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1. Bevezetés

A kromatografia analitikai céld gyakorlatdban szdmos detektaldsi médra nyilik
lehetdség, ugyanakkor ezen moédszerek egyike sem biztositja az elvalasztott
anyagok kozvetlen és megbizhaté azonositdsat. Szamos példa igazolja, hogy a
retenciés paraméterek alapjan torténd “azonositas” félrevezetd lehet, ugyanis az
elvilasztds sordn alkalmazott kromatografids paraméterek eredményezhetnek
teljesen egyiitt (azonos retenciés iddvel) eludl6dd csicsokat is, amennyiben két
(vagy esetleg tobb) vegyliletnek a mérési koriilmények kozott kozel azonos az
adszorbcids-deszrobcids sajatsdga. A szerkezetvizsgdlatra alkalmas detektdldsi
moédszerek egyik alklamazdsi teriilete tehat az eldbbieknek megfeleléen a
kromatografias csticstisztasdg vizsgdlata lehet.

Belathatd, hogy a retencids paraméterek alapjan torténd “azonsositds”-ra is csak
akkor van méd, ha rendelkezésiinkre dllnak a megfelelé referenciaanyagok.
Ismeretlen Gsszetétell, vagy ismeretlen vegyiileteket is tartalmazé mintdk esetén
azonban ismét szerkezetmeghatarozésra is alkalmas detektalasi
mddszerre/médszerekre van sziikség.

Noha a valddi (kozvetlen) azonositds megoldhat6 ugy is, hogy az elvalasztott
komponensek Osszegytijtott frakcidit kiilon-kiilon (egyesével) megvizsgaljuk egy
vagy tobb szerkezetvizsgélatra alkalmas moédszerrel, korunk igényévé véltak az
ugynevezett “on-line” és egyben “real-time” mérést biztositd csatolt technikdk
alkalmazdsa. Az “on-line” a kromatografids és szerkezetvizsgdlati miiszer(ek)
olyan integralt egységét jelenti, amely biztositani tudja a “real-time” jelleget: az
elvélasztdssal egyidében torténd, szerkezetazonositdsi célokat elldté detektalast.

A csatolt (dgynevezett ‘“hyphenated”) technikdk el0nye, hogy nem kell
frakcidkat gyiijteni és referencia anyagokkal ismételt kromatografids méréseket
végezni (idOmegtakaritds), kizdrhaté a frakcidok gytjtése/taroldsa sordn
bekovetkezd elszennyezddés lehetdsége, valamint megbizhat6

kvalitativ/azonositasi informaciét is nyeriink.



A szerkezetazonositdst biztositd detektdlds céljara els@sorban olyan mérési
mddszerekkel val6 csatolds johet széba, amelyek az anyagok molekuldris szinti,
egyedi (ujjlenyomat-szerti) azonositdsiara képesek. Ilyen lehetdséget kindl (a
tomegspektroszképia és a magneses magrezonancia spektroszképia mellett) pl. a
rezgési spektroszképia is, amelyre az a laboratérium specializalédott, ahol
munkdmat végeztem. Az itt bemutatdsra keriil6 munka ezért az infravoros (IR) és
Raman  spektroszképia elvdlasztastechnikdval —kombindlt alkalmazésaival
foglalkozik. Jelen dolgozat a lehetséges csatoldsi kombindcidk irodalmi forrdsokra
alapozott rovid attekintése utdn egyrészt a kovenciondlis és feliileterdsitett Raman
spektroszkdpia kromatografids vékonyrétegen torténd egyik alkalmazasit, masrészt
a HPLC-IR csatolt technika problematikdjat, a felmeriilld6 problémdk tobb
lehetséges megolddsat, valamint magdnak a technikdnak egy konkrét alkalmazdsat
mutatja be. A dolgozat arra is rdmutat, hogy melyek azok a kromatografids
alkalmazasi teriiletek, ahol az A4ltalunk kialakitott/haszndlt HPLC-IR

miiszeregyiittes alkalmazhat6.

2. Célkitiizés

A rezgési spektroszképiai és kromatografiai médszerek kapcsolatinak két
teriiletén kivantunk kutatdsokat végezni, mégpedig a vékonyrétegkromatografia
(TLC) és Raman spektroszképia kapcsolata teriiletén, valamint az 4atfolyds
folyadékcelldval 6sszekotott HPLC-FTIR moédszer teriiletén.

