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1. Bevezetés

A kromatogréfia analitikai célu gyakorlatédban szamos detektddsi modra nyilik lehetéseg,
ugyanakkor ezen modszerek egyike sem biztositja az elvalasztott anyagok kdzvetlen és
megbizhatd azonositasat. Szamos példaigazolja, hogy a retencids paraméterek alapjan torténd
“azonositas” félrevezets lehet, ugyanis az elvllasztés soran akamazott kromatogréfias
paraméterek eredmeényezhetnek teljesen egyltt (azonos retencids idovel) eludddo csticsokat
is, amennyiben két (vagy esetleg tobb) vegyuletnek a mérési korilmeények kozott kzel azonos
az adszorbcios-deszrobcids sgjatsdga. A szerkezetvizsgdlatra alkalmas detektélasi mddszerek
egyik alklamazas terllete tehat az elobbieknek megfeleléen a kromatogréfias cslicstisztasag
vizsgélata lehet.

Beldthatd, hogy a retencios paraméterek alapjan torténd “azonsositas’-rais csak akkor van
mod, ha rendelkezésiinkre allnak a megfelel6 referenciaanyagok. |smeretlen Osszetételti, vagy
ismeretlen vegylleteket is tartalmazo mintdk esetén azonban ismét szerkezetmeghatérozasrais
alkalmas detektdlasi modszerre/médszerekre van szikseg.

Nohaavalddi (kdzvetlen) azonositas megoldhat6 ugy is, hogy az elvdasztott komponensek
Osszegyujtott  frakcioit  kulon-kulon — (egyesevel) megvizsgdjuk egy vagy tobb
szerkezetvizsgélatra alkalmas médszerrel, korunk igényévé vatak az ugynevezett “on-line” és
egyben “real-time” meérést biztositd csatolt technikédk akalmazédsa. Az “on-line” a
kromatogréfias és szerkezetvizsgdlati miiszer(ek) olyan integrdlt egységét jelenti, amely
biztositani tudja a “real-time” jelleget: az elvdlasztassal egyidoben  torténo,
szerkezetazonositasi célokat ellato detektdl ast.

A csatolt (Ugynevezett “hyphenated”) technikak el6nye, hogy nem kell frakciokat gyijteni
és referencia anyagokkal ismételt kromatogréfias méréseket veégezni (idémegtakarités),
kizarhat6 a frakciok gytjtése/tarolasa soran bekdvetkezo el szennyezodes lehetosége, valamint
megbizhato kvalitativ/azonositasi informéciot is nyertink.

A szerkezetazonositast biztosité detektalas céljara elsosorban olyan mérési médszerekkel
val6 csatolés johet széba, amelyek az anyagok molekuléris szintii, egyedi (ujjlenyomat-szerii)
azonositasara képesek. llyen lehetéséget kind (a tomegspektroszkdpia és a magneses
magrezonancia spektroszkopia mellett) pl. a rezgési spektroszképia is, amelyre az a
laboratorium specializalodott, ahol munkamat végeztem. Az itt bemutatasra kertilé munka

ezért az infravorés (IR) és Raman spektroszkopia elvéasztastechnikaval kombinalt



alkamazasaival foglalkozik. Jelen dolgozat a lehetséges csatolasi kombinaciok irodalmi
forrésokra alapozott révid attekintése utédn egyrészt a kovenciondlis és felll etergsitett Raman
spektroszkdpia kromatogréfias veékonyrétegen torténd egyik akamazésdt, masrészt a
HPLC-IR csatolt technika problematikgjdt, a felmertlé problémak tobb Iehetséges
megoldasat, valamint maganak a technikdnak egy konkrét alkalmazdsd mutatja be. A
dolgozat arra is ramutat, hogy melyek azok a kromatografids alkalmazés teriletek, ahol az
atalunk kialakitott/hasznalt HPL C-IR miiszeregy Uttes alkal mazhato.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Betekintésarezgés spektroszkdpia ésa kromatografia egyester tileteinek
kapcsolatdba

Mind a rezgés spektroszkopia, mind a kromatografia szamos lehetéseget és modszert
fogla magéban méréstechnikai kivitelezés szempontjébdl. Mivel a kromatografias mérések
kivitelezés mddja hatérozza meg elsddlegesen, hogy milyen fajta rezgési spektroszkopiai
detektalast alkamazhatunk (ha alkalmazhatunk), célszeriinek latszik a kromatografids
modszerek csoportositésan keresztil megvizsgani e két tudomanytertilet lehetséges
kapcsolddas pontjait.

A kromatogréfias médszerek szinte majdnem mindegyikét magaba foglald csoprtositasat
akkor végezhetjik €, ha figyelembe vesszik az elvélasztanddé komponensek vandorlasat
létrehozd ert, az allofazis valamint a mozgofézis minoségét. Az l/a. tébldzat azokat a
kromatogréfias modszereket és azok osztalyba sorolédsdt mutatja be, melyek esetében a
vandorlést l1étrehozo erd a nyoméskilonbség, mig az 1/b. téblézat az elektromos erotér dtal
| étrehozott migraciot felhasznal 6 modszereket csoportositja. (A zérojelekben az adott modszer
angol roviditése taldlhato.)

Megjegyzends, hogy |éteznek olyan modszerek is, melyeknél a folyadék halmazdllapoti
mozgofézis aramlasat nem annak pumpalasa, hanem “természetes er6k™, mint pl. a gravitécio
vagy a kapillarishatds tartja mozgasban. A  korai, nem nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiés (L SC) mddszerek hasznaltak ki a gravitéci os folyadék aramlast, mig a
kapillarishatas elven halad a mozgoéfazis a manapsag is  haszndatos
vékonyretegkromatografias (TLC) akamazasok esetén. A TLC-rél - csakagy mint a



tulnyomasos vékonyrétegkromatografiardl (OPTLC-rél) - kilon érdemes megemliteni, hogy
klasszikusan a folyadék-szilard kromatogréfiai modszerek kozé szokés sorolni, noha a szilérd
alofézison adszorbedlddott folyadékréteg is lehet dldfazis, s igy a TLC-s (és OPTLC-s)
alkalmazasok a folyadék-folyadék kromatografiai modszerek kdzé is beilleszthetéek lennének.
A tovabbiakban a TLC roviditést haszndom, flggetlenil attdl, hogy tllnyomas
alkalmazasaval, vagy anélkul kivitelezett vékonyrétegkromatografa asrél van szo.

A haladdbb elektrokromatogréfids modszerek az elektromos téreré mellett nyomast is
alkalmaznak mint migrécids kényszererdt [1], igy ezeket szintén az 1/a. tabléazatban lehetne
feltuntetni.

1/a. téblazat. Nyomaskil 6nbség hataséra | étrej6tt vandorl ast alkalmazd kromatogréfias

modszerek
Mozgo fazis All6féazis M odszer Modszer
anyagi minésége anyagi mingsége elnevezése osztélyba sorolasa
. Géaz-szilard :
@]
G4 Szilard kromatogréfia (GSC) N ‘g So
az - 5 OETO
Folyadék Gaz-folyadek S 5=
kromatogréfia (GLC) ~
Folyadék-szilard ©
kromatografia (LSC): '©
eHPLC? S’
Szilard *IPC" IEC*® g _
Folyadék «OPTLC ¢ eS8
*GPC® >
eAC' g
. Folyadék-folyadék =
Folyadek kromatogréfia (LLC) L
szilérd RS
Szuperkritikus Szuperkritikus T 80
folyadék kromatogréfia (SFC) g‘g QU?,
Folyadék S

?High Performance Liquid Chromatography, °lon Pair Chromatography, “lon Exchange Chromatography,
9Over Pressure Thin Layer Chromatography, , °Gel Permeation Chromatography, "Affinity Chromatograhpy



1/b. tablazat. Elektromos térer6 hatésara létrejétt vandorlast alkalmazd kromatogréfias

maodszerek

Mozgo fézis Allofazis M bdszer Modszer
anyagi minésége anyagi minésége elnevezése osztélyba sorolasa

Kapillaris L
elektroforézis (CE): S .5 L~
0289
, - . CZE %\%C@gg
Folyadék Sziléard e MEKC o=y
c O £ &9 ¢
o CIEF* 5o 3 )

e CITP®

3Capillary Zone Electrophoresis, "Micellar Electrokinetic Chromatography, Capillary Gel Electrophoresis,
dCapillary Isoelectric Focusing, “Capillary Isotachophoresis

A tovébbiakban a kromatogréfias modszerek osztalyai szerint haladva, a GC, LC, SFC,
valamint EC és az IR spektroszkopia kapcsolatdt mutatja be a 2.1.1. fejezet, mig a 2.1.2.
fejezet a Raman spektroszkopia és az emlitett kromatogréfias osztalyok kapcsolatéardl nyujt
t4 ékoztatést.

2.1.1. AzIR spektroszkoépia és a kromatogr afia egyester lileteinek kapcsolata

GC-IR
Minthogy a gédzkromatografidban leggyakrabban alkalmazott vivogézoknak (N, Hy, He)
semmiféle jele nincs az eludtum meért IR spektrumaban, a kapcsolt techikak kozil — nem
véletlenll - a GC-IR méréstechnika bemutatésara keriilt sor legel6szor [2]. Ehhez azonban az
is hozzgéarult, hogy az 1960-as évek végén, 70-es évek elgén mar megjelentek a gyors
Fourier transzformacios IR spektrométerek (FTIR spektrométerek), s igy technikailag is
lehetévé valtak avalos idgii on-line mérések.

A két miiszer 6sszekapcsolasara harom médszer alakult ki [3]: ,,light-pipe”, métrixizol&cio,
vagy kozvetlen depozitumképzés alkamazasa. A futétt , light-pipe” (mely egy IR &eresztd
végablakokkal és tukrozé belsd bevonatta ellatott . fényvezet6” Uvegkapillaris) a
gazkromatografias oszlop utén helyezkedik e, s gyakorlatilag az FTIR spektormetriai mérés
afolyos gazcellgakent és egyben meérocellgaként funkciond. Az interferométer &ltal
modul 8t fény ezen a cellan halad keresztill, s jut tovabb az IR detektor felé.

A matrixizolaciés modszer alkalmazéasa sorén a vivogaz egy kis része argon, melyet az
elvaasztott mintakomponensekkel egyitt a kromatografids oszlop utan elhelyezett (10-20



K-re) hitott szubsztrétra kondenzdltatnak. A szubsztraton, annak folyamatos mozgatasa
mellett egy keskeny sav alakul ki a mintakomponensekbol, melynek kiilonb6z6 pontjairdl
(vagyis az egyes elva asztott kopmonensekrol) off-line médon, tehét nem a kromatografél éssal
egyidoben vesznek fel IR spektrumot. A kozvetlen depozitumképzés a matrixizol &cios
maodszertél annyiban tér e, hogy a vivogaz nem tartalmaz argont (vagy mas olyan
komponenst, mely az adott homérsékleten lekondenzalna), igy kodzvetlenll csak a mérendd
anyagok kondenzécigja torténik meg a hitétt fellletre. Bar ez utdbbi két modszer off-line
mérést jelent, hasznalatukkal csokkenthet6 a legkisebb azonosithatd mennyiség a
,.light pipe”-os alkalmazasokhoz képest.

A light pipe”-ot dkalmazd csatlakozés esetében transzmisszios IR detektalasra kerdl sor,
mig a kondenzalt anyagok detektalds modszerét a szubsztrat anyaga hatérozza meg. Ha a
szubsztrét fém, akkor reflexids-abszorpcids, ha pedig IR transzparens, akkor transzmissziés IR
detektdldst alkalmaznak. A laboratoriumunkban miikddd, on-line rendszerii, 15 cm-es
Hlight-pipe”-ot alkamazd GC-FTIR berendezéssel erdés IR elnyelé anyagok esetén 1-10 ng
korlli detektdhatésagi szintet lehet elérni; a keskeny (csupdn 100 um széles) savban
kondenzalt anyagok IR mikroszkoppal val 6 detekatasakor pedig kb. 100 pg —ra csokkenthet6 a
legkisebb azonosithatd mennyiség [3].

LC-IR

A folyadékkromatogréfidss modszerek tobbsegenél a gézkromatografiaval ellentétben
nemcsak az alofazis, hanem a mozgdéfazis (vivofazis) anyagi mindségének is van szerepe az
elvaasztashan, igy azt nem vaaszthatjuk meg csupan az IR detektdas szempontjabdl valo
megfelel6seg alapjan. Ez adl kivételt képez a gélpermeécids kromatografia (GPC) - més
néven meéretkizérasos kromatografia (SEC) -, ahol a kilonbdzé vegylletek molekulé
alapvetoen meéretiik alapjan vélasztodnak szét. Bar e modszer peptidek, fehérjék és polimerek
elvaasztésira is dkamas, a GPC-IR csatolt modszert — figyelembe véve, hogy a peptidek,
fehérjék esetében a funkcids csoportokon tul legfeljebb a masodlagos szerkezetrdl kaphatunk
az IR spektrumok aapjan informaciokat, az azonositas pedig nem lehetséges - manapsag
polimerek méretfrakcidinak jellemzésére haszndjak. A legelsd6 GPC-FTIR mérésekrol az
1970-es évek végeén szamoltak be [4], majd az elso kereskedelemben kaphat6 készllék [5] az
1990-es évek kozepén kerllt forgalomba.



Noha az affinitaskromatografidban szintén nem a vivofazis jatsza a fé6 szerepet, hanem az
“antigén-antitest” reakcio, az dlofazisra kotott antitest egyetlen molekulara (fehérjére) valéd
specifikussaga miatt nem alakult ki e kromatografids modszernek a rezgési spektroszkopiaval
kapcsolata.

Nagyon nehézkesen lehet IR  spektrometria  detektdlast akamazni az
ionparkromatografdlési  folyamatokndl. Egyrészt a mozgofazis (mely nem csupan vivo
funkciot tolt be) tobbnyire nagyon Osszetett, tartalmaz altaldban puffert, idegen sot, szerves
modositét és ionparképzé anyagokat, masrészt az ilyen tipusi elvalasztasokat ugy valésitjak
meg, hogy az elvdasztandd vegyiletek mindvégig ionos formaban legyenek, tehd ionos
vegylletek detektdlasat és azonositésit kellene végrehgtani. A standard IR spekrometriai
adatbézisok azonban tdbbnyire csak nem ionos vegylletek, vagy az ionizdhatd vegyuletek
semleges formainak spektrumat tartalmazzak. Valoszintisithetd, hogy ezen nehezitd tényezok
miatt nem jelent meg egyetlen publikéacié sem az irodalomban eddig (1975-t61 napjainkig) e
témaban.

Az ioncserekromatografiai méréseknél megvalositott IR detektalasrol mindeddig csak keét
publikéacio jelent meg. Az egyikben Vonach és munkatarsai az UV spektroszkopial detektélasi
maodszerrel nem detektdhatd cukrok IEC-IR méréseit végezték e [6], mig a masik cikk
értékét az a tény képvisdi, hogy egy adott borminta kilonbdz6 cukor, szerves sav és
alkohol os Gsszetevsinek mennyiségét egyetlenegy tobbkomponenses analizissel révidebb id6
alatt hatéroztak meg, mint amennyi idé alatt a szokasos enzimatikus eljarassal lehetne [7].

Az eddig emlitett folyadékkromatografids modszerek (IR detektdléssal vagy anékil) a
vegyuletek egy-egy jol meghatarozott korének vizsgaatét teszik lehetéove. A vegylletek més
korének vizsgélatara adnak modot mind a TLC-s, mind a HPL C-s modszerek.

A vékonyrétegkromatogréfias frakciok IR méréséhez a korai, még a Fourier
transzformacids spektromérek elotti idoszakban, a frakcidkat minden esetben fizikailag
(manudlisan) eltavolitottdk, koncentrdltédk, s dtaldban KBr porban vao diszpergdlas utan
pasztillava préselték. A teljes eltavolitashoz és mintakoncentréacidhoz igen nagy gyakorlatra és
ligyességre volt szilkség, a rutinszerti alkalmazhat6sdg csak az Ggynevezett Wick-Stick™ [8]
kereskedelmi megjelenése utdn kovetkezett be. A Wick-Stick™ alkalmazésakor a
kromatogréfias adszorbenssel egytt Iekapart mintafoltot egy Uvegfiolaba helyezték, melyre
magét a Wick-Stick ™ -et helyezték, s olddszert dntéttek mellé, afioldba A Wick-Stick™ nem



volt mas mint egy 25 mm magassagu porusos, de témor KBr tdmb, melynek az alapjatdl a
magassaga irdanyaban fokozatosan sziiklilt a szélessége (mig a vastagsaga alandé volt). Az
illé&kony oldoszer, mely magaba oldotta az adott frakciot, felkiszott a tdmb csicsdig, ahol a
oldészer folyamatosan elillant, mig a nem illékony kromatogréfiasan elvalasztott komponens a
cslicsban koncentralodott. A KBr tomb 1-2 mm-es letdrt cslcsabdl mikro-pasztillat
készitettek, melyet aztan fokuszélt IR fénnyel vizsgdltak. Vaéjdban a Wick-Stick'™ —es,
illetve az ezzel ekvivalens (ugyanigy a méasodik eltcio elvét kihasznadl ) modszerek, melyek a
frakcidkat szintén alkali-halogenidekbe viszik &, mais hasznalatosak [9, 10].

