1000mg max. hatdéanyag ddézisnal: 1,5ppm # Viszonylag nehéz mérni

Nagyobb hatarértekek esetén elegend6 lehet a lanionizacios detektalas (FID), mig kis
hatarértékeknél kisebb kimutatasi hatarra van szikség. Ezt biztosithatjuk elektronbefogasi
detektorral (ECD) halogéntartalmu vegyuletekre, illetve tomegspektrometrias detektorral
(MS) univerzalisan minden komponensre.

ZH kérdés lehet a FID és az ECD mikodésének leirasa par mondatban.
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2.1. Kevésbhé illéekony anyagok meghatarozasa

Semi Volatile Organic Compounds (SVOC)

PI.
Tiofenol (forraspont: 169 °C légkori nyomason) SH

N,N-diciklohexil-karbodiimid (forrashém.: 122 °C vakuumban): igen, néha ilyen
vegyulet is elparologtathato, mert elég apolaris

S

N=C=N

== A nagy fp miatt géztéranalizis

nem johet sz6ba



Meéreési lehetoségeik:

- Direkt injektalas: ha a hatéanyag matrix nem bomlik az injektor
hémeérsékletén (Isd. 14. dia)

-  Folyadék-folyadék extrakcio: Szelektivhek kell lennie, a matrix nem
mehet at az extrahald olddszerbe

- GC-MS mérés: Szelektiv_ionkovetéssel a mintamatrix gyakorlatilag
lathatatlan a kromatogramon
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Folyadek-folyadék extrakcio:
Példaul bazikus karakteri anyagok extrakcidja

Adott egy hatéanyag matrix, amelyben anilint kell vizsgalni, s
savas vizben feloldodik

* Anilines matrix + 1M sosav -> feloldddik savas vizben, anilin s6
képzddik, ami nem mérhet6

« Sosav + NaOH oldat sztochiometriai feleslegben -> az oldat lugos lesz,
a hatdéanyag kicsapodik

« Lugos oldat + ciklohexan -> az ionvisszaszoritott allapotu anilin
szivesen megy szerves fazisba, a matrix a vizben marad

+  HO O/ + NaOH -> anilin + NaCl
-

NH,



GC-MS méreés: hogyan lesz a tomegspektrumbol
kromatogram (TIC)?

« A detektor adott mintavételi frekvenciaval
folyamatosan vesz fel tomegspektrumokat op— | P
(alul, m/z=iontdmeg/iontoltés szerint i L Oentew B
pasztazva) E

« Minbségi azonositashoz a normalt, relativ
intenzitasokat tartalmazoé
tomegspektrumokat hasznaljuk (alul) 00

[

5
:

« A kromatogram felépitéséhez, mennyiségi

meghatarozashoz az abszolut ionaramokat _] | O 14_]00 - Wﬁs
alkalmazo spektrumokat vesszuk EvenlSoan TetTie: V] Sea 20
figyelembe y Base Peal 126513374
miz 31300 Abs.Inten. 0 Rel.Inten.  0.00
; ; 10004 128
« Egy pont a kromatogramon a hozza tartozé
tomegspektrum &sszionaram-intenzitas f0
ertéekét adja meg (TIC, total lon 500
Chromatogram, felll) "
. , 64 02
Az MS TIC-kromatogram diszkrét L ,Ilﬂlaﬂ ol e e omomom  m g
50 100 180 2 20 30

pontokbdl all, melyre a szoftver illeszt
folytonos gorbét (felll)

« Egy csucs minden pontja ugyanazt a
nincs koeltcié (képen naftalin cst -




GC-MS-Kromatogram felvételi technikak

SCAN méd (TIC) SIM méd (SIM)
« Egy adott tomegtartomanyban « Egy vagy két iont meér

minden iont mér (pasztaz,  Eredménye a SIM (Selected lon

szkennel) Monitoring) kromatogram
 Eredménye a TIC (Total lon * Csak mennyiségi elemzésre alkalmas

Chromatogram) » Adott specifikus iont mérve nagyon
* MinBségi és mennyiségi kicsi a hatter

elemzésre is alkalmas » Kiemelkedd jel/zaj viszony érhetd el a
« Nagyobb kimutatasi hatar a SCAN technikahoz képest

rosszabb jel/zaj viszony miatt
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-  SCAN eseten egy tomegspektrum:

! Iff Spectrum Preview x
e e tlaF¥[Ealoc Bl s

x10% |+ Scan (rt: 11.192 min) tomeny_scan_idoablak.D

N Tiofenol

] “ tomegspektruma
" Bazision: 110 m/z
0:1i :|1 '|3 T‘.: 580 7‘

0

5.1
840
_— 711
‘ 740 ‘ 820 o — - ‘ —— 4
Ll il ol by, sl Y 105.0 | 1189 123.0 13300 1392 1450
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

35 40 45 50 55 &0 65 70 75 80 85 90 95 100 05 110 115 1200 125 130 135 140 145 15D

Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

- SIM esetén egy tomegspektrum: csak a kivalasztott ion(oka)t meéri, melyek
intenzivek a keresett komponensben, de a matrixban, hattérben elenyész6ek

ieot QOFM[EAaoc - B =S
x102 |+ Sl

M (rt: 9466 min) add_tenyleges_sim.D
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A SCAN és a SIM technika kozotti kulonbség latvanyos az alabbi kromatogramokon. A piros vak oldat csak
n-hexant tartalmaz, de a SCAN technika miatt elég er6s az alapvonal zaj értéke. A kék kromatogram a
tiofenol referencia oldata, szintén SCAN technikaval mérve, LD szint( csucsot sem kapunk. Ellenben csak
a specifikus 110 m/z-t mérve eltuntethet6 a zaj nagy része, kisimult a kromatogram (lila)

; /\ Chromatogram Results _ .
(2o tlQEY %MD e 3 x|l AKL%|% % Bl s v =

x104 +TIC Scan ciklohexan_vak_1.d
9.2

2T i

94
884
86
8.4
824

84
7.84
764
7.4
724

74
6.84
6.6
644
6.2

64
5.8
564
544
52

54
484
464
444
424

4

t. tiofenol: 11,2 min

Piros: vak oldat SCAN
Kék: referencia oldat SCAN
Lila (legalul): referencia oldat SIM

384
364
34
324

34
284
261 {
24
224

24

1.8
164
144
124

14
0.84

056

04

024

o A
65 7 75 8 85 g 95 10 105 TIN5 7 125 13 135 14 145 5 155 16 165 17 175 8 185 19 195 20

Counts vs. Acauisition Time (min)
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Olvasnivalo6 a témahoz:
Gyogyszeranalitika a fejleszto szemével

BABJAK Mbnika,CZIPONE TAKACS Timea és MESZLENY| Géabor
Magyar Kémiai Folyoirat, 122. évfolyam, 2-4. szam, 2016. p. 134-142.

(Nem hosszu és érdekes O0sszefoglalo, gyogyszervegyészeknek
mindenképp ajanlom)
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