A TLC-Raman, illetve TLC-SERS méréseink vizsgdlandé vegyiileteiként
L-a-aminosavakat vélasztottunk. Ezek keverékének elvdlasztisa és azonositdsa
gyakori feladat a biokémidban, és figyelembe véve, hogy ezen vegyiiletek nem
illékonyak, a vékonyrétegkromatografia, mint gyors és egyszeri mddszer
alkalmazasa szoba johet. Ugyanakkor mivel ezek a vegyiiletek (szdrmazékképzés
nélkiil) nem UV-aktivak, a standard UV detektdlds helyett valamilyen rezgési

spektroszkdpiai (vagy mds azonositdsra alkalmas) detektaldsi moddszerre van



sziikség. S minthogy az irodalomi adatokb6l mar kideriilt: a mintakomponensek
kozvetlen TLC lapon torténd IR spektorszkopiai (DRIFTS vagy fotoakusztikus)
mérése tobb problématdl is szenved (s emiatt érdemes az ilyen méréseket inkabb
nem a TLC lapon elvégezni), a kozvetlen TLC lapon torténd Raman
spektroszkopiai detektalasi lehetdségek feltérképezését idészertinek véltiik. Annél
is inkdbb, mivel az irodalomban pl. némi vita, illetve zavar van a tekintetben, hogy
milyen hulldmhosszi gerjesztélézerrel célszerti a TLC-Raman méréseket végezni.
Vizsgdalataink sordn néhdny TLC lap alkalmazhat6sagét is megvizsgéltunk. E lapok
kivdlasztdsdnal egyrészt igyekeztiink olyan vékonyrétegeket vdlasztani, melyek
virhatéan kis héttérszordssal jarulnak majd hozzd az aminosavmintik TLC
foltjainak spektrumaihoz, mdasrészt egy (a forgalmaz6 dltal) kimondottan
TLC-Raman mérésre szdant TLC lap is kivédlasztasra Kkeriilt. Ezeket a
vékonyrétegeket NIR gerjesztésti FT-Raman és 3 kiilonb6zd 1athaté hullimhosszon
torténd gerjesztés mellett Raman mikroszképiai mérések ala vetettitk. Célunk ezzel
az volt, hogy megéllapithassuk, melyik az a gerjesztolézer, ill. melyik az a TLC lap
és gerjesztolézer parositds, melynek alkalmazdsa a TLC-Raman mérési céloknak
leginkdbb megfelel (legkisebb hattérszérszérdas és fluoreszcenciamentesség
szempontjabdl). Ezek utdn keriilt sor az amionsavaknak a megfel6 TLC lapra
torténd  felvitélére, és a killonboz6 gerjesztdlézerek alkalmazdsa melletti
TLC-Raman mérésekre. Céljaink kozott szerepelt az is, hogy kivdlasszuk azokat a
koriilményeket, melyek lehetdvé teszik a TLC foltok feliileterdsitett Raman
spektroszkopiai (SERS) mérését, és megvizsgdljuk a feliileti erdsités (vagyis a
kapott Raman sdvok intenzitisnovekedésének) gerjesztd hulldmhossztél vald

fliggését.

Bér az atfolyds folyadékcellds HPLC-FTIR mérési technikat ugyanabban az
évtizedben mutattdk be, mint az eluenseliminiciés technikdt, csak az utdbbi
fejlesztésére és optimalizdldsdra forditottak nagy figyelmet. A folyadékcellds

technika esetében a mozgd fazis erds (vagyis az elvdlasztott komponens
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abszorbci¢jdhoz viszonyitottan erds) abszorbcids sdvjaihoz kéthetd problémanak a
megoldasaval gyakorlatilag nem foglalkoztak. Az eltelt évtizedek alatt azonban az
FTIR méréstechnika jelentdsen fejlodott, épp ezért célunk részben a jelenlegi
lehetdségek kiértékelése volt a rendelkezésiinkre 4ll6 nagy sebességli, nagy
érzékenységli FTIR késziilékkel kialakitott HPLC-FTIR miiszeregyiittes kapcsan.
Mindemellett az eddig megjelent cikkek - melyek folyadékcellaval megvalésitott
normdl fazisi HPLC-FTIR médszert alkalmaztak - csakis olyan préobalkozasokat
mutattak be, melyek sordn IR-kompatibilis olddszereket (mozgd féazisokat)
hasznéltak. Masik célunk ezért olyan NP-HPLC-FTIR mérések kivitelezése volt,
amelyeknél a NP-HPLC-s elvélasztasokkor megszokott, konvenciondlisan haszndlt
kromatografids mobilfaziskeverékeket haszndlunk. Madsrészt, bar szdmos
Osszefoglalé tanulmdny létezik, mely mindkét HPLC-IR mérési méd irodalmét
targyalja, ezek egyike sem idéz olyan cikkeket, melyek alpjan vildgosan kideriilne:
mekkora is az a jellemzd detektaldsi illetve azonositasi hatdr, amely analitikai
kromatografids oszlop haszndlata mellett folyadékcellaval (eluenseliminalds nélkiil)
elérhetd. Vagyis egy gyakorlati szempontbdl fontos elvalasztandé vegyiiletkeverék
elvilasztdsa sordn, a tipikus kromatografids mozgoéfazis-keverékek hasznalata
mellett, az elérhetd detektdlasi és azonositasi hatdrokat is meg kivantuk allapitani.