Az egyes frakcidk eltavolitasa nélkil, a foltok kozvetlen TLC lapon torténd transzmisszids
[11, 12] és diffuz reflexios méréseit [13, 14] el6szor Griffiths és munkatéarsai, fotoakusztikus
méréseit pedig Lloyd [15], valamint White [16] mutatta be. Griffiths és munkatarsai [11, 12]
kezdetben nem kereskedelmi vékonyrétegeken lévo komponenseket vizsgéltak: a
kromatogréfias adszorbenseket AgCl lapokra vitték fel, s igy érték e, hogy transzmisszios
maodon is mérhessenek. Mivel azonban megnétt az igény a kereskedelemben kaphaté (nem
AgCl, hanem Al vagy uveg hétlappa rendelkezd) kromatogréfias lapok haszélatéra, ez
értelemszertien més tipuslil méréstechnikak (diffuz reflexids és fotoakusztikus méréstechnikak)
alkalmazasaval kapcsolatos megfigyel éseknek adott teret.

A megfigyelések szerint a TLC lapokon lévdé mintak diffuz reflexios spektrumainak
értékel ését dtalaban az aldbbi problémak befolyasoljdk: A kromatogréfias réteg (adszorbens)
kémiai jellege a kromatogréfias foltban nem csak az elvalasztott komponens, hanem az azon
atvandorolt eluens miatt is megvaltozik. A szokésosan hasznalt (szilika, alumina, poliamid és
celluloz) veékonyrétegeknek jelentés IR abszorcidjuk van. A mintakomponens felUleti
adszorbcidja nem teszi lehetéve a spektrum adatbankokban taldhato referenciaspektrumokkal
val6 kozvetlen dsszehasonlitést. Tovabb neheziti a helyzetet, hogy az adszorbensek a TLC lap
hatlapjdhoz kulonbdzo kotdanyagok segitségével vannak hozzakotve, melyek eltéré modon
modositjdk a mért spektrumokat [17]. Mindezek miatt szdmos kutaté [18- 20] azon a
véleményen van, hogy bar |étrehozhaté egy TLC-IR adatbank, ez csak a vizsgalt vegyiletek
ataldnos osztédlyozasara, nem pedig azok specifikus azonositasara lenne alkalmas.

Osszehasonlitva a fotoakusztikus (PA) méréseket a diffliz reflexios mérésekkel White
megallapitotta, hogy a detektalas hatar 70-szer rosszabb, mint a megfeleld diffuz reflexios
mérésé, még megnovelt akkumulécios idd esetén is [16]. A legfobb forrésa a spektrdis
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interferencidnak a PA celldban lévd vizgéz, mely a TLC laprdl torténd deszorbcio
kovetkeztében kerlil a cellaba [15]. Ezt vagy azzal lehetett kikiszibolni, hogy mérés el ott
néhany napig szaritészekrényben térolték a vizsgdlandd mintét, vagy azzal, hogy mérés elott
He-mal oblitették a a mintateret. Ez utébbi a CO, jelenlétébsl eredd interferencidt is
kikuszlbolte.

A fenndllo problémédk miatt Ujabb, - a Wick-Stick-es és az azzal analdg elvet haszndo
megoldasokon tdlmutatd -, a frakciokat nem egyesével, hanem egyltt eltavolitd eszkozok
jelentek meg [21, 22]. Ezen eszkdzok szintén egy méasodik eltcioval juttattak a TLC laprdl az
IR transzparens anyagba az elvdasztott komponenseket, melyek aztdn akér mér diffiz
reflexioval is mérhetéek. Minthogy az IR transzparens anyag az igy mért spektrumban
semmiféle interferenciat, tobblethatteret nem okoz, a kapott spektrum refereci aspektrumokkal
is 6sszehasonlithatova valik.

Tekintve, hogy jelen dolgozat f6 témgé TLC-Raman és HPLC-IR mérések adjak, ezen
modszerek kapcsolatat részletesen a 2.2 és 2.3 fejezetek kilon targyaljak.

SC-IR

A szuperkritikus folyadékkromatografia kilonleges helyet foglal e a kromatografian
belll. A modszert az elvalasztéstechnikaban valé megjelenésekor forradaminak tartotték,
majd jO hirneve lassan csokkent az évek folyaman [23]. Mivel az SFC technikai kivitelezése
magaban foglalja az egyszeriibb HPLC mérések és a szuperkritikus folyadékokkal torténd
meérések lehetoségét is, kezdetben azt gondoltak, hogy fel fogja vatani a
folyadékkromatogréfid (HPLC-t), ami viszont nem tortént meg. Noha az SFC a 1960-as
években mar ismert volt, az elsd SFC kromatografok kereskedelemben valdo megjelenése az
1980-as évekre tehetd. Erre az idoszakra teheté az SFC-FTIR kapcsolat alkalmazasanak elsd
bemutatasais[24].

Az SFC-FTIR muiszeretgyittes haszndlata soran idével Kiderllt, hogy a gyakorlati
szempontbdl igazan hasznos cseppfolyds CO, mobilfézis IR abszorbcidja (metanol vagy
acetonitril médositokkal), illetve a mobilfézis spektrumanak véatozésa az alkalmazott nyomés
valtozasaval nehezen korrigdlhato [25], igy a mddszer alkalmazasi terlleteit nagymeértékben a

cseppfolyos xenonnak, mint eluensnek a hasznal ata javitotta fel [26, 27].
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Kuldndsen intenziv kutatdmunka folyt e kapcsolt technika alkalmazasa és optimalizalasa
érdekében az 1985-1995-0s évek folyamédn. Morin és munkatérsai szerves vegyUletek
szuperkritikus vagy folyadék CO,-ban felvett spektrumait hasonlitottak Ossze a vizsgalt
vegyuletek g6z illetve kondenzalt fazisi spektrumaival [28]; Raymer nevéhez pedig az elsd
(GC-IR méréstechnikabdl atvett) métrixizolécios technikat alkamazd SFC-IR mérések
fazodnek [29]. A HPLC-IR méréstechnikaban mar korabban bemutatott folyadékcellas és
oldoszereliminacios technikai megvalésitasok (1d. a 2.3 fejezetet) természetszeriileg szintén
megjelentek az SFC-IR technikdban is. Mig Taylor és munkatarsai az atfolyos folyadékcella
haszndlata mellett foleg kilonbdzé alkalmazasokon keresztll mutattak be eredmeényeiket
(zsirsavak [30], Uzemanyagokbdl kiextrahdlt robbandanyagok [31], mezbégazdasigban
haszndlt vegyliletek [32], és szbjaolgjok elvaasztédsa [33]), addig Griffiths nevéhez (tobbek
kozott) az SFC-IR oldészereliminacion alapuld mérési mddszerének technikai fejlesztésel
flizodnek [34-36].

EC-IR

Mig az l/a tébldzatban felsorolt kromatografidas modszerek nagy multra tekintenek
vissza, addig az elektrokromatografias modszerek fiatanak tekinthetoek. Bar az
elektroforézisen alapulé elvaasztast (a géleektroforézist) mar 1937-ben felfedezték
(Tisdius), Pretorius munkga pedig 1974 Ota ismertté tette az elektrokromatogréfiat, mint
modszert [37], a nagy elvaasztasi hatékonysaggal bir6 EC mddszerek csak az igen kis belso
ameroji kvarc kapillarisok 1980-as évekbeli megjelenésével valtak gyakrabban alkamazott
modszerekkée. A kapillaris elektroforézissel (CE) elvaasztott anyagok barmiféle miszerrel
torténo detektd ésa kimondottan alapproblémgja volt a modszernek, ugyanis a kicsiny (25-75
um) belss &méroji kapillédrisokban atfolyd komponensek nagy érzékenysegli detektorokat
igényelnek. Végul az UV detektorok valtak a leggyakrabban hasznédlt detektorra a CE
eljarésok sorén, ahol a dektdas helyén a kapillaris &mérojének megndvelésével jutottak
egyméssal kompatibilis elvélaszté-detektdl 6 rendszerhez.

A CE-IR rendszerrol és az Osszekapcsoldas modszerérél eddig egyedil deHaseth és
munkatarsai szdmoltak be [38, 39]. Munkguk praktikusan a kordbban ma HPLC-IR
méréstechnikdban is alkamazott modszeren, az alkalmazott vivéfolyadék (itt: elektrolit)
detektdl &s el6tti eltévolitasan aapszik (1d. 2.3 fejezet).
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2.1.2. A Raman spektroszkdpia és a kromatogr afia egyester lileteinek kapcsolata

A kromatogréfiai modszerek Raman spektroszkdpiai moédszerekkel torténdé egylttes
alkalmazasa, ill. kutatésa az IR spektorszkopiai detektdlast alkalmazo csatolt technikékhoz
viszonyitottan korantsem olyan széleskorii. Mivel a Raman szorés rendkivil gyenge jelenseg,
az IR spektroszkopiai detektdashoz viszonyitottan hosszabb akkumuldlasi idokre lenne
szilkség ugyanazon kromatogréfias folyamat idofliggé koncentraciovatozésainak kovetésére,
ami viszont a kromatogram idéfelbontasanak romlasaval is egyttjarna.

Leginkabb a TLC-Raman, illetve a TLC lapokon megvaldsitott fellleterdsitett Raman
spektroszkdpiai detektdési (TLC-SERS) mddszerek tanulmanyozasa gyakori. Ezt egyrészt az
indokolhatja, hogy a szilard halmazallapot mintakban az egysegnyi térfogatra esé molekulak
szama nagyobb, mint a folyadék vagy géz halmazdllapotban, s igy a varhaté Raman szérés
intenzitésa is nagyobb, masrészt a SERS kimondottan a detektdlt jel intenzitasanak
nagysagrendekkel valé novelésére szolgdld6 modszer. Emellett a vékonyrétegkromatografiés
elvaasztasok nem kivanjdk meg az elvdlasztassal egyidoben torténd detektdlast, vagyis a

statikus (idében nem valtozé) minta mérésére hosszabb id6 a8l rendelkezésre.

GC-Raman

A gézkromatografiés eludtumok konvenciondlis Raman spektroszkopiali detektdléséra
eddig az irodalomban nem volt példa, ami a gazhalmazallapoti minték kicsiny Raman szorés
keresztmetszetével és a jel akkumulédésra rendelkezésre a6 idok rovidsegevel magyarézhato.
Roth és Kiefer két megkozelitésben tanulményozta a SERS detektalas lehetdseget [40]. Az
egyik soran a GC-s eluatumokat Ag-szolba vezették, s igy a fellletergsitett mérések
tekintetében hagyomanyosnak tekinthets, folyadékban torténé SERS detektalast hajtottak
végre. A masik megkozelitésben TLC lapra gytjtottek az eludtumokat, azaz a “GC-Raman”
mérést visszavezették TLC-SERS mérésre. Carron és Kennedy szintén SERS detektdlast
probdtak alkalmazni, de a kapott jelintenzitésok (a kismeértéki intenzitasingadozasoktol
eltekintve) a vizsgélt anyagok konvencionalis Raman spektruméval ekvivalensek voltak [41].
Napjainkban teljesen Uj megkozelitésben, egy nemlinedris Raman spektroszkopiai modszerrel,

a koherens anti-Stokes Raman spektroszkopia (CARS) multiplex vatozatanak segitségével

13



kivitelezett GC-Raman mérés kezdeti eredményeinek publikalasara kertilt sor [42]. A CARS
szintén a mérhet6 Raman intenzitasok novel ését teszi lehetvé, bar a modszer hatranyai kozott
tartjdk szamon, hogy technikailag nagyon bonyolult (és draga). A CARS alkalmazéasakor 2-3
lézert alkalmaznak, melyek kozll egy vagy tébb hangolhatd, de a limitdlt hangolhatdsag
tobbnyire nem teszi lehetéve ateljes rezgési spektrum felvételét. Ennek kikiiszobolésére olyan
CARS gspektrométereket alkalmaznak, melyekben egy beépitett optikai oszcillaor
(“nemlineédris kristaly”) biztositja a széles tartomanyu hangolhatoségot. A hangolas (vagyis a
kivant tartomanybeli spektrum hulldmszamonkénti szimplex felvétele) azonban akar 5 percet
is igénybe vehet, ami viszont teljesen alkamatlan a kromatogréfias folyamat on-line
kovetésere.

Chen és munkatarsa az emlitett cikkben [42] multiplex CARS moédszerrel (vagyis
tobbcsatornds detektorral, valamint széles és keskeny tartomanyban hagolhatd |ézerek
egyuttes alkalmazasaval) kiiszobdlték ki a hosszU hangolasi idot, és teljes spektrumtartomany
mérest is bemutattak. A csatolt GC-Raman mérések szamara azonban csak akkor valhat
vonzéva e mérési elrendezés, ha a detektdlds hatart a jelenlegi pg tartomany aa tudjdk

szoritani.

LC-Raman, SFC-Raman és CE-Raman

Az SFC-Raman csatolasrdl és akamazasokrol egyatalan nem jelentek meg kézlemények
napjainkig. Ugyanez mondhaté el a folyadékkromoatogréfia bizonyos amodszereinek
(affinitaskromatogréfia (AC), ionparkromatografia (IPC), ioncserekromatogréfia (IEC)) és a
Raman spektroszkopia on-line ¢sszekapcsoldsardl is. Az AC-Raman valamint |PC-Raman
csatolt technika hianyd mindkét esetben a mar 2.1.1. fgezetben térgyalt, és ide is vonatkozo
kromatogréfiai tényezok magyarézzak.

A gépermeacios kromatogréfiai merések Raman spektrométerrel torténd detektal sat
elsoként Edwards és munkatarsal mutattak be 1993-ban [43], majd Barth 1995-ben megjelent
(csatolt polimerelvalasztasi technkékrdl szold) konyvfegezete egy “jelenleg tanulményozas
alatt alg” technikaként aposztrofdja e modszert [44]. Az azéta eltelt magjdnem 10 év Gta
azonban nem jelentek meg Ujabb publikéciok.

A HPLC-Raman csatolt technikana csakigy mint a GC-Raman esetében a kutatasok egy

része a mért Raman intenzitasok megnovelésére irdnyulnak, noha itt mér erdsités nélkli
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konvenciondlis Raman spektrometriai detektalast bemutatdé kdzleményekre is van példa
[45-47]. A jelerositést ugyanakkor nem csak TLC-SERS mérésre visszavezetett mérési
maodszerrel [48, 49], hanem valddi, aramlés kozben kivitelezett HPLC-SERS mérésekkel is
bemutattdk [50-52]. Ez utdbbi mérések mindegyikénd a HPLC oszlopot elhagyo
folyadékaramba folyamatosan Ag-szolt aramoltattak, majd az igy kapott keverék Raman
szOrésat mertek.

Kilon érdemes megemliteni azokat munkakat, melyek nem a felllet altali erésités elvét
igyekeznek kihaszlani a Raman széras intenzitdsdnak ndvelésére, hanem a szoro térfogat
novelésével jutnak intenzivebb Raman jelekhez. Ehhez Ugynevezett “Liquid Core
Waveguide” (LCW) eszkozt hasznanak, mely a HPLC és Raman spektrométer kozotti
Osszekoto elemként és egyben mérocellaként is funkciondl. Ha az LCW anyaganak kisebb a
torésmutatoja, mint az alkalmazott HPL C-s eluense, akkor teljes belso reflekté édas érheto e
[53], ésafolyadéekkal toltott fényvezeto kapilléris vezetni fogjaafényt. Ily modon akar egy 50
um arméréji és 1 m hosszu kapillaris teljes hosszdban is végigvezethet a gerjesztolézer
fénye [54]. Ha a Raman szorast tekintjiuk, akkor az ilyen fényvezet6 kapillarisok alkalmazasa
sorén csakis azok a szért komponensek fognak tovabbitddni a kapillarisban, melyek egy
kritikus vagy anndl nagyobb szdgben érik el a folyadék-LCW anyag hatarfel Uletet. Ez egyben
azt is jelenti, hogy az LCW-k alkamazésa soran a gerjesztolézer haladasi iranyéva
megegyezo6 iranyban haladd (LCW altal tovabbitott) Raman szoréast detektal nak.