A fent részletezett mérési méddal gyakorlatilag felvallaljuk a mozgé fazis
abszorciés sdvjaibol eredd problémdkat. Munkdnk egy mdsik szakaszdban
igyekeztiink olyan potencidlis megolddsokat taldlni, felvdzolni, melyek részletes
kidolgozasa valéban megoldhatja ezt a problémat. Ezek koziil az a kemometriai
mobdszer, mely a HPLC-FTIR mérésekbdl szarmazd sorozatspektrumokat haszélja
fel kiinduldsi adathalmaznak, és végeredményiil (tobbek kozott) az elvdlasztott
egyedi komponensek (eluensmentes) spektrumit adja meg, jelenleg fejlesztés alatt

all.



3. Alkalmazott médszerek

TLC lapokat valamint TLC lapon adszorbedlt aminosavakat kiilonb6zd
gerjeszt6lézerek alkalmazdsa mellett FT-Raman és diszperziés Raman
spektroszkopiai moédszerrel vizsgdltunk. Néhdny aminosavminta TLC foltjat
feliileterdsitett Raman spektroszképiai (SERS) modszerrel is megvizsgaltuk,
szintén kiilonb6zo gerjesztolézerek alkalmazdsa mellett. A feliileterdsitett Raman
spektroszképiai mérések sordn felhasznalt Ag-szolt pasztdz6 elektronmikroszkdpiai
(SEM) moédszerrel vizsgdltuk. A felvett Raman spektrumokkal kibdvitettik a
meglévd digitdlis spektrumadatbankunkat, és a TLC-Raman mérésekbdl szarmazé
spektumokat a kibdvitett adatbank-beli szadmitégépes spektrumkeresés alapjan

értékeltiik.

FTIR spektroszkodpiai vizsgdlati médszert alkalmaztunk normal fazisi HPLC-s
mddszerrel elvéalasztott komponensek on-line detektaldsara. Az on-line detektdlast
atfoly6s folyadékcelldas HPLC-FTIR moédszerrel valésitottuk meg. A komponensek
mennyiségének id6beli véltozasanak kovetésére Kemigram-tipusi

kromatogramokat és Gram-Smidt rekonstrukciés médszert alkalmaztunk.

Szimulélt, valamint on-line HPLC-FTIR mérések 4ltal szolgalatatott
spektrumsorozatokb6l — faktoranalizisen alapulé kemometriai mddszerekkel
(PARAFAC, PARAFAC2) nyertiik ki az elvdlasztott komponensekhez tartozé

spektrumokat (spektrumprofilt), valamint az iddprofilt és a koncentracidprofilt.



4. Uj tudomanyos eredmények

A Raman és IR spektroszkdpia elvélasztistechnikdval kombindlt lehetséges
alkalmazasai koziill TLC-Raman, TLC-SERS, valamint HPLC-IR alkalmazasokkal

kapcsolatos vizsgélatokat végeztiink, s az alabbi eredményeket értiik el.

I/A. TLC-Raman vizsgalatok:

I/A/1. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt hétféle esszencidlis aminosav (Gly, Ala,
Ser, Val, Pro, HO-Pro, Phe) kiilonboz6 gerjesztolézerek mellett kivitelezett
TLC-Raman mérésekor a Nd:YAG lézer 1064 nm-es gerjesztésének hatdrozott
jel/zaj aranybeli és hattérszordsbeli elonye van a Raman mikroszkép 532, 633

és 785 nm-es gerjesztdlézereivel szemben.

I/A/2. Megmutattuk, hogy a vizsgalt gyenge Raman szérdsi tulajdonsagu alifas
aminosavak detektdldsa és azonositdsa az 1064 nm-es gerjesztéssel kivitelezett
FT-Raman spektroszképia alkalmazdsa és spektrumadatbank-beli elektronikus

keresés mellett 100 (g nagysagrendli mintamennyiséget igényel.

I/A/3. Réamutattunk arra, hogy a vizsgdlt TLC lapok koziil a legkisebb
hattérszordssal a Kieselgel 60 bir; az ezen adszorbedlédott aminosavak Raman
spektrumai pedig meglehetésen nagy hasonlésdgot mutatnak az olyan vizes
oldatok Raman spektrumaival, ahol az oldat koncentracidja az adott aminosav

oldhatésagéval egyezik meg.
I/B. TLC-SERS vizsgalatok:

I/B/1. Megallapitottuk, hogy az aminosavak TLC foltjainak feliileterdsitett
Raman spektrumai (vagyis SERS spektrumai) a mintafolt tetejére cseppentett
Ag-szol hozzdadasaval és a mérés ideje alatti nedvesen tartds mddszerével

sikeresen eloidézhetoek.