A viz gyenge Raman szOrdsa alapvetéen a forditott fézisi HPLC-s méresek
megval6sitasanak kedvez, de csak a vizné kisebb torésmutatdju, Ugynevezett AF2400-as
Teflon fényvezetok bevezetésével vdtak lehetové a fényvezetdvel ellatott mérdcellgu
HPLC-Raman mérések [53-55]. Elétanuimanyukban Dijkstra és munkatarsai a
detektdlhatésagi hatar 35-sz0rdos novekedésérol [53], Marquardt munkacsoportja pedig
1000-szeres novekedésrol szamolt be [54].

A kapilléris elektroforézis (CE) modszerei annak koszonhetéen, hogy tobbnyire vizes
vivofolyadékokat akamaznak az elvdasztandd kémiai komponensek vivofolyadékakeént,
eleve kompatibilisak a Raman spektrometriai detektélassal. Ugyanakkor, mivel igen kis
mintatérfogat (1-50 nl), s ezzel igen kis mintamennyiseg kapillarisba vald bevitelére van
lehetéség, a konvencionalis Raman detektdlas néhany esetétol eltekintve [56-58], tobbnyire
CE-SERS alkalmazasok bemutatasara kerllt sor napjainkig.
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2.2. A konvenciondlis Raman spektroszkopia és a felllleter ésitett Raman
spektroszkopia alkalmazasa kromatogr &fias vékonyr étegen (TL C-Raman és
TLC-SERS)

A TLC lapokon torténé IR mérésekkel szemben a Raman spektrometriai mérések elénye,
hogy igy dtadban szélesebb hulldmszémtartomany tanulményozhatd, mivel a Raman
spektrumban a kiézép-IR tartoméany &ltaldban 650 vagy 400 cm™’—ig terjedd tartomanyan tdl,
az ez datti hullamszamtartoméanyrdl is kapunk informaciét. Ugyanakkor a mintatérbeli
nedvesseg sem zavarja a Raman méréseket, hiszen aviz (vizgéz) gyenge Raman szor6 anyag.

A TLC-Raman meérések sikerességét a minta foltbeli koncentracidja, afolt lokalizaltséga, a
mintakomponens |ézerfénnyel szemben tanusitott stabilitésa, a vizsgdlanddé anyag Raman
szOrasanak erdssége, valamint a TLC lap széras tulgjdonsdga, annak esetleges
fluoreszcenciga szabja meg. A tipikus, kromatogréfias futtatas utani foltméretek ataldban
meghaladjdk a gerjesztolézerek fokuszpontjanak meéreteit, de van ra példa, hogy a
kromatogréfias folt méretét sikeresen csokkentették (elérve ezzel a lézerfékuszban meért
koncentrécio ndvekedeését) [59].

Az elsd Raman spektrometriai méréseket kromatografiés veékonyrétegeken Adams és
munkatarsai végezték Ar-ion lézer hasznalata mellett, és a legkedvezébb esetben 50 pg-os
detektdlas hatart dlapitottak meg [60]. A késbbbi TLC-Raman mérések hasonld eredményt
mutattak [61, 62, 59], mad az FT-Raman spektrométerek bevezetése utan szamos
kutatécsoport Ujra felbecsiite a kromatografias lapokon torténé Raman detektdés
teljesitoképessegét [63-66]. Fredericks és munkatarsai fluoreszcens indikatorral kezelt és
kezeletlen szilika lapon 1évé aromés vegylleteket vizsgatak, és 10 pg-os detektdési hatart
alapitottak meg. A polimer hétlappal rendelkezé TLC lapokrdl ugyanakkor munkguk soran
kiderult, hogy nem haszndhatdak Raman detektalas esetén, mivel a Raman spektrumban az
adott polimerhez rendelheté sdvok egyértelmiilen megjelennek [63]. Everall és munkatarsai
aromas és kettoskotést tartalmazd polimer adalékanyagokat [64], Rau paracetamolt és
szalicilamidot [65], mig Caudin és munakatarsai a kumulalt kettoskotést tartalmazé krocetint
vizsgdtak [66] InGaAs detektorral ellatott FT-Raman spektrométerrel, és rendre 100-200, 40,
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illetve 16.5 nug-nak megfelelé volt az a TLC lapon lévé anyagmennyiség, amelyrol az
azonositas szempontjabol értékelhetd spektrumot kaptak.

A mért Raman intenzitas novelését (s igy a detektalasi hatar csokkenését) a mér emlitett
foltméret-redukalas mellett az Ugynevezett fellleterositett Raman spektroszképiai (SERS)
mérések alkamazasava is € lehet érni. A fellleterdsitett Raman spektroszkopia (SERS =
Surface Enhanced Raman Spectroscopy), ami fémfelllet atal megndvelt Raman szérés
intenzitast mér, az 1970-es évek kdzepén szlletett meg, amikor Fleischmann és munkatarsai
eloszor észlelték, hogy fémfelllettel (elektroddal) érintkezd molekuldkrdl érkezd Raman
szoras intenzitdsa megnovekszik [67]. Késdbb nem csak kilonb6zé anyagi mindsegi
fémelektrodok fellletén, hanem fémszdlok oldataban, valamint hordozoanyag nélkili, vagy
kilonboz6 hordozéanyagokra (valtozatos technikai megoldasokkal) felvitt fém filmrétegek
illetve “szigetek” is alkalmazasra keriiltek [68].

Magat afelllet dtali erosités jelenségét szamos fém felhaszndl dsa soran vizsgaltak (tobbek
kozott: Cu, Ag, Au, Li, Na, K, In, Pt, Rh) [69], s az effektus |étrejottéhez minden esetben
megfeleléen durva’ (megfeleléen kicsiny gorblleti sugart) fellletre, vagy aggregd odott
részecskékre, és az egyedi részecskék/fellleti képzodmeények méretének megfeled
nagysagrendbe esésére (10-100 nm) volt szilkség.

A fellleterosités |étrejottét alapvetden két fobb mechnanizmussal is magyardzzak, de
pontos matematika modell a meért eredmények leirasra még nem sziletett. Az
elektormagneses mechanizmuson alapuld elmélet szerint a gerjeszté fény hatasara egy
fémfellleti tobblet elektromagneses tér indukaddik, mely az eredeti gerjeszté fénnyel egyitt
lép kolcsonhatdsba az adszorbedlddott molekulékkal. Ezen elmélet szerint a tobblet
elektromagneses tér jelenléte miatt ndvekszik meg a szort Raman fény intenzitdsa. A kémiai
mechanizmuson aapulé elmélet szerint a fémfelllet és a molekulak kozott |étrejovo
kemiszorpcio Uj gerjesztett elektronallapotot hoz Iétre a molekulakban, mely rezonanciaban
lesz a gerjeszté fénnyel, azaz rezonancia Raman szoras fog bekovetkezni. Az Uj gerjeszett
alapot |étrejottét tobbféle modon is magyardzzak; gy mint “adatom”-ok |étezése a fellileten,
toltésatmenet a fémfelllet és a molekuldk kozott, illetve lyuk-elektron par kialakulésa [70].
Egyetértés van azonban abban, hogy a Raman szoras intenzitdsdnak megnovekedéséhez

mindkét effektus, az elektromégneses és akémiai is hozzgérul.
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A mért, fellleterositésbsl szarmaztathatd Raman intenzitas jé esetben maximum
10%-10°-szorosa [ 71], specidlis esetekben 10™-10%-szérose is Iehet a konvencidlis médon mért
sot egyedi molekuldk detektdlasara is lehetéség nyilik [72]. Az 1980-as évek végétsl sorra
szilettek meg azok a kozlemények, melyek a felleterositett Raman spektroszkoépiai
detektdlast alkalmaztak kromatografiés vékonyrétegen lévo vegylletek vizsgdlatara, vagy
maganak a TLC-SERS technika lehetésegeinek tanulmanyozasara. Mivel fellleterositett
Raman spektroszkopiai tanulmanyokbdl mar kidertlt, hogy a fémek kozil az ezlist és arany
haszldlata eredményezi a legnagyobb erosités effektust, a TLC-SERS-szel foglalkzo
cikkekben is ezek - de tbbbnyire az ezlist - alkalmazasara kerllt sor. Az ezlist kromatografias
vékonyrétegre torténd felvitelére jellemzéen szol formdban kertilt sor [65, 66, 73-79];
néhanyan magan az adott ezlstvegyllettel &itatott TLC lapon végezték el az ezlistionok elemi
ezustté valo redukcidjéat [80, 81]. Az eziist szolt alkalmazo kdzleményekben vagy a Lee és
Meisdl [82], vagy a Creighton és munkatarsai [83] atal leirt szol készitési procedurét, vagy
ezek kisseé modositott valtozatdt alkalmaztdk; a SERS méréseket pedig néhany esetben a
l&thatd tartomanyban sugarzo Ar' lézerrel ([73], [74], [81]), tobbnyire azonban kozei-IR
gerjesztosugarzast addé NdA:YAG lézerrel felszerelt spektrométerekkel végezték. A
kozlemények minden esetben olyan vegylletek vizsgdatédval foglalkoztak, melyek UV
spektroszkdpiai modszerrel is detektdhatdak, illetve az aromés vagy tdbb konjugalt
kettoskotés jelenléte miatt varhatdan j6 Raman szoro tulgjdonsaggal rendelkeznek.

2.3. A HPLC-IR csatolt technika

Folyadékkromatogréfiasan elvalasztott komponensek IR spektroszképiai detektélasat
eloszor Kizer és munkatérsai mutattak be 1975-ben [84]. Munkguk sorén a legegyszeriibb
Osszekoto elemet haszndltdk a folyadekkromatograf és a FTIR spektorométer on-line
miikodtetéséhez: a kromatogréfbol érkezé folyadékdram egy atfolyds IR cellan keresztil
haladt &, mely cella a spektrométer mintaterében, a fényltban helyezkedett €l.

Kezdetben a legtobb étfolyds cellés LC-IR mérés soran széntetrakloridot (CCly) vagy
tetrahidrofurant (C4HgO) haszndltak eluensként, kihasznalva, hogy a mért spektrumokban igy
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adddott a legkevesebb, eluens jelenlétéhez kotheté abszorbcids sav [84, 4, 85, 86]. Annak a
ténynek kdszonhetéen, hogy ezen eluensek csak a méretkizarasos (SEC) vagy méas néven a
gélpermeacios (GPC) kromatogréfiai eljarasokkal kombinahatéak kompromisszummentesen
- hiszen mint mé& emlitettik: az ilyen kromatogréfias eljardsoknd nem az eluens anyagi
mindsege, hanem a kromatogréfias oszlop tulgjdonsdga szabjdk meg az elvdasztés
hatasossagat -, a GPC-IR csatolt technika viszonylag hamar kommercializal édott [5].

Azokat a vegyuleteket, melyek ho hatasara bomlanak, vagy nem képezheté belolik
hostabil szaramzék - s ezért nem akamasak gazkromatografalasra -, valamint nem felelnek
meg a gélpermeacios kromatografalas nagy molekulatbmeget igényl6 feltételének, tipikusan
valamely folyadékkromatografias eljardssal szokéds elvdlasztani. A HPLC-s djarasok a
megvaldsitas modja szerint lehetnek norma fazisiak (norma phase HPLC, roviden:
NP-HPLC) vagy forditott fazistiak (reversed phase HPLC, réviden: RP-HPLC), ahol az NP ll.
RP elotagok az alkalmazott dldfazis és mozgdfézis egyméshoz viszonyitott polaritasnak
viszonyara utalnak (polarisabb alofazis = NP, polarisabb mozgofazis = RP). A hatékony és
szelektiv elvélasztasok gyakran forditott fazisi HPLC-s elvdasztast igényelnek, ahol a
leggyakrabban alkalmazott poléaris mozgéfazis-sszetevo a viz, igy az afolyods folyadékceellat
alkamazo IR detektdlas - a viz igen erds abszorbcids képessége és széles savja miatt -
kulonésen nagy kihivasnak bizonyult. Kezdetben nem is valalkoztak kozvetlenll a vizes
eluatummal egyditt a celldba érkez6 elvaasztott komponensek IR detektdldséra. Az 1980-as
évek végen Hellgeth és Taylor [87, 88] olyan tanulményokat mutattak be, amelyekben a
kromatogréfias oszloprél lgovo vizes eluatumot egy az oszlop utén elhelyezett T-elemben
CCl,-dal szembe éramoltattak, majd a T-elem harmadik &gan, az ekkor mar az eluatumbol a
CCl4-ba extrahdddott anyagokat is tartalmazd CCls-ot a T-elem utan kotott membrén
fézisszeparatorban véasztottdk szét a vizes fazistol (eluatumtdl). Az elszepardlt CCl, (a
kromatogréfiasan elvalasztott mintdk soréval) aztan a folyadékcellan haladt keresztil.
Ugyanakkor Taylor és munkatérsainak nevéhez flizédnek sorra azok a munkdk is, melyben
atfolyos folyadékcella hasznalata mellett, kizarélag halogénezett szénhidrogéneket (CHCl3;
CDCls; CCly;  1,1,2-triklor-1,2,2-trifluor-etant)  haszndlva  eluensként, NP-HPLC-s
elvaasztdsokat hajtottak vegre. Az emlitett korilmeények kozott aromés, ciklikus szekunder
aminokat [89, 90], fenolokat [89, 91], aromés és diféas szénhidrogéneket [92], valamint
heterociklusos nitrogén tartalmi vegylleteket véasztottak e [93]. A halogénezett
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szénhidrogének kizérdlagos haszndlata (eluensként) azonban a véaszthaté kromatogréfias
paraméterek (s igy az elvllasztandd vegyiletek kdrének) nagymértékili szikitését jelenti, és
kromatogréfias szemponbdl kompromisszumos megoldast jelent. A legutébbi évekig
-vaészinileg annak kodszonhetéen, hogy spektroszkopiai szemszogbol — optimalt
korulmeényeket igyekeztek fenntartani - egyetlenegy tanulmany sem sziletett, mely &tfolyos
folyadékcell& haszndlva az NP-HPLC-s elvdlasztas soran, a szokvanyos normd fézisu
HPL C-s mozgofézisokat tesztelte vagy akalmazta volna.

A kromatogréfias eluensek szabad véasztasdnak lehetoségét kivantdk az irodalomban
tobbnyire oldoszereliminacios eljarasoknak nevezett maodszerek megoldani, noha
kromatogréfias szemszogbol ezek gyakran igy is kompromisszumokat kovetelnek. Az
oldoszereliminacio valéjadban a kromatogréfias egyseg utani, de még az IR detektdlas elotti
eluenseltavolitést jelent. Az eluens fizika eltévolitasanak aapjd a HPLC késziilék és az IR
spektrométer kozotti 6sszekoté elemek (interface-ek) tobbségénél az elparologtatés adja, s az
elparologtatés hatékonysaganak novelése érdekében jottek Iétre kilonbdzé elveken mitkodos
interface-ek.

Griffiths és munkatérsainak nevéhez flizddik az elsd oldoszereliminécios elven mikddo
interface létrehozésa [94]. Az interface nem volt més, mint egy flt6szallal fatott vertikdlisan
elhelyezett cst, melybe a kromatografbdl érkezé folyadék és mellette N, aram érkezett
porlasztas céljabol. A cso ajan egy forgathatd egysegen KCl port récsozaton tartd csészék
helyezkedtek el, melyekre mar az olddszer 90%-anak eltavolitasa utani folyadékcseppek
érkeztek (1. pozicid). A tovébbi eluenseltévolitést a csészék aljanak irdnydbdl N, &flavatéssal
igyekeztek elérni aforgathato egység masodik fix pozicioba torténo alitasaval, majd DRIFTS
meéréstechnikét alkalmaztak tovébbi elforgatas utan egy harmadik fix poziciond. A kisebb
amérojti, nem analitikai kromatografias oszlopok esetében, - a kisebb aramlési sebesség
miatt -, elhagyhato volt az interface cso egysége, s az eluatum kozvetlenll (a kisebb amérojii)
cseszékbe volt gytjthetd [95]. Az ilyen tipust 6sszekdts elemek azonban nem voltak képesek
hatékonyan eltévolitani a viztartalmu eluenseket. Kalasinsky ezért hasonl6 elredezésben, de
meég a fitott csé el6tt 2,2’-dimetoxipropannal reagdtatta a vizes eluenst, s az igy acetonnd és
metanoll4 atalakult termékek mar sikeresen elparologtathatdéak voltak a csoben [96]. Mivel
azonban egyrészt a csészék Ujratdltését idoigényesnek taldltdk, mésrészt a detektdés
hatekonysadgat erésen befolydsolni tudta a poritott KCI (vagy KBr) fellletének
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egyenletlensége, ezért hamarosan sikfeliletit KCI (vagy KBr) lapokra kezdték € gyijteni az
elvaasztott komponenseket, amelyekkel mar transzmisszids méréseket végezhettek. Jinno és
munkatarsai ezen tulmenden, azért, hogy kikiszobdljék a (relative) nagy mennyiségi eluens
elparologtatésénak problémajét, az analikikai oszlopok helyett kisebb belsd ameéroji
kromatogréfias oszlopokat kezdtek el haszndlni [97], majd ugyano, Fujimotoval egyltt avizes
eluensek haszndlatét is lehetove téve, rozsdamentes acélhdlora gyijtottek a mintdkat [98]. Ez
utdbbi azonban az eludtum Osszetételétol flggoen spektrdlis anomaliakat okozott a
transzmissziés IR spektrumban, mig a kisebb &mér6jii oszlopok haszndlata mellett, a jo
min6ségi IR spetkrum nyeréséhez gyakran az oszlop kapacitasdhoz viszonyitottan
val 6szertitlenll nagy mintakoncentérciok injektaldséra volt szikség.

Az igazan hatékony eluenselimindlas megval sitésara azonban olyan interface kial akitasara
volt és van igéeny, mely egyrészt a kromatografalas altal megkdvetelt aramlés sebesség
mellett képes mind a normd fézisi, mind a forditott fazisi, tébbnyire vizet is tartalmazo
eluensek eltavolitésdt megval dsitani, méasrészt a mintak adott fellleten torténd depozicidjakor
képes biztositani, hogy azok szétterilése megfeléen kicsiny (az IR sugér fellleti
keresztmetszeténé kisebb vagy egyenl6) legyen a megfelel6 IR detektdlas és spektrumnyerés
éredkében.

Osszességében, a fentiekben mér részletezett korai modszerek megjelenése utéan, 5-féle
el uenseliminaci s technika bemutatasara kertilt sor napjainkig. Az Ugynevezett ThermoSpray,
pneumatikus és ultrahangos 0Osszekotd elemeken kividl - melyek mindegyike az eluens
eltavolitasat részben azok elpérologtatasaval oldja meg - az ElectroSpray, valamint az LC-MS
techikébol avett részecskesugar elven miikddoeket mutatték be. Somsen és munkatarsai
attekinté tanulmanyukban [99] részletesen irnak a mikodés elvekrél, valamint az
alkalmazasokrdl. Munkgukbdl (valamint az 1998-2004. julius koz6tti irodalmi adatokbdl) az
is kidertl, hogy napjainkig csak egyetlen egy cikk jelent meg [100], mely HPLC-IR
interface-ként ElectroSpray-t alkalmazott. Bar a részecskesugar elven mikddo interface mind
a szerves, mind a vizes (s6t a pusztan vizet tartalmazd) elunesek eltévolitasaban a legjobb
hatékonysagunak mutatkozott, eddig még nem oldottak meg a mintakomponensek folyamatos
gyljtését, vagyis csak off-line médon Uzemeltethetd. A tobbi (héhatést is felhaszndlo)
interface ataldnos haszndlaténak korlatozo tényezoje, hogy az alkalmazni kivant eluensné
csak kevesbe illékony vegylletek elvalasztasat lehet kivitelezni, az elvdasztando (valos
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életbol szarmazd, ismeretlen) vegylletek termikus degradaciot szenvedhetnek, valamint az
eluens hatékony elimindladsa csak meghatarozott (a kromatogréfiailag optimalisnd kisebb)
aramlés sebesség mellett lehetséges. Mindezek &dtal a kromatogréfiasan megval Gsithatd
elvilasztas feladatok kore sziikil.

Mig az Un. ThermoSpray interface az eluens eltavolitésa érdekében az oszloprdl érkezd
folyadékot egyszeriien egy fltoszallal felfiitott tovabbi csbovon keresztil engedi &, (mely
csobol elvileg csak az elvaasztott mintakomponensek kerllnek porlasztassal egy adott IR
médiumra), a pneumatikus elven mikddo dsszekotd elem a porlasztési funkciot He vagy N»
gaz nagy sebességged torténd bevezetésével oldja meg. Gagel és Biemann fiitltt N, gaz
alkalmazasaval novelte a pneumatikus interface hatékonyégét [101], s az 6 interface-Uk elve
alapjan készilt el a kereskedelemben is kaphaté an. LC-Transform késziilék [102]. E készilék
csupan annyiban tér el a Gagel és Biemann féle megoldéstdl, hogy a pneumatikus elven tul a
ThermoSpray-tipust dsszekdto elemeknél haszndlt fiitoszal beépitésére is sor kerdilt, valamint
az elvdasztott komponensek nem a reflexios méréseket lehetové tevo tukrozo fellletre
kertlnek, hanem egy aulrdl auminiummal fedett Ge lapra (Mivel az ilyen szubsztrét
alkalmazasakor a fény transzmisszidja és reflexioja is megtorténik, ezt a mérési maédot
transzflexionak nevezték el.)

A termikus degradacio esélyét csokkenti az a mésik kereskedelmi készilék, melyet
“Infrared Chromatograph” vagy IRC néven neveznek [103]. Az IRC-ben nincs fiitoszdl,
viszont van helyette egy vakuumkamra. E készilék tovabbi jellemzoje, hogy a pneumatikus
egységen tulmendéen egy ultrahangozo egység is segiti a porlasztast és az eluens elimina asit;
amozgb ZnSe lapra gyijtott komponensekrol pedig fokuszalt IR sugér segitsegével, vagyis IR
mikorszkoppal veszik fel a spektrumokat. E két késziléket azonban még nem haszndjak a
kutatasban elég elterjedten, s igy igen kevés cikk jelenhetett meg [LC-Transform: 104-107;
IRC: 108-111], melyek aapjan érdemeik/teljesitoképessegik egyértelmien megdllapithatd
lenne. Kiterjedt irodalma inkdbb a hazi készitési és fejlesztésii Osszekoté elemeknek van.
Somsen és munkatérsainak osszefoglald cikke [99] ezzel kapcsolatosan megjegyzi: a legtébb
(eluenseliminécios) HPLC-IR interface-t eddig sajinos csak a készitoik haszndték, s nagyon
kevés olyan publikacié jelent meg, mely a valos élethdl sz&rmazé probléméra akamazta
volnaa HPLC-IR miszert.
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Az irodami adatok &ttekintése vildgosan megmutatja, hogy - bar a HPLC-IR
miiszeregylittes kétféle miikodtetés elve azonos évtizedben kerllt bemutatdsra - az
oldoszereliminacios technikak jelentés felodésen mentek keresztil mindeddig. Ennek
nyilvanvalé oka - ahogyan az varhato is volt - az, hogy a mozgo fézis erés abszorbcidja az
afolyos folyadékcellaval megvaldsitott mérések |ehetdségeinek o korlaozo tényezojének
bizonyult, mind az azonositas, mind a detektdlds hatart tekintve. S bar tobb éttekintod
tanulmany is megjelent mostanaban, melyek mind a két megkdzelitést részletesen térgyaljék
[99, 112-114], ezek egyike sem idéz olyan cikkeket, melyek alapjan vilagosan kideriine:
mekkorais az a jellemz6 detektdlasi (ill. azonositasi) hatar, amely a folyadékcellaval elérhetd
(analitikai oszlopot hasznalva az elvalasztas soran).

Végul megjegyzendd, hogy a folyadékcellas mérések esetében a mobilfazisként oly sokaig
elkerllt viz, vagy vizes eluensek kodzvetlen haszndlata ma mé&r szintén nem lehetetlen; az
utobbi években erre mutatnak ra Lendl és munkatérsainak munka kilonb6z6 kromatografiés
rendszerekben [115-118]. Vagyis a modszer bemutatasa utan tobb évtizeddel, a NP-HPLC-s
feladatokon kivil esé problémak folyadékcellas IR detektalasi |ehetoségeinek feltérképezése
ésfejlesztése is elkezdodott.

3. Célkitiizés

A rezgési spektroszképiai és kromatogréfiai mddszerek kapcsolatanak két terlletén
kivantunk kutatasokat végezni, mégpedig a vékonyrétegkromatogréfia (TLC) és Raman
spektroszkopia kapcsolata terlletén, valamint az &tfolyos folyadékcellaval Osszekotott
HPLC-FTIR modszer tertletén.

A TLC-Raman, illetve TLC-SERS méréseink vizsgdandé vegylleteiként
L-a-aminosavakat vélasztottunk. Ezek keverékének elvélasztasa és azonositasa gyakori
feladat a biokémidban, és figyelembe véve, hogy ezen vegylletek nem illé&konyak, a
vekonyrétegkromatografia, mint gyors és egyszeri moédszer akalmazdsa szdba johet.
Ugyanakkor mivel ezek a vegyuletek (szarmazékképzés nélkil) nem UV-aktivak, a standard
UV detektdlds helyett valamilyen rezgési spektroszkoépiai (vagy mas azonositasra alkalmas)

detektdlas moédszerre van szilkség. S minthogy az irodalomi adatokbdl mér kidertilt: a
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mintakomponensek kozvetlen TLC lapon torténé IR spektorszkdpiai (DRIFTS vagy
fotoakusztikus) mérése tobb problématdl is szenved (s emiatt érdemes az ilyen méréseket
inkdbb nem a TLC lapon elvégezni), a kdzvetlen TLC lapon tdrténé Raman spektroszkopiai
detektdlas lehetosegek feltérképezését idoszertinek véltik. Annd is inkdbb, mivel az
iroddomban pl. némi vita, illetve zavar van a tekintetben, hogy milyen hullamhosszi
gerjesztolézerrel célszeri a TLC-Raman méréseket végezni. Kowaik és munkatarsa
ismétlodoen a “nagy energidu Nd:YAG lézer” haszndata ellen hivjék fel a figyelmet [119,
120] (az @&taluk vizsgdt TLC lapok szerves ligandumainak részleges bomlésa miatt),
mikozben tobbek kozott Everall és munkatérsai is arra figyelmeztetnek, hogy a TLC foltok
esetében a lézer dta indukat mintadegradacio és fluoreszencia elkerlilése a legfobb elénye a
NIR Iézeres gerjesztéssel vegzett FT-Raman spektroszkopiai méréseknek [64].

Vizsgdataink sordn néhany TLC lap akamazhatosagét is megvizsgdltunk. E lapok
kivllasztasand egyrészt igyekeztiink olyan vékonyrétegeket valasztani, melyek varhatoan kis
hattérszoréssal jarulnak majd hozza az aminosavmintdk TLC foltjainak spektrumaihoz,
masrészt egy (a forgamazd atal) kimondottan TLC-Raman mérésre szant TLC lap is
kivilasztasra kerllt. Ezeket a vékonyrétegeket NIR gerjesztésii FT-Raman és 3 kiilonbdzo
l&thatd hullamhosszon torténé gerjesztés mellett Raman mikroszképiai mérések ala vetettik.
Célunk ezzel az volt, hogy megdllapithassuk, melyik az a gerjesztolézer, ill. melyik az a TLC
lap és gerjesztolézer parositds, melynek akalmazdsa a TLC-Raman mérési céloknak
leginkdbb megfelel (legkisebb hattérszorszoras és fluoreszcenciamentesseg szempontjabadl).
Ezek utdn kerllt sor az amionsavaknak a megfel6 TLC lapra torténd felvitélére, és a
kilonbdzo gerjesztolézerek alkalmazasa melletti TL C-Raman mérésekre.

Céljaink kozott szerepelt az is, hogy kivAlasszuk azokat a korilményeket, melyek lehetove
teszik a TLC foltok fellletergsitett Raman spektroszkopiai (SERS) mérését, és megvizsga juk
a fellleti erosités (vagyis a kapott Raman savok intenzitasndvekedésének) gerjeszts

hull&mhossztdl val 6 fliggéset.

Bé& az atfolyds folyadékcellas HPLC-FTIR mérési technikdt ugyanabban az évtizedben
mutattédk be, mint az eluenseliminécios technikd, csak az utdbbi fejlesztésére és
optimalizaléséra forditottak nagy figyelmet. A folyadékcells technika esetében a mozgo fazis

erés (vagyis az elvaasztott komponens abszorbcigjdhoz viszonyitottan erés) abszorbcios
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savjaihoz kothetd problémanak a megoldasaval gyakorlatilag nem foglalkoztak. Az eltelt
évtizedek alatt azonban az FTIR méréstechnika jelentdsen fejlodétt, épp ezért célunk részben
a jelenlegi lehetoségek kiértékelése volt a rendelkezésiinkre al6 nagy sebességi, nagy
érzékenysegii.  FTIR  készilékkel kialakitott HPLC-FTIR miiszeregylttes kapcsan.
Mindemellett az eddig megjelent cikkek - melyek folyadékcelldval megvaldsitott normal
fézisi HPLC-FTIR modszert alkalmaztak - csakis olyan prébakozasokat mutattak be, melyek
soran IR-kompatibilis oldoszereket (mozgo fazisokat) hasznaltak. Méasik célunk ezért olyan
NP-HPLC-FTIR mérések kivitelezése volt, amelyeknél a NP-HPLC-s elvaasztasokkor
megszokott, konvenciondlisan hasznalt kromatogréfias mobilféaziskeverékeket haszndlunk.
Masrészt, bar szamos Osszefoglald tanulmény |étezik, mely mindkét HPLC-IR mérési méd
irodamat targyalja [99, 112-114], ezek egyike sem idéz olyan cikkeket, melyek alpjan
vildgosan kiderllne: mekkora is az a jellemz6 detektalas illetve azonositas hatér, amely
analitikai kromatogréfias oszlop hasznalata mellett folyadékcellaval (eluenseliminaas nélkdil)
elérhet. Vagyis egy gyakorlati szempontbdl fontos elvdasztandd vegytletkeverék
elvalasztdsa sordn, a tipikus kromatogréfiass mozgofézis-keverékek hasznalata mellett, az
elérheto detektdlasi és azonositasi hatarokat is meg kivantuk dlapitani.

A fent részletezett mérési moddal gyakorlatilag felvalaljuk a mozgd fazis abszorcids
savjaibol eredd problémékat. Munkank egy masik szakaszdban igyekeztiink olyan potencidlis
megoldasokat talani, felvazolni, melyek részletes kidolgozasa valdéban megoldhatja ezt a
problémét (Id. az 5. fejezetet). Ezek kozll az a kemometriai mddszer, mely a HPLC-FTIR
meérésekbol sz&rmazd sorozatspektrumokat haszélja fel kiinduldsi adathalmaznak, és
végeredmenyidl (tObbek kozott) az elvdlasztott egyedi komponensek (eluensmentes)
spektrumat adja meg, jelenleg fejlesztés alatt al.
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4. TLC-Raman és TL C-SERS vizsgalatok

4.1. TLC-Raman és TL C-SERS mérések kisérleti médszer el

4.1.1. Fehasznalt anyagok és mintakészités

Harom kilonbdzé tipust, aluminium hétlappal elldott kromatogréafias vékonyréteg
tesztelésére kertilt sor a konvenciondis Raman mérések soran torténd hasznalat céljabdl:
a) Kieselgel 60 szilikalap (Merck, cikkszam: 1.05553, 0.2 mm rétegvastagsag);
b) S 60 F.s4 Raman szilikalap (Merck, cikkszam: 1.05543, 0.1 mm rétegvastagsag);
c) Aluminium Oxide 60 Fus4 neutralis, E tipusi (Merck, cikkszam: 5550, 0.1 mm
rétegvastagsag).
A két utébbi TLC lap a vékonyrétegkromatografiasan elvdasztott anyagok vizualizaasara

Fas4 jelii, fluoreszcens adalékot is tartalmaz.

A vizsgdatra kivaasztott hét esszencidlis aminosav, a glicin, vamint az alanin, valin,
szerin, prolin, hidroxi-prolin és fenildanin L-a forma “alt.” minéségi kereskedelmi
termékek voltak (Reanal Rt., Budapest), és tovabbi tisztitds nélkil kerliltek felhaszndlasra. A
mintak 150 pg-nyi mennyiségben, vizes oldatukbdl felcseppentéssel kertiltek a TLC lapokra,
majd az igy kialakult kb. 4 mm améroji foltokat a Raman mérések elstt UV-lampa alatt
szaritottuk meg. A TLC lapokbdl a mintafoltot tartalmazo, kb. 1010 mm-es darabokat vagtunk
ki, majd ezeket a lézernyaldb fékuszaba helyezve, a Raman méréseket 180°—0s szOras
geometria mellett végeztik el.

Osszehasonlitasi célbol, az emlitett aminiosavak spektrumét szilard (por) és vizes oldat
formaban is megmeértik, ahol a vizes oldatok koncetraciéi az egyes aminosavak
oldhatosaganak feleltek meg.

A SERS mérések soran Lee és Meisel modszerének [82] egy modositott valtozata szerint

elodlitott Ag-szolt hasznaltunk [76]. A szolt haszldat el6tt 20 masodpercig ultrahangoztuk,
majd 5 ul-nyi mennyiséget cstppentettiink a mintafoltokra. Az igy elkészitett minték SERS
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mérését nedvesen (a nedvesen taras érdekében a hosszabb idejii mérések esetén lveg
fedolappal |letakarva), és szaradas utén is elvégeztik.