II.

I/B/2. Megéllapitottuk, hogy az elérhetd erdsités mértéke 10- és 1000-szeres
nagysdgrend kozott van: legnagyobb az 532 nme-es, legkisebb pedig az 1064

nm-es gerjesztolézer alkalmazasa esetén.

I/B/3. A TLC-Raman és TLC-SERS mérések eredményeit Osszevetve
ramutattunk arra, hogy a TLC-SERS spektrumok kevésbé alkalmasak a
mintaazonositdsra  (kiilonosen a Raman mikroszkép mikroszképikus
inhomogenitasokra érzékeny nagy laterdlis felbontdsa mellett), mint azok a
konvenciondlis Raman spektrumok, melyeket az 1064 nm-es gerjesztélézerrel

felszerelt (NIR) FT-Raman miiszerrel lehet nyerni.

HPLC-IR adatok kemometriai kiértékelése

Az eluenselimindcié nélkiili HPLC-IR mérések kiértékelésének eldsegitésére

megvizsgéltuk bizonyos kemometriai médszerek alkalmazhatsagat.

/1. A szimuldlt HPLC-IR adatok PARAFAC és PARAFAC2 kemometriai
mddszerek segitségével valé felbontdsa sordn ramutattunk, hogy a tiszta
(eluensmentes) kémiai komponensek spektrumait a PARAFAC2 mddszer
helyesen szamitja ki; a referenciaspektrumoknak a szdmitott spektrumokkal
vald egyezése 95-98 %-os. A kiszdmitott elicidsprofil és koncentracidprofil,
illetve ezek megfelelden képzett linedris kombindcidi, a szimuldlt IR

kromatogramokkal szintén kielégitd egyezést mutattak.

II/2. A mért (molekularis kolcsonhatdsokat és mérési zajt is tartalmazo)
HPLC-IR adatok esetében a PARAFAC2 médszer algoritmusat tovabb kellett
fejleszteni, és 1étrehoztuk az “Objective Subtraction of Solvent Spectrum with
Iterative Use of PARAFAC2” (OSSS-IU-PARAFAC2) mddszert.

II/3. A mért adatok OSSS-IU-PARAFAC2 mddszerrel torténd kiértékelésekor
rdmutattunk arra, hogy a kémiai komponensekhez tartozé spektrumokat a
mddszer helyesen szétvalogatja, de az eluens matematikai elimindldsa nem
teljes. Az elucidsprofil és koncentracidprofil, illetve ezek linedris kombinécioi,

a mért IR kormatogramokkal megfelel6 mértékii egyezést mutattak.
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II1.

B-cipermetrin izomerek HPLC-IR vizsgalata

III/1. Kisérleteink demonstraltdk, hogy az analitikai HPLC on-line
osszekapcsoldsa egy atfolyds folyadékcelldn keresztiil egy kutatdsi céloknak
megfeleld mindségli FTIR spektrométerrel életképes mddszert kindl a szerves
kémiai termékek fobb komponenseinek elvdlasztissal egybekotott detektdlasa

és azonositdsa szamara.

III/2. A féarambeli szakirodalommal szemben megmutattuk, hogy a szokdsos
polaris médositét tartalmazé kromatografids mobilfazisok a folyadékcelldval
osszekotott HPLC-IR mérések sordn is haszndlhatéak (bizonyos feltételek

teljesiilése mellett).

I1/3. Megmutattuk, hogy HPLC-IR mérések esetében a kemigram-tipusi IR
kromatogramok (a GC-IR méréseknél egyébként igen sikeres) Gram-Schmidt
rekonstrukciés kromatogramokkal szemben alkalmasabbak fékomponens

detektalasra.

III/4. Megallapitottuk, hogy a kemigram tipusi IR kromatogramok
felhasznéldsdval, a B-cipermetrin mintdban 1év6 két f6 diasztereomer kvantitativ
meghatarozdsa  megfeleld  linearitdst mutat a  0.3-4.0 mg/ml-es

koncentriciétartoméanyban.

III/5. Megallapitottuk, hogy a diklérmetan/n-hexan, tetrahidrofurdn/n-hexan,
illetve izopropanol/n-hexdn mobilfazis alkalmazdsa mellett a vizsgalt
B-cipermetrinek HPLC-IR detektéldsi hatdra 0.3 mg/ml, az acetonitril/n-hexan

mobilfazis esetében pedig 0.1 mg/ml-re becsiilhetd.

III/6. Megéllapitottuk, hogy a P-cipermetrin diaszteromerek spektrélis
megkiilonboztetését is megengedd azonositdsi hatdr 1 mg/ml-es injektalt

koncentraciénal van.
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