Az Ag-szol aktivitasanak (a fellleterositési  effektus jelenlétének) teszteléséhez
p-dimetilamino-benzilidén-rodanint (Rodanin-t) haszndtunk, melybél 5 pg-nyi mennyiseg

felvitele kortibel il 28 mm? —es mintafoltot eredményezett a TLC lapon.
4.1.2. Miiszerek és mérési paraméterek

Mind a Raman, mind a SERS méréseket két kulonbozé tipusi Raman spektromeéterrel
végeztik.

Az 1064 nm-en emittdl0 Nd:YAG lézerrel (Spectra Physics FC-106VN) és cseppfolyds

nitrogénnel hiitétt Ge-detektorral felszerelt Nicolet Raman 950 FT spektrométerrel torténd
mérések soran az aldbbi mérési paramétereket alkal maztuk:
Az 6sszes spektrum 4 cm™—es felbontéssal késziilt; a digitdlisan regisztrélt nyers spektrumokat
pedig utélag a miszer véaszfuggvényéve korrigdlituk, hogy azok mas készillékeken felvett
spektrumokkal is dsszehasonlithatdak legyenek. A szilard halmazallapott aminosavak Raman
meérésekor 512 scan akkumuldasara és 320 mW |ézerteljesitmeény alkalmazasara kerllt sor,
mig a vizes oldatok méréset 1024 scan és 500 mW |ézerteljesitmeny mellett végeztik el. A
TLC lapokon lévé mintafoltok mérése soran 1024 scan é€s 420 mW |ézerteljesitmenyt
alkalmaztunk. A SERS méréseknédl 240 mW-ot és 256 scan-t alkalmaztunk a Rodanin,
valamint a szaraz aminosav mintafoltok esetében, mig az Ag-szolla impregndlt nedves
mintéknal (az el szenesedés veszélye miatt) 45 mW-ra csokkentettik a lézerteljesitmeényt.

A tobbcsatornas CCD detektorral, kétféle diffrakciés raccsal (1800 és 950 gr. mm™) és 3
kulonbdzo gerjesztolézerrel felszerelt Jobin Yvon LabRAM 300-as diszperziv mikro-Raman
spektrométerrel az aldbbi paraméterek mellett végeztik méréseinket:

A kulon megemlitett eseteket kivéve, daldban 100-szoros nagyitési mikroszkopobjektivet
hasznaltunk arra, hogy a minéra fokuszajuk az éppen alkalmazott |ézersugarat. A hasznélt
gerjesztolézerek: frekvencia kett6zott Nd: Y AG lézer (532 nm, 11 mW kimeneti teljesitmény),
He-Ne lézer (633 nm, 8 mW), és didda lézer (785 nm, 6.5 mW). A lézersugar mintéra esd

,,,,,

detektorelemek dltal lefedett minden egyes spektralis tartoméanyban 2 < 5 -t6l 2 x 300 masodpercig
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valtoztak. A spektrdis felbontas a hulldmhossz fliggvényében vdtozott, de tipikusan 3
cm™-nél kisebb volt az 1800 gr. mm™ -es récs és az 532 nm-es |ézersugér egyiittes hasznélata
mel | ett.

4.2. TLC-Raman és TL C-SERS vizsgélatok eredményeinek téargyalasa

421. TLC lapok Raman szorasanak vizsgalata Kkulénbozé gerjesztélézerek

alkalmazasa mellett

Azok a TLC lapok, melyek szerves Osszetételiiek vagy kémiailag Kkotott szerves
ligandumot taralmaznak, véarhatéan kevésbé akamasak a kozvetlenil TLC lapon torténd
minték mérésére. Mivel Everal és munkatérsai mér bemutattak, hogy a celluléz és poliamid-
alapu vekonyrétegeknek erés Raman spektrumuk van [64], ennek figyelembevételével
valasztottuk ki az egyszerti sziliciumoxid (késobbiekben: szilika) és aluminiumoxid aapu
TLC lapokat, mig a HPTLC-Raman lap vizsgdlatra torténé kivllasztésdt az indokolta, hogy
azt kereskedelmileg kimondottan FT-Raman vizsgdlatokhoz ajanlotték.

Mielott a mintafoltjaink mérésére sort keritettlink volna, megvizsgdtuk a kivalasztott Ures
TLC lapok Raman szorasat (hattérszorast). A szilika lap (Kieselgel 60), a HPTLC-Raman lap
(S 60 Fzss Raman) és az aluminiumoxid lap (Aluminium Oxide 60 Fus4) kiilonbdzo
gerjesztolézerek alkamazésa mellett kapott Raman spektrumait az 1-3. abrak tartalmazzak.
Az 532, 633 és 785 nm-es gerjesztolézerrel mért spektrumok ugyanakkora integréasi ido
(2 x 30 s) mellett késziiltek, mig a FT-Raman spektrumok mérése olyan mérési paraméterek
(scan-ek szama, lézerteljesitmény, stb.) mellett tortént, hogy az €l6z6 spektrumokkal
Osszemérhet6 jel/za) aranyt kapjunk.

Az esb fontos megfigyelés, hogy a TLC lapok hattérszorasa rendkivil erésen fligg a
gerjeszté |ézersugér hullamhosszétol. A Kieselgel 60 az 532 nm-es zdld lézerrel tortend
gerjesztése (Va. &ora) egy nagyon erds, folyamatos és a teljes spektrumra kiterjedd
fluoreszcencié ad, mely varhatdan elnyomné mintaink tiszta rezgési atmeneteibdl szarmazé
Raman jeleit. A 633 nm-es voros lézerrel (1/b. dbra) a fluoreszcencia még mindig erés, de a
szilika és a kdtbanyag Raman jellegzetessegei (melyek nagyon hasonlitanak az Everall és
munkatérsai &tal kozoltekhez [64]), 500, 800, 980, és 2900 cm™ kérnyékén szintén
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megfigyelhetéek. Ez az erds héttérszoras barmely vizsgdlandé minta atfedé gyenge Raman
vonaainak vizsgdlata szamara kedvezotlen feltételeket teremt. Az 1/c. és 1/d. abrdk azt
mutatjak meg, hogy e héttérfluoreszcencia a két NIR |ézerrel torténé méréskor (785 nm és
1064 nm) szinte teljesen hidnyzik; ezek a lézerek emiatt sokka megfelelobbek a
vékonyrétegen adszorbedlddott mintavegylletek (és dtaldban az anyagok) Raman
spektrumainak detektal éséra.
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1. dbra. Hattérszéras a Raman spektrumban a Kieselgel 60 TLC laprdl: (a) 532 nm (D1
sziirg), (b) 633 nm, (c) 785 nm, (d) 1064 nm hullamhosszl gerjesztolézerrel

A hattérfluoreszcenciara vonatkozdan hasonl6 trend figyelheté meg a HPTLC-Raman lap
esetén (2. abra), néhdny figyelemre métod kilonbséggel. Az 532 nm-es gerjesztolézer
kivételével minden méas esetben szamos keskeny Raman vona jelenik meg 280, 354, 423,
492, 552, és 920 cm’ kozelében, melyek feltételezhetéen az ezt a lapot alkotod, sokkal
szabdlyosabb gombszeri szilika részecskék Osszetartdsa végett nagyobb mennyiségben
jelenlévd kotbanyaghoz rendelhetbek. Mig e jellegzetes savok nem bukkannak fel az
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532 nm-es gerjesztéssel készitett spektrumban, addig azok meglepéen erések (kildndsen 492,
978 és 2930 cm™*-ndl) a 633 nm-es vords gerjesztévona alkalmazésa mellett (szemben az
1064 nm-rel és 785 nm-rel kapott spektrumbeliekhez). Ez a szelektiv intenzitasvatozés felveti
a kérdést, hogy vaon e savok esetleg nem vaamiféle rezonancia tipusi erosités
kovetkezmeényei-e. A jellegzetes sdvok az 1064 nm-es besugarzés altal kapott spektrum (2/d.
dbra) 1200 cm™ aatti tartoménydban (ahol a legkisebb a héttérszoras) léthatdak a
leghatérozattabban. Ebben a spektrumban 1200 cm™ felett, egészen kb 3200 cm™-ig ismét egy
intenziv, ismeretlen eredetli fluoreszcencia-szerti hattér jelenik meg. Mindent egybevetve, a
fent térgyalt megfigyelések az Un. HPTLC-Raman réteget kevésbé teszik vonzdva a Raman

spektrometrial vizsgaatok szamara, 0sszevetve az €l6z6 szilika réteggel .
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2. dbra. Héttérszoras a Raman spektrumban a S 60 F,s4s Raman TLC lapral: (a) 532 nm (D1
sziird), (b) 633 nm, (c) 785 nm, (d) 1064 nm hullamhossz( gerjesztolézerrel
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Osszehasonlitva az €6z6 két TLC lappal, az aluminiumoxid lap (melynek a spektrumait a
3. doran tlntettik fel) adja a legerésebb, azaz legkevéshé elfogadhatd héttérszorast. A szorés
rendkivil intenziv maradt a teljes hasznos Stokes-szérasi spektrumtartomanyban, még az 1064
nm-es NIR gerjesztés esetén is (3/c. abra), ami véarhatd volt az aluminérdl publikdlt Raman
tanulmanyok alapjan [121, 122], s ami eleve kizarja e vékonyréteget a Raman alkalmazasok
korébol.
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3. dbra. Hattérszoras a Raman spektrumban az Aluminium Oxide 60 Fasq TLC laprdl: (a) 532
nm (D1 sziir6), (b) 633 nm, (c) 785 nm, (d) 1064 nm hulldmhosszu gerjeszto |ézerrel

A fent leirt referenciameérések azt jelzik, hogy a héttérzavaras az egyszerii Kieselgel 60 lap
esetében, az 1064 vagy 785 nm-es NIR gerjesztolézerek hasznaatéval alegkisebb, mely igy a
TLC mintafoltok “in situ” azonositasra a legjobb v asztas.
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4.2.2. A szilika TLC lapon Iévé aminosav foltok Raman szorasanak vizsgalata

A Kieselgel 60-on adszorbedlddott hét esszencidlis amionsav (Gly, L-Ala, L-Val, L-Ser,
L-Pro, L-HO-Pro, és L-Phe) konvenciondis Raman spektrumd az 1064 nm-es
gerjesztolézerrel (a FT-Raman keészilékkel) vettik fel, mig a Gly és L-Phe-t az 532 és 633
nm-es gerjesztélézerekkel (a diszperzive Raman mikroszképpal) is tanulményoztuk. A
kllonbdzo gerjesztolézerek haszndata nagyon kilonb6zé mindségi és informaciotartalma
spektrumokat eredmeényezett, a héttérszords szintjétél és az adott aminosav szérés
tulgjdonsagatdl figgoen. A Gly és L-Phe esetében kapott spektrumokat a 4. és 5. dbra mutatja.
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4. dbra. A Kieselgel 60-on lévé Gly (150 ug/folt, 4 mm folt&mérs) nyers Raman spektrumai:
(@) 532 nm, (b) 633 nm, (c) 1064 nm hulldmhossz( gerjeszt6lézer esetén
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5. &bra. A Kieselgel 60-on 1évo L-Phe (150 pg/folt, 4 mm foltatrmérd) nyers Raman
spektrumai: (@) 532 nm, (b) 633 nm, (c) 1064 nm hullamhossz( gerjesztslézer esetén

Az 532 nm-es gerjesztolézerrel csak a legerdsebb Gly savok bukkantak fel az intenziv
fluoreszcencia héttéren (892, 1320, 1410, és 2960 cm™-nédl), alig meghaladva a zaj szintjét
(Id. 4/a. dbrét), mig ahelyzet az L-Phe esetében némileg jobb (Id. 5/a. dbrét), kdszénhetéen az
L-Phe er6sebb Raman szérasi tulgdonsaganak. A 633 nm-es gerjesztés hatérozottan jobban
miikodik (5-10 —szeres jel/zg) ardny ndvekedést eredményezve, |d. a4/b. és5/b. &orét), mig az
1064 nm-rel kapott FT-Raman spektrum mindkét esetben nyilvanval 6an kival 6. E spektrumok
jelentésen nagyobb jel/zag) ardnyt, jobb spektralis kontrasztot és részl etességet mutatnak.

A 6. dbra a hét vizsgalt aminosav szilika TLC lapon |évoé foltjairdl felvett nyers (korrigdlas
nékuli) NIR FT-Raman spektrumokat mutat be. E spektrumok a Raman szérés
keresztmetszet-beli  kilonbségeket demonstraljak, ami annyit jelent, hogy az azonos
mennyiségii aminosavak kUlbénbdzé szorasi  intenzitést és  spektrdlis  mindséget
eredmenyeznek.
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6. dbra. A Kieselgel 60 TLC lapon adszorbedddott aminosavak (150 npg/folt, 4 mm
foltatrmeér6) nyers FT-Raman spektrumai: (a) Gly, (b) L-Ala, (¢) L-Ser, (d) L-Val, (e) L-Pro,
(f) L-HO-Pro, (g) L-Phe. (Mérési korilmények: 1064 nm-es gerjesztés, 420 mw
|ézerteljesitmény, 1024 akkumuldlt scan, 4 cm™* spektrélis felbontés, miiszerfiiggvénnyel val6
korrekcio nélkul)

Mig a Gly, L-Ala, L-Pro, L-HO-Pro és L-Phe karakterisztikus spektralis sgjatsagai jol
megfigyelhetéek voltak, addig azt L-Val és L-Ser spektrumai (Id. a 6/c. és 6/d. spektrumokat)
kevésbé voltak kifejezéek és sokkal nehezebben voltak azonosithatdéak. Ennek kovetkeztében
az utébbi két esetben, a TLC lap hattérszorasanak interaktiv spektrdis kivonasa utan eros
digitdlis simitast kellett alkalmaznunk ahhoz, hogy elfogadhaté Raman spektrumokat kapjunk.
(Az L-Ser és L-Va spektruma 25-pontos simitast igényelt, mig a tébbi spektrumot 9-pontos
simitasnak vetettiik ala) Az adszorbed 6dott aminosavak hattérkivonas, alapvonalkorrekcio és
digitdlis simitas utan kapott spektrumait (az 1800 cm™ alatti tartoméanyban) a 7. dbra mutatja
be.
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7. dbra. A Kieselgel 60 TLC lapon adszorbedlddott aminosavak FT-Raman spektrumai
miiszerfiggvénnyel vald korrekcio, héttérkivonas, aapvonakorrekcié és digitdlis simités
utan: (a) Gly, (b) L-Ala, (c) L-Ser, (d) L-Val, (e) L-Pro, (f) L-HO-Pro, (g) L-Phe

A vizsgdlt aminosavak tobbsegéné hasonl o jellegzetes spektralis médosul asokat figyeltiink
meg. Ezeket az L-Pro példgan a 8. dbran figyelhetjik meg, dsszehasonlitvaa TLC lapon |évd
minta FT-Raman spektrumét (8/a) a tiszta kristdlyos minta poritott formdban megmért
spektrumaval  (8/c.). Nyilvanvaléan l|aszik, hogy az adszorbci6 a Raman savok
hullamszameltol 6dasét, kifejezett szélesedését (és esetleges Osszeolvadését), valamint azok
relativ intenzitdsainak megvéltozasat eredményezi. Nevezetesen, az 1390-1460 cm’
tartomanyban taldt v.CO, savok erdsddtek meg figyelemreméltdan (2-3-szorosan) a tébbi
sivhoz képest. A vétozasok azt jelezték, hogy bar minden termindlis atom (a NHy', CO, és
meég a CHy csoportoké is) kdlcsonhatnak a felllettel igy vagy Ugy, alegerésebb kolcsonhatés
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az ikerionos molekuldk karboxilat-csoportja és feltehetéen a kromatogréfids lap

szilanol-csoportjai kozott 1épnek fel.
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8. dbra. Az L-Pro FT-Raman spektrumai: (a) Kiesegel 60-on (ugyanazok a korrekcidk, mint a
7. &oran), (b) vizben (aviz héttérszorasanak kivonésa utén), (c) kristdlyos porkent

Az L-Pro és L-HO-Pro ergsen étfedo és széles savjainak tanulmanyozasa soran ezek vizes
oldatainak Raman spektrumaira [123] terel6dott a figyelmink, melyek figyelemre méltéan
hasonl6aknak tiintek azokhoz a spektrumokhoz, melyeket a TLC foltokrdl kaptunk. Ezek utan
felvettik a kérdéses komponensek vizes oldatainak FT-Raman spektrumait, és kiderllt, hogy e
hasonl6sdg minden esetben jelen van. (Tovabbi két példat a 9. és 10. dbrdk mutatnak be.)
Mivel kdlcsdnhatas az oldott anyag és az oldoszer kozott csak a viz OH-csoportjaival johet
létre a vizben, hasonlo kolcsonhatasnak kell jelen lennie a TLC lap fellletén is, melyben
val6sziniileg szerepet jatszanak a szilikafellletén taldhatd szilanol OH-csoprotok is.
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9. abra. A Gly FT-Raman spektrumai: (a) Kiesegel 60-on (héttérkivonas, alapvonalkorrekcio
és digitdlis simitas utan), (b) vizben (a viz hattérszérésanak kivonasa utan), (c) kristdyos
porként
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10. &bra. Az L-Ser FT-Raman spektrumai: (@) Kiesegel 60-on (héttérkivonds,
alapvonakorrekcio és digitdlis simitas utan), (b) vizben (a viz héttérszérédsanak kivonasa
utan), (c) kristalyos porként
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A spektralis valtozasok ellenére, szamitdgépes spektrumkereséssel - akkor is, amikor az
elektronikus keresés adatbazisa csak tiszta poritott anyagok spektrumait tartalmazta - a TLC
foltokrdl nyert Raman spektrumok mindegyike pozitivan azonosithato volt, bar az egyezoség
meértékét kifejez6 mutatdszamok a 35-43 %-os tartomanyban maradtak (kivéve az L-Phe
esetén, ahol az egyezdség mértéke 74.6 % volt). Ugyanakkor az egyezéségi mutatdszamok
jelentésen megnovekedtek (20-40 %-kal, egészen 86.4 % -ig), amikor a keresési adatbézist a
vizes oldatok spektrumaival bovitettik. A vizes oldatok spektruma és a szilika rétegen
adszorbedl6dott anyagok spektrumai kozoétti hasonldsag azt is jelzi, hogy a tiszta mintdk
spektrumaihoz képest kialakult spektrdlis torzuldsok nem |ézer-indukalta mintadegradaci onak,
hanem csakis a szilika hordozdanyaggal |étrejott adszorbcid tipust kdlcstnhatasoknak a

kovetkezménye.
4.2.3. SERSvizsgalatok a TLC foltokkal: szaraz mintak
A fémfelllet atali erosités indukdldsanak lehetoségét a vekonyrétegen lévo foltokra

felvitt Ag-szol segitségével el6szor széraz mintakon vizsgaltuk. Az Ag-szol aktivitasat a TLC
lapon Rhodanin mintéval ellenériztik, mely anyagrol mar kimutattak, hogy j6 SERS médium [124].
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11. &bra. Rhodanine folt ( 5 pg/28 mm? ) Kieselgel 60 —on: (&) konvenciondis Raman
spektrum, (b) Ag-szollal indukalt SERS spektrum (szaritott minta, 1064 nm gerjesztés, 240
mW |ézerteljesitmény, 4 cm™ felbontés, 256 scan )
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Ahogy a 11. dbran bemutatott spektrum jelzi (szaraz minta, 1064 nm-es |ézer, 240 mW), az
akalmazott szol rendkiviill hatékonynak mutatkozott: a legerésebb Raman sav 1560 cm™
kozelében 360-szorosan er6sodott meg, és ezzel egyidoben szdmos més gyenge sav is
kiemelkedett a zajszintbol. Az erésités flggetlentl attdl, hogy az Ag-szol a vékonyrétegre a
minta utan vagy el6tt kerdlt fel, ugyanugy |étrejétt. Nyilvanval6an hasonlo jelerdsitésre lenne
szilkseg az aminosavak esetén is, hogy csokkenthetd legyen a detektdlasi limit és nbvekedjen
a mintaazonosités megbizhatosaga.

Az ugyanolyan mérési korilmény és ugyanolyan mintakezelés eljaras (aminosav foltok
tetejére torténd Ag-szol cseppentés, széritas) nem eredményezett semmiféle ergsitést a Gly,
ill. a tébbi tanulméanyozott aminosav esetén. Epp ellenkezdleg, a kezelt szilika hordozobdl
(vagy valamiféle szennyezojébol) eredd héttérszoras néhanyszor erdsebbnek bizonyult, mint
az avart szorés, mely amintabdl szarmazik, olyannyira, hogy még a minta leger6sebb sdvjais
csaknem teljesen dltiint. Az L-HO-Pro és L-Phe esetében 1100 és 1700 cm™ kézott megjelend
“katedrdlis” savok valoszintleg degradacionak (a minta grafitizalodasanak [125, 126] vagy
amorf szén képzodesenek [127]) volt a kdvetkezménye. A |ézerteljesitmény csokkentése 240
mW-rél indulva 80 mW-ig elimindlta ugyan a grafitizaciét, de ezzel nem jart egyiitt a mintak
savjainak efogadhatd erésddése; vagyis az aminosavak esetében szaraz dlapotban nem
lehetett val6di SERS effektust indukéni.

4.24. SERSvizsgdlatok a TL C foltokkal: nedves mintak

Nemrégiben Szabo és Winefordner [128] egy éerdekes megfigyelést tettek kdzzé, melyet
az “in situ” TLC-SERS mérések soran végeztek. A szubsztrétfellleten egy vékony, vizbol
kialakul6 réteg kialakitdsaval és annak egy védo liveg fedolap alatti nedvesen tartésaval az
erosités javuldsdt tapasztaltak. Ezt a nedves (vagy Uveg feddlapos) médszert probatuk meg
adaptélni a Kieselgel 60-on [évé aminosavak esetére, kiterjesztve a kisérleteket 3 kildnbdzo
lézer alkamazésaval. A TLC lapon Iévé mintdn a nedves dlapotot az Ag-szol felvitele utan
10-15 perces mérés idoig fenn lehetett tartani az Uveg fedolap atal. Problémamentesen
azonban csak a makroszkopikus FT-Raman mérések sorén sikertilt a “nedves moédszert”
alkalmaznunk. A Raman mikroszkop alkalmazasa soran optika interferencia jelentkezett az

Uveg feddlap jelenlétének kdszénhetéen, mind a 100-szoros, mind az 50-szeres nagyitasi
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objektiveknél. Emiatt az liveglapot el kellett tavolitani, a mérési idot pedig rovidebbre, 10-40
masodpercesre fogtuk. A kb. fél perces intervallumokban ismétl6dé mérések ugyanazzal a
(gyorsan szaradd) mintaval, a megfigyelt Raman intenzitasoknak egy kezdeti ndvekedését,
majd 1-2 perc utan - a minta szaradadsaval parhuzamosan -, azok fokozatos cstkkenését
mutattdk. A Raman jel dtaldban a legnagyobb “nedves intenzitas” 15-25% -and
stabilizal odott alevegon val 6 széradas 2-3. perce utan.

A szilika lap SERS hattérszorasa az Ag-szollal val6 friss kezelés utan, a harom kuil6nb6zo
gerjesztolézer alkalmazésa mellett a 12. doran taldhatd, mig a Gly és L-Phe nedves TLC
lapon 532, 785 és 1064 nm-es gerjesztés mellett kivitelezett SERS kisérleteinek eredménye a
13-14., 15-16., és 17-18. dbrakon lathatoak.
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12. dbra. Az Ag-szolla frissen kezelt szilikalap (Kieselgel 60) tipikus SERS hatterei: (a) 532
nm, (b) 785 nm (mikroszkdpos mérés a minta killonb6z6 helyein) és (¢) 1064 nm-es gerjesztés
esetén
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13. dbra. A Kieselgel 60 —on |évé Gly folt alapvonakorrigalt, 532 nm-es gerjesztésii Raman
és SERS spektruma 100x mikroszképobjektiv hasznalata mellett: (a) konvencionalis Raman
spektrum (lézersugér 0.5-sz0rds gyengitése D0.3 sziirovel, 2x30 s integrdasi ido), (b) SERS
spektrum (Iézersugér 0.01-szeres gyengitése D2 sziir6vel, 2x5 sintegralasi ido)
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14. abra. A Kieselgel 60 —on |évé L-Phe folt aapvonalkorrigalt, 532 nm-es gerjesztési
Raman és SERS spektruma 100x mikroszkopobjektiv haszndlata mellett: (a) konvencionalis
Raman spektrum (lézersugér 0.5-sz6r6s gyengitése D0.3 sziirével, 2x20 s integralasi 1do), (b)
SERS spektrum (Iézersugar 0.01-szeres gyengitése D2 sziirovel, 2x10s integralas ido)
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15. dbra. A Kieselgel 60 —on |évé Gly folt alapvonakorrigalt, 785 nm-es gerjesztésii Raman
és SERS spektruma 100x mikroszképobjektiv hasznalata mellett: (a) konvencionalis Raman
spektrum (6.5 mW, 2x300s integrdasi ido), (b) SERS spektrum (6.5 mW, 2x20s integral&s
ido)
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16. abra. A Kieselgel 60 —on lévd L-Phe folt aapvonalkorrigdt, 785 nm-es gerjesztésii
Raman és SERS spektruma 100x mikroszkopobjektiv haszndlata mellett: (a) konvenciondis
Raman spektrum (6.5 mW, 2 x 300 s integralasi ido), (b) SERS spektrum (6.5 mW, 2x18s
integralasi ido)
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17. dbra. A Kieselgel 60 —on l1évs Gly folt alapvonalkorrigdlt, 1064 nm-es gerjesztésii Raman
és SERS spektruma FT-Raman készllék haszndata mellett: () konvenciondis Raman
spektrum (420 mwW, 1024 akkumuldlt scan), (b) SERS spektrum (45 mwW, 1024 akkumulalt
scan)
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18. abra. A Kieselgel 60 —on lévo L-Phe folt korrigdatlan, 1064 nm-es gerjesztésii Raman és
SERS spektruma FT-Raman készlilék haszndlata mellett: (a) konvenciondlis Raman spektrum
(420 mW, 1024 akkululdlt scan), (b) SERS spektrum (45 mW, 1024 akkumul&lt scan)



A kezeletlen szilika lap esetében kordbban kapott hattérszorashoz viszonyitva (Id. 1.4bréat),
az Ag-szol jelenlétében 532 és 785 nm-es gerjesztéssel kapott spektrumok egy mérsékelten
magas héttéren Osszetett spektrdlis mintdzatot mutatnak. Ez lehet, hogy néhany meg nem
hatarozott dsszetevé (mint pl. a TLC lap kétéanyagai) vagy a fellleten jelen [évo esetleges
szennyezd miatt van. A 785 nm-es gerjesztéssel megismételt mérések azt mutattak, hogy a
fokuszpozicié laterdis vatozédsa befolydsolja a spektralis finomszerkezet megjelenését
(Osszetételét és intenzitasat), alatdamasztva azt a feltételezést, hogy a 100-szoros nagyitasi
objektivvel (kdzel 1 pm-es lézerfoltatmérovel) kapott spektrumok a 10-12 pm-es
részecskemérettel bird szilika réteg mikroszkopikus inhomogenitasat tikrozik vissza, nem
pedig aréteg atlagos szérasi tulgjdonsagat. Hasonl 0 problémakat nem figyeltink meg az 1064
nm-es lézernéd (ahol a lézerfolt két nagysagrenddel nagyobb), habar egy észrevehetd
fluoreszcencia-szerti hattér kialakult, amikor alapot Ag-szollal kezeltik.

Ahogyan az vérhat6 volt, ezek a kedvezétlen korilmények a szilika lapon elhelyezkedd
aminosav foltok SERS spektrumainak tanulmanyozasét is gatoljak. Példaként a hattérszoras
kivonasa uténi, 532 nm-es gerjesztési spektrumok a Gly-re a 13., mig az L-fenilalaninra a 14.
dbran |&hatdk. Az Ag-szol jelenlétében a maximdis szérds intenzitds annyira
megndvekedett, hogy az integrdési id6 6-szoros csokkentése mellett a |ézerteljesitmeényt
50-ed részére kellett csokkenteni (a D2 neutrdlis sziirét haszndtuk a D0.3 helyett), mely igy
300-szoros teljes csokkentést eredmeényezett a detektalasi érzékenysegben. Ugyanakkor a Gly
esetében a héttér kivonasa utan kapott spektrum annyira kilonbdzonek tint a Gly folt normé
Raman spektrumahoz viszonyitva, hogy a mintanak csak alig néhdny Raman savjét lehetett
azonositani. (Emékezziink arra, hogy az utdébb emlitett spektrum a nagyon intenziv
fluorszcenciahattér miatt csaknem teljesen eltiint.) Az sem zarhaté ki, hogy a 13/b. dbrén
|&thatd spektrum savjai artifaktumok vagy szennyezok felerésitett savjaibol erednek, ami igy a
spektrumot analitikai célokra alkalmatlanna teszi. Az L-Phe esetében (14. dbra) a folt normal
Raman és SERS spektruma kozott tobb kozos vonas figyelheté meg, vagyis a jellegzetes,
1006 és 1035 cm™ —nél [évé fenil-savpér konnyen azonosithatd mindkét spektrumban. Az is
megfigyelheté, hogy az erdsités szelektiv. néhany savra vonatkozdan erésebb, masokra
gyengébb erosités adddik akb. 150-t6l 1200-ig terjedd erdsitési tartomanyban.

A 785 nm-es gerjesztolézerrel mind a Gly (15. abra), mind az L-Phe esetében (16. abra)
joval informativabb spektrumokat kaptunk, 1000 illetve 100 feletti erdsitési faktorokkal.



Ugyanakkor, kilondsen a Gly esetében, a kilonbdzé savok szelektiv erositésébdl adodo
relativ intenzitésvaltozasok szintén jelentések voltak.

A nedves (feddlapos) mddszert hasznalva az 1064 nm-es gerjeszéssel, kisebb fellleti
erositést és ezzel egyidejtileg hattérszorascsokkenést tapasztaltunk. A Gly és L-Phe esetében
kapott SERS spektrumok 17. és 18. dbrd a kilonbdzé sdvokra kiildnbozo erésitési faktorokat
mutatnak, mind tipikusan 10 alatti értéken maradva. Megjegyezzik azonban, hogy mig széraz
allapotban Ag-szol nélkll a mintafoltok egészen magas |ézerteljesimény értekig, 420 mW-ig
is ellendlltak, addig Ag-szol jelenlétében nedves alapotban, a legmagasabb |ézerteljesitmény
melyet még biztonsaggal |ehetett alkalmazni, csak 45 mW volt. S bar a héttérszérés (vagy
emisszi6) novekedése megfigyelheto volt akkor is, amikor csak Ag-szol volt a TLC lapon (Id.
12/c. dbrét), e hattér eliminalasa interaktiv kivonassal nem sikertilt megfeleléen, a kilénbdzo
minték aktualis hatterének valtozatossaga miatt.

A fenti megfigyelésekbol kovetkezik, hogy a TLC foltokra térténé Ag-szol adagoléssal és
nedvesen tartdssal a Raman szoras fellleti erositése megvalosihatd. A rendszer nedvessége
- ugy tinik - donté szerepet jétszik az erositésben, bar a SERS-aktivitas emlitett idofliggo
megjelenése miatt azt gyanitjuk, hogy a viz nem csupan hiité kozegként szolgal, hanem az
Ag-részecskék szamara nagyobb mobilitast is kolcsonbz, elosegitve ezdlta azok
aggregalodasat. Kordbban mé&r megfigyelték, hogy az ezlstrészecskék aggregacioja néhany
aminosav Ag-szolban valo SERS aktiva odasdhoz el 6feltétel [129].

Mint mar Nie és munkatarsai meglehetésen meggy6zéen demonstrdték: az erositési faktor
fligg a gerjeszté sugarzas hulldmhosszatol, vagy még pontosabban az Ag-részecskék mérete és
a hullamhossz kozotti viszonytdl [72, 130]. Ezt tekintetbe véve valdszintinek tinik, hogy az
1064 nm-es gerjesztéssel is nagyobb SERS-aktivitast lehetne elérni, ha az Ag-szolban [évo
részecskék ennek megfelel6en lennének kialakitva.

Azét, hogy a SERS kisérleteink sorén haszndlt Ag-szol részecskeméretérol és
aggregaciojanak alapotardl informaciot nyerjink, a szolt pasztézé elektronmikroszkopiai
(SEM) vizsgdlatnak vetettik ald A 19. dbran reprodukéltakhoz hasonld képekre alapozva
megallapitottuk, hogy az 1-2 um améroji, mésodlagos szerkezetet formad aggregatumok
50-100 nm-es Ag-részecskékbol éplilnek fel. A kis gdmbszerii formak tovabbi, lancszerti
formakka torténd aggregacidjat |ehetett megfigyelni 5000-szeres nagyitasndl.

45



@ | |
19. bra. Az Ag-szol SEM képei: (a) 1-2 um-es gdmbszerti képz6dmeény
és (b) annak finomszerkezete 50-100 nm-es el sddleges részecskékkel.

4.25. A detektadlas hatékonysag dsszehasonlitasa

e

Az 6sszes fenti TLC-Raman mérés sordn 4 mm amérdjii kéralaku foltban, vagyis 12.6 mm?
terlileten tertiltek szét a 150 pg-os minték. Homogén eloszlast feltételezve ez 12 pg/mm?es
koncentracionak feledl meg. Besugarzott fellletként (mely megegyezik a széras terllettd) a
lézersugar mintafelUleti (fokuszpontbeli) terlletét véve, kilonbozé besugarzas jellemzoket
szémithatunk ki: a lézer fluxust, a besugazott/szrdO mintamennyiseget, és az egységnyi
mintamennyiségre jutd lézerteljesitményt. A munkank soran haszndt négy  kilonbdzo
|ézergerjesztésre ezek az adatok a 2. tabldzatban tadhatdéak. Az adatok €ls6 harom sora a
100-szoros nagyitasti objektiv haszndlata mellett Raman mikroszkoppal végzett mérésekre, mig az
utolsd sor az FT-Raman spektrométerrel végzett mérési kortlmeényekre vonatkozik.

2. tablazat. A TLC foltok Raman mikroszkoppal és FT-Raman készilékkel torténd
mérései soran hasznalt killonbdzé |ézerek besugérzés jellemzoi

Lézer Lézer Lézerfolt Lézer fluxus Besugarzott Teljesitm ény/f
hullamhossz teljesitmény * felilete témeg Tomeg
Ag (nm) () (Hm?) (m W/mm?) (pg) (0 W/ipg)
532 10.0 040 25x 108 48 2.0
633 8.0 0.55¢% 14.5% 108 6.5 1.2
785 6.5 086® 7.6%10° 102 0.6
1064 420 079108 535 5.4x 108 4.5%107

* A mintatérben, gyengités nélkiil;
® A Raman mikroszkép 100x objektivjének fokuszanal.
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Mint ahogyan az adatok jelzik, a Raman mikroszkOpban az erésen lecsokkentett
|ézerfokusz-atméré miatt a mintafolt besugéarzott részén a |ézerfluxus legaldbb négy
nagysagrenddel nagyobb, mint a nagyobb |ézerteljesitményii, de sokkal szélesebb |ézersugarl
FT-Raman készllék esetén. Ennek megfelelben a Raman mikroszkép esetében a szord
mintamennyiség a pikogramm tartomanyba, mig a NIR gerjesztéssel miikddé FT-Raman
készlléknél a 6 nagysagreddel nagyobb mikrogramm tartomanyba esik. Mindez |ényegében
annyit jelent, hogy Raman mikroszkoppa mérve a detektalt anyagmennyiség-hanyad a TLC
foltban a redkiviil kicsiny 10°® tartomanyba esik, mig ez 6 % az FT-Raman késziilékkel. A
detektdlas hatékonysagot tekintve, a TLC-Raman mérések sordn igy nem elényds Raman
mikroszkopot hasznalni, killondsen olyan kicsi mintamennyiségek esetén, mint amit e munka

sorén hasznaltunk.

4.3. A TLC-Raman és TLC-SERSvizsgalatok eredményeinek 6sszegzése

A TLC foltokbeli mintak szamos tesztmérése alapjan megallapitottuk, hogy a Raman
szorés gerjesztésenek a Nd:YAG |ézer 1064 nm-es sugéarzasaval harozott jel/za) aranybei és
hattérszorasbeli elonye van a Raman mikroszkop |athatd gerjesztésével  szemben.
Mindazonaltal a gyenge Raman szérési tulgdonsédggal bird anyagok (mint az dlifas
o-aminosavak) detektaldsa és biztonsagos azonositdsa NIR FT-Raman spektroszkopia és
szamitogeppel  vegzett  spektrumadatbank-beli  kereséssel 100 npug  nagysagrendi
mintamennyiséget igényel. Az adszorbedddott aminosavak Raman spektrumai a tiszta
aminosav vegyuletek Raman spektrumaitdl kiildnbbznek, és meglehetdsen nagy hasonlésagot
mutatnak vizes oldataik Raman spektrumaihoz.

Az aminosavak TLC foltjainak felUleterositett Raman spektrumai a mintafolt tetegjére
cseppentett Ag-szol hozzéadasaval és a mérés ideje aatti nedvesen tartassal €l6idézhetoek, az
elérhet erosités ugyanakkor mérsekelt (10-1000-szeres): legnagyobb az 532 nm-es |ézerrel,
legkisebb pedig az 1064 nm-es lézerrel. Az Ag-részecskékkel valo kolcsdnhatas
hulldmszameltol 6dasokat és kultnbozé savok szelektiv erdsitését okozza, ami tovabb neheziti

amintadk azonositasit.
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Osszefoglalva elmondhatd, hogy bér bizonyos kértilmények kozott az olyan gyenge Raman
szor6 anyagok TLC foltjainak SERS spektruma is el6idézhetoek, mint amilyenek az
aminosavak, az igy kapott spektrumok azonban kevésbé tiinnek megfelelonek a minta
azonositasa szempotjabdl (kildndsen a Raman mikroszkop nagy laterdis felbontasa mellett),

mint azok a konvencionalis Raman spektrumok, melyeket NIR FT-Raman miiszerrel kaptunk.

5. HPLC-IR merésekkel kapcsolatos elméleti megfontolasok, HPLC-IR

adatok kemometriai kiértékelése

5.1. EIméleti megfontolasok

Ahogyan mar a 2.3. fejezetben is utaltunk rg, az étfolyos folyadékcellas mérési mod
hatranyai az eluens detektdlaskori jelenlétéhez kothetbek (a mozgo fazis intenziv savjainak
helyén teljes spektrdlis informécidvesztés Iéphet fel, a mozgd fazis és az elvéasztott
komponens kozott felléps kolcsonhatdsok sdvtorzulasokat okozhatnak), ami  azt
eredményezte, hogy napjainkig az eluensdiminaciés modszer fejlodott  erdteljesen.
Altalanosan igaz azonban mindenféle eluensdlimindési technikéra, hogy alapvetéen egy
technikailag bolnyolultabb rendszer kiépitését koveteli meg, mikdzben az atlanos
haszndl hatésag vonatkozésdban szintén korlétozd tényezok |épnek fel (1d. 2.3. fejezetet). Ezért
célszertinek lattuk, hogy az egyszeriibb kivitelezhetoségti éfolyos folyadékcellas modszer
probléméaira megoldas(oka)t keressiink. Az &dtalunk végiggondolt potencidlis lehetésegek

korét a 3. tablazat mutatja be.
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3. téblazat. Potencidlis megoldasok az étfolyos folyadékcellaval kivitelezett HPLC-IR
mérésekhez.
kémiai megoldasok matematikai megoldasok

ellj oszlop toltetek e Uj eluensek esavfelbontasi l ekemometriai
IR spektroszkopiai oldoszerek [ kromatografiaban megszokott lidrasok L,
(eluensként) oszloptoltetek €ljaraso eljarasok

VAGY felvallaljuk
a csokkent informacio tartalmu

spektrumok elemzését

Amennyiben olyan oldoszereket kivanunk haszndni HPLC-IR mérések soran, melyek mind
az IR spektroszkopiai, mind a kromatografdlasi (HPLC) feladatok megoldasa soran is szoba
johetnek (pl. tetrahidrofuran, dimetilszulfoxid, MeCly, EtCly), akkor nemcsak a mozg6 fézisok
kore, hanem ezdltal a kromatografiasan megvaldsithaté feladatok kore is leszikil, hiszen
ebben az esetben az alkalmazhat6 mozgéfézisok polaritésa (vagyis az eluenserésseg) egy
sziikebb skadlan hatarolhatd be. Teh& vaamilyen mddon a kromatogréfidban tipikusan
hasznalt aldfazisok és tipikusan hasznalt mozgd fazisok kozott fenndlld lehetséges
polaritaskilonbsegek “elvesztését” kell potolni. Ennek egyik modja lehet, ha a kdzos (de
tipikusan inkdbb IR spektroszkopiai) oldoszerek eluensként valo haszndlata mellett Uj
oszloptoltetek kifejlesztését hajtjuk végre. Az () oszloptolteteknek a megfelel skadgu
allofézis-mozgofazis polaritaskiilonbségek potldsan tul, természetesen eleget kell tennie az
alapkovetelményeknek: nyomastiironek (300-400 Bar) kell lennie; az oszloptoltetet akotod
részecskéknek pedig jOl behatérolhatd pérusatmérovel, lehetbleg monodiszperz fajlagos
felllettel (szabalyos aakkal) és kis fémiontartalommal kell birnia. Az ilyen oszloptéltetek
szabdlyos aaku részecskéinek |étrehozésahoz egyrészt igen komoly szintetikus-eljérasi

ismeretekre, a szoba joheté (feltételezéseink szerint tobbnyire fémoxid alapl) anyagok
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tulgjdonségainak ismeretére, a kisérleti munkakhoz az oszlopok toltésére szolgdld toltd
berendezésre, a kromatogréfias tesztmérések megtervezéséhez pedig kromatografiai
szakismeretekre (foleg tapasztaltokra) van szikség. Az utbbi két feltétel megléte kilsd
tamogatas hijjan esetlinkben nem teljesiiit, s igy ennek a lehetoségnek a mélyebb koériljarasa
és kidolgozésa elmaradt. (A kisérletek és tesztek hijjan alaposabban koril nem jart potencidlis
lehetdségeket a 3. téblazat vékony keretes részei tartalmazzék.)

Egy méasik lehetoségnek tinik a szerves vegylletek HPLC-IR-es elvllasztas és IR
folyadékcellas detektdlasi problémajanak megoldasaban az, ha olyan Uj - eddig sem az IR
spektroszkdpiaban, sem a kromatografidban nem hasznadlt — (lehetéleg szervetlen) eluenseket
keresink a szokdsosan haszndt oszloptoltetek melletti haszndlat céljara, melyek
kivAlogatasaban elsddlegesen IR spektroszkopiai kritériumokat vesziink figyelembe (majd
kromatogréfias tesztmérésekkel ellendrizzik bizonyos kromatogréfiai terlleteken vao
alkalmazhatoségukat). Az ilyen vegylletek kivaogatésahoz IR spektroszkopiai szempontbadl
két kritériumot alitottunk fel:

1. A kivaasztésra kertlo potencidis eluens-beli molekulak maximum 3- (esetleg 4-) féle
atombdl épuljenek fel Ugy, hogy ezen atomok szimmetrikus molekuldt hozzanak |étre.
2. Kevés IR siv jelentkezzék a 400-4000 cm tartomanyban, ill. a megjelensek a kevés
informci6t hordozé részekre essenek /pl. 2000-1850 cm™, 650-400 cm™/.
Az igy kivAogatott vegylleteknek tovabba norma kordlmények kozott stabilnak és
folyadékhalmazallapotinak kell lennitk, valamint az elvalasztandd vegylletekkel szemben
(az elvélasztés kortlmények kozott) nem mutathatnak reaktivitést.
A 2. pontnak valo megfelel6seget vagy az irodalomban taldhatd spektrum aapjan, vagy pedig
a spektrum elméleti szimuldésaval (Hyperchem program, szemiempirikus PM3 maodszer)
donthettik el, de gyakran, ha egy vegyllet az 1. kritériumnak megfelelt, akkor el6bb a
hamazéllapotara majd a stabilitésara vonatkozé informacidkat gytjtottik be. Tobbféle
adatbdzis” [131-134] molekuldibdl vaogatva kereséseink azt eredményezték, hogy 64 db
molekula felelt meg az 1. IR kritériumnak, majd ebbol 29 db bizonyult folyadéknak. Sajnos
ezek kozll - a megfelelé irodami adatok alapjan - egyik sem stabil norma korilmenyek
kozott; legtobbjik a levegd nedvesseg vagy oxigéntartalmaval valo reakcio kévetkeztében
legfeljebb orékig |étez6 vegyllet.
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Uj eluensek (és oszloptoltetek) hijjan a lehetséges matematikai megoldéasok kozil a
kemometriai mddszerekhez fordultunk segitségil (Id. 5.2.-5.6. fejezeteket), valamint egy
konkrét akalmazési feladaton keresztil (Id. 6. fejezetet) megvizsgdltuk a klasszikus
kromatogréfias eluensek hasznalata mellett nyerhet6 spektralisinforméacidk hasznélhatésagét.

5.2. A felhasznélt kemometriai modszer ek, programok

A kemometria a kémiai informéciok mérési adatokbdl torténé optimalis kinyeréséhez
szikséges matematikal statisztikai, linedris algebrai, szamitastechnikai és formd logika
modszerek egylttesét jelenti. A sokféle linearis agebrai kemometriai modszer kozil a
PARAFAC (PARalel FACtor anaysis) és PARAFAC2 modszereket teszteltik, illetve ezen
elj&rasokra alapozva fejlesztettik és alakitottuk ki az OSSS-IU-PARAFAC2 (Objective
Subtraction of Solvent Spectrum with Iterativ Use of PARAFAC?2) iteraciés ejarédst. A
PARAFAC aapl modszerek haszndlatat méas faktor analizisen alapul6 modszerekkel szemben
az indokolta, hogy a PARAFAC mddszerek biztositani tudjdk, hogy csakis egy, azaz 1 darab
fizikailag-kémiailag értelmezheté megoldast szolgdltassanak, vagyis mas gorbeillesztés
nélkuli profilkeress eljardsok kozil a PARAFAC mddszerek nem megol dastartomanyt, hanem
egyértelmii megoldast szolgaltatnak. S bar més gorbeillesztés nélkili profilkeress eljarasok is
léteznek, tovabbi elonye a PARAFAC mddszereknek, hogy az analizdlando adathalmaznak
nem kell tul sok vagy szigoru feltételeknek megfelelnie.

A PARAFAC és PARAFAC2 felhasznaasanak egyik kritériuma, hogy a kiindulas
adathalmaz 3-utas (vagy tobbutas) legyen, a masik, hogy a paraell/azonos adatstruktirgu
matrixokban a kémiai komponensekre vontatkozdéan a reprezentdlt/mért koncentraciok
egymastol linearisan flggetlenek legyenek. Minthogy egyetlen HPLC-IR mérésbdl szarmazo
spektrumsorozat csak kétutas adathalmazt szoltéltat (vagyis a mért abszorbancia adatokat csak
2 paraméter, a hullamszam és az id6 hatérozza meg), a harmadik utat esetiinkben az
ugyanazon mintakomponenseket, de azokat etér6 koncentrécioban tartalmazd mintak
HPLC-IR mérésével |ehet biztositani.

Az emlitett modszerekkel torténté szamitasokat a MATLAB™ 6.1 verzidjaval [135] egyiitt
haszndlhaté PLS Toolbox 3.0 -val végeztik [136], az OSSS-1U-PARAFAC2 iteraciés eljarés
programfejlesztésére pedig aMATLAB™ 6.1 fejlesztsi kornyezetében kerdilt sor.
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A moszereket kezdetben szimuldt HPLC-IR adatokon teszteltik, majd valdés mérés
adathalmalmazra is akamaztuk; a szamitasok pedig végeredményll a komponensek
spektrumait, a komponensek normalt (és 1 komponensre vonatkozd!) “kromatogramjait”,
valamint a (szimuldlt vagy ijektalt) minta sorszdmanak flggvenyében a komponensek relativ
mennyiségeit/koncentracioit adtak meg.

(A dolgozat tovébbi részeiben a hulldmszamprofil vagy spektrumprofil elnevezést a
komponensek szamitott spektrumainak egyuttesére, az eltciosprofil vagy idéprofil elnevezést
a komponensek normélt és 1 komponensre(!) vonatkoz6 “kromatogramjainak™ egydtittesére,
mig a koncentracioprofil  elnevezést az egyes komponensek — mintankénti
mennyiségeit/koncentraci6it megado (nem folytonos és pontokkal abrazolhatd) flggvényeinek
egyuttesére haszndljuk. Az ellciosgorbe vagy idogorbe kifejezés dtaldban az €l lciosprofil
vagy idoprofil egyetlen komponensére vonatkozik. Fontos hangsilyozni, hogy bar az
eltciosprofil iskifejezi az egyes komponensek koncentraci 6inak/mennyiségeinek a vatozasat,
ez nem keverend6 Ossze az itt hasznalt koncentracioprofil fogalmaval. Mig az elciésprofil a
kromatografalas karakerisztikgjabol adodoan az id6 fliggvényében jellemzi az egyes
komponensek (folyadékcella-beli) koncentracidit, addig a koncentracoprofil a mintak
flggvényében adja meg a komponensek koncentracidit. Ez utdbbi koncentrécio pedig — az
elva asztott komponensek  tekintében — a  mintakomponensek injektalt

koncetraci6javal/mennyiségével kapcsolatos fogalom.)

5.3. A kemometriai kiérékeléshez felhasznalt szimulalt HPL C-IR adatok jellemzéi

A folyadékcellaval megvalositott HPLC-IR mérés szimulasakor, az idoben egymas utén
kovetkezd spektrumok sorozatait Ugy készitettik €, hogy mindegyik “kromatografiés’
cslicsszakaszhoz az eluens és az adott el valasztott komponens keverékspektrumainak sorozatat
rendeltiik, mig a “kromatogréfias” aapvonalszakaszokhoz csak a tiszta eluens spektrumanak
sorozatait. Az ekulonilo kromatogréfias cslcsok a legegyszeriibb formgjuak, vagyis
haromszog-alakliak voltak, s a spektrumokat az idotengely mentén nem terhelte
zakomponens. A felhasznalt spektrumok (n-hexén, 1-klérhexén, 1,3-dioxolan és
2-metoxi-1,3-dioxoldn) az Aldrich elektronikus adatbézisabdl szérmaztak; az n-hexan
eluensként, mig a tdbbi vegyllet az elvalasztott komponensként szerepelt. A 3-utassagot jelen
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esetben 5 darab minta HPLC-IR méréséhez tartdézd spektrumsorozaténak (és a megfelel
,.kromatogram” adatok) szimulalasaval biztositottuk. Minden egyes szimuldlt ,, kromatogram”
1.020 perctdl 9.045 percig tarté és 108 adatpontbdl feléplilo szakasza 4.46 mésodperces
id6felbontast eredményezett.

A felhaszndlandd spektrumok kivalogatasakor szempont volt a kémiai/spektrdis
hasonl 6sdg (a n-hexén eluens és az 1-kérhexan elvalasztott komponens, valamint a két masik
elvaasztott komponens kozotti hasonl0sag), a komponensek koncentacioinak kial akitésakor
pedig igyekeztiink kis koncentréacidkat is reprezentalni. Az elvalasztott komponensek relativ
koncentracigja bemutatod 4. téblazatbdl kittinik, hogy az 1. komponens (1-klérhexan) és a 3.
komponens (2-metoxi-1,3-dioxolan) koncentrécidi ugyanabban a nagysagrendben vannak,

mig a 2. komponens (1,3-dioxolan) koncentrécidja az €l 6z6eknél egy nagysagrenddel kisebb.

4. téblazat. A szimuldt HPLC-IR adatokban
az elvéasztott komponensekhez tartozé relativ koncentraci ok.

L , Komponensek relativ koncentrécioja
Mintak sorszama

1. komp. 2. komp. 3. komp.

l. 0.25410 0.00588 0.30375

. 0.21780 0.00735 0.24300

. 0.18150 0.00882 0.18225

V. 0.14525 0.01029 0.12150

V. 0.10890 0.01176 0.06075

1. komp.: 1-klorhexan
2. komp.: 1,3-dioxolén
3. komp.: 2-metoxi-1,3-dioxolan

Ezek a koncentracidviszonyok a spektrumok szempontjabdl annyit jelentettek, hogy az 1. ésa
3. komponenseknek a kromatogréfias cslcshoz tartoz6 és n-hexannal  akotott
keverékspektrumai a kilonbtzé mintakban vizudlisan is megkilonboztethetéek voltak a
n-hexan spektrumétdl, a 2. komponens esetében pedig mar a maximais relativ
koncentraciohoz tartozé spektrumot sem lehetett ilyen médon megkilonboztetni a n-hexan
spektrumatol.
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5.4. A kemometriai kiérékeléshez felhasznalt mért HPL C-IR adatok mérési

paraméter ei; felhasznalt anyagok és miiszer ek

Minden felhaszdlt anyag a Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., USA) terméke volt. A
HPLC-IR mérésekkor 3 minta elvalasztasat és folyamatos IR detektalasat végeztik e, mely
mintékban (X1, X2, X3) az egymastdl elvalasztott 1-klérhexan és toluol komponensek
injektalt koncentrécioi az aldbbiak voltak:

X1: c(1-klorhexan) = 17,54 mg/ml, c(toluol) = 8,65 mg/ml;
X2: ¢(1-klorhexan) = 35,16 mg/ml, c(toluol) = 8,65 mg/ml;
X3: ¢(1-klorhexan) = 43,85 mg/ml, c(toluol) = 8,65 mg/ml.

A méréskor a 6.1.2. fejezetben leirt HPLC berendezést (pumpa, injektor) és IR késziléket
haszndltuk. A kromatogréfias kortilmények egy része (oszlop, injektdlt térfogat) szintén az ott
leirtakkal egyezett, viszont itt, a kemometriai értékelésre szant HPLC-IR adatok mérésekor 1
ml/perc-es aramlési sebességet és egykomponensi mobilfazist (n-hexant) haszndltunk.

A spektrumokat 4 cm™ spektrélis felbontas mellett, spektrumonként 8 interferogram scan
akkumulddsdval vettik fel (standard apertura méretet haszdlva). Az an. “vaos idgi”
(real-time) adatgyiijtési rendszer haszndlata mellett (5.0632 cm/s tilkérmozgatési sebességnéd,
a mozgo tukér 2.5 mm-es maximum elmozdulasandl), ez 1.86 méasodperces idéfelbontast
eredmeényezett az “IR kromatogram” funkciét betdlté Gram-Schmidt rekonstrukcidkban [140],
melynek a 0.031 perctol 8.013 percig tartd szakaszai igy 260 darab adatpontot tartalmaztak.
Mivel hattérspektrumnak a teljesen dres mintatérrél 64 scan akkumuldéséval nyert
spektrumot haszaltuk, a Gram-Schmidt rekonstrukcié (GSR)-beli “kromatogréfias” cslics
minden egyes pontjaban az elvélasztott komponens és az eluens krverékspektrumat, mig a
GSR aapvonaldhoz tartozé pontokban az eluens tiszta spektrumait kaptuk.

A haszndlt atfolyos folyadékcellara és szoftverre vonatkozé informaciok a 6.1.2. fejezetben
szintén megtal a hatok.

A kemometriai kiértékeléssel kapott spektrumok ellendrzéséhez a 4 cm™ felbontast 128
scan akkumuldldsa (és 5.0632 cm/s tikdrmozgatds sebesség, valamint standard apertura
érték) mellett nyert referenciaspektrumokat NaCl lapok kozotti folyadékfilmekrol nyertik,
mind a toluol, mind az 1-klérhexan esetében. A detektor a Nicolet Magna 750-es FTIR



spektrométer HPL C-IR mérések soran is haszndlt cseppfolyds No-vel hiitétt MCT-A detektora
volt, melynek mérési tartomanya: 4000- 650 cm™.

55. A szimulélt é&smért HPLC-IR adatok kemometriai kiértékelése

5.5.1. A szimuldt HPLC-IR adatok kiértékelése: PARAFAC és PARAFAC2 mddszer ek
tesztelése

A HPLC-IR adatok kemometriai kiértékeléss moddszereit elészor az 5.3. fejezetben
részletezett jellemzokkel bird szimulélt adathalmazon teszteltik.

A kemometriai kiértekelések indokolt esetben a nyers kiindulési adathalmazon végzett
skaldzéssal kezdddnek. A skaldzésoknak tobb valfaja létezik [137]; mi a PLS Toolbox
programba beépitett és a kemometridban legdtalanosabban elterjedt, illetve rutinszerten
hasznalt adatel 6kezelési eljarast, a 0 varhato értékre és 1 szdrasra skaldzas hatésat vizsgatuk
meg. A PARAFAC modszer tesztelésekor a skdlézatlan, vagyis eredeti adathamazon
elvégzett PARAFAC andizis eredményeit Osszevetve a skaazott adathalmazon végzett
PARAFAC andlizis eredményeivel kiderilt, hogy a skdlazast célszertibb nem alkamazni,
ugyanis skélazas esetén a kapott eredményben egyrészt tobb szamitott spektrumhoz is
ugyanaz a komponens/vegyilet tartozott, masrészt némely “elvalasztott” komponensre
vonatkozOan negativ iranyba mutatd (és minimummal bird) kromatogréafias csicsot ado
idogorbét kaptunk, ami nem fedi arealitést.

Azt is megdlapithattuk, hogy skélézatlan adathalmazon elvégzett ALS (Alternating L east
Squares) métrixinicializalas agoritmussal futtatott PARAFAC andizis akalmas arra, hogy
ismeretlen komponensszdm esetén meghatarozzuk a komponensek szamat. Mivel a
PARAFAC modszer megkoveteli a futtatds el6tt annak megadasat, hogy hany komponensre
vontakozoan végezze e a szamitést, ez akkor valhat fontossa, ha nincs mod Gram-Schmidt
rekonstrukciot vagy més kromatogramot helyettesito gorbét elodlitani a mert
spektrumsorozatok aapjan (vagyis nincs mod a tokéletesen elvdlasztott kromatogréfias
cslicsok szama alapjan megadni a komponensek szamét). Lényegében, ha a szamités elgén
tobb komponenst adunk meg, mint amennyit az adatok ténylegesen reprezentalnak, akkor a
tobbletkomponensekhez tartozd spektrumok spektrdisan értelmezhetetlenné, zgszertivé vanak.
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20. abra. A skdézatlan (eredeti) adathamazon ALS métrixinicializécioval futtatott
PARAFAC andlizis eredménye. A feltlintetett korreléacios értékek a referenciaspektrumokkal
vald egyez6ség meértékét mutatjak; a + jel a referenciaspektrumhoz tartoz6 anyaggal valo
“egyezest”, mig a— jel az attol val6 eltérést jelzi.

A 20. abra erre az esetre mutat egy példat. Ez az &ora ugyanakkor egy olyan szamitas
végeredmeényt mutat be, ahol a vart n-hexén eluens, valamint az ,,elvdlasztott” komponensek,
vagyis az 1-klorhexan, 1,3-dioxolan, és 2-metoxi-1,3-dioxolan spektrumai kézil egyedil az
1-klorhexén spektruma nem reprodukaodik ugy, hogy a megfelelé referenciaspektrummal
val6 korrelacié alapjan, az Aldrich adatbazisban val6 elektronikus keresés eredényeként ezt a
spektrumot valdban 1-klorhexanként azonosithassuk. Ez a jelenség, vagyis az 1-klérhexanra
vonatkozé spektrum kinyerésének nehézsége nemcsak ekkor, hanem a megfeleld
komponensszam megadasaval (és mas paraméterezéssel) végzett PARAFAC szamitasok soran
is fellépett. Ennek okan, figyelembe véve, hogy a legkisebb koncentracidja 1,3-dioxolan
spektruma minden esetben kinyerhet volt, gy gondoltuk (a PARFAC szamitasok Osszes
paraméterezési lehetségenek kiprobaasa utan), hogy a PARAFAC médszer szamara nem a

legkisebb (vagy bizonyos hatér alatti) koncentrécidban jelelévé komponens spektrumanak
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kiszdmitésa okoz gondot, hanem az eluens spektrumahoz |egjobban hasonlit6é. VVagy masképp
fogamazva: az olyan komponens spektrumanak kiszamitasaé, melyben igen kics azon
hulldmszamtartomanyok arédnya, mely az €luensspektrumtol val6 eltérésért felelds.

S bé& a tdbbi komponens esetén az egyez6ség mértéke a referencidval az azonositas
céloknak megfelelé volt (Id. ismé& a 20. abrédt), az is megfilgyelhetd, hogy az eluens
karakterisztikus sévjait tartalmazé hullémszémtartomanyokban (3000-2800 cm™, 1500-1350
cm™) az ,.elvéasztott” komponensekhez tartozo spektrumok tdlnyomoan negativ abszorbancia
értékekkel szerepelnek. Mivel a PARAFAC matrixinicializalasi, vagyis kezdoértékado, és a
szamitas menetét meghatarozé ejarasai kozll [ALS, TLD (TriLinear Decomposition), ATLD
(Alternating TLD), SWATLD (Self Weighted ATLD), ASD (Alternating Slicewise
Decomposition)] egy €jgjas sem tudta biztositani, hogy az eredményspektrumokban csakis
pozitiv abszorbancia adatok szerepeljenek, illetve az ellciés gorbék (az ,.elvéasztott”
komponensekre vonatkozéan) csak pozitiv iranyultsagd (és maximummal bird) cslicsokat
tartalmazzanak, a szamitasok paraméterezésend a késobbiekben ezen profilokra vonatkozoan
a nem-negativités kritériuméat alkalmaztuk. igy a szamitasok mér valdban pozitiv
abszorbanci§ju spektrumokat és maximumokat mutaté elcids gorbéket adtak, de problémaként
egyrészt megmaradt a koncentracioprofil reprodukdatlansdga, masrészt az 1-klorhexan
spektrumaban a savok intenzitdsaranyai tovabbra sem feleltek meg olyan mértékben a
referenciaspektrum-belinek, hogy az objektiv (OMNIC™ szoftverbe beépitett) elektronikus
spektrumkeresesi eljérassal ezt a komponenst azonositani |ehessen.

A PARAFAC és PARAFAC2 tesztelése soran e modszerek paraméterezési |ehetdségeinek
megismerésen tul a PARAFAC andizis egy igen fontos tulgdonsagara is fény dertlt. A
PARAFAC szamités nem képes kezelni egy adott profil vatozédsdt (szemben a
PARAFAC2-vel). A profilvdltozds pedig esetiinkben (az eluens koncentrécidjara
vonatkozéan) fenndll, és a kdvetkezoket jelenti:

Mig az idoprofilban a kromatogréfias cslcstertilet aapjan minden egyes elvaasztott
komponenshez 1 adott mennyiség (koncentrécio) tartozik, addig az eluenshez annyi, amennyi
elvélasztott komponensiink van. igy az eluens (minden egyes mintéra vonatkozo, mért vagy
szimuldlt adatsorban) az idétengely mentén tobb mennyiséggel, azaz tébb koncentrécioval
jellemezhetd, vagyis az eluens koncentracioprofilja minden egyes teljes , kromatogréfias
futast” alapul véve valtozik. A PARAFAC2, mely egyetlen egy profil valtozasét “megengedi”,
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Kitiind eredményt szolgdltatott (szintén skalazatlan adathalmazon, és nem-negativ kritériumot
alkamazva a TLD algoritmus felhasznalasa mellett). A 21/a-21/c. dbrdk az igy nyert
spektrumok referenciaspektrumokkal valé dsszehasonlitésat, a 22. dbra pedig a szamitott
(normalt) ellcios gorbék és a szamitott koncentrécidértékek linearis kombinécidinak
(szamitott kromatogramjainak) a szimul&élt kromatogramokkal valé dsszehasonlitasat mutatja
be mintankent.

A 21/a-21/c. abrékon jol latszik, hogy a szamitott spektrumok hullamszamértékei
mindegyik esetben j6 egyezést mutatnak a referenciaspektrum-beliekkel; a referenciatdl valé
kismértékii eltérést az (a) esetben az 1298, 730 és 653 cm™ —nél 1évé savok 1457 cm'-es
savhoz viszonyitott intenzitdsainak nagyobb volta, mig a (b) és (c) esetekben a
3000-2800 cm™ tartoményban 1évé savoknak az elvarthoz képest kissé kisebb intenzitasa és
felhasadasai okozzak. A korrelacié mértéke azonban mindegyik esetben elegendden nagy
ahhoz, hogy az Aldrich 10600 darab spektrumot tartalmazé adatbazisdban torténd elektronikus
keresés eredmeényekent a komponensek helyes azonositésa megtorténjen.

1. komponens
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2863
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0.1
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2863

05

4000 3000 2000 1000
Hullamszam [cm-1]

21/a. dbra. A PARAFAC2 mddszerrel szamitott 1. komponenshez tartoz6 spektrum és a
referenciaspektrum dsszehasonlitésa. Az egyez6seg (korrelacio) mértéke 94.96%.
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2. komponens
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21/b. abra. A PARAFAC2 modszerrel szamitott 2. komponenshez tartozé spektrum és a
referenciaspektrum dsszehasonlitésa. Az egyez6ség (korrelacio) meértéke 97.68%.
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21/c. dbra. A PARAFAC2 mdbdszerrel szamitott 3. komponenshez tartoz6 spektrum és a
referenciaspektrum dsszehasonlitédsa. Az egyez6ség (korrelacio) mértéke 98.40%.
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Relativ intenzitas
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22. dbra. Az S1, S2, S3, $4 és S5 minta szimuldlt és PARAFAC2 modszerrel kiszamitott
kromatogramjai mintankent.
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552. A mét HPLC-IR adatok kiértékelése a PARAFAC2 és OSSS-|U-PARAFAC2
modszer ekkel

A vads mérésekbol sza&mazd HPLC-IR adathalmaz PARAFAC2-vel  torténd
kiértékelésekor sginos gyorsan vilagossa vét, hogy a szimuldt adathamazon kapott jo
eredmeny a hasznalt adatmodell specidis voltanak kdszOnhets, vagyis a legegyszeriibb,
elkllonulé haromszog-alaku kromatografids cslcsok hasznalatdnak és az adatok idofiggo
zajtdl valo mentességének. A mért adatoknak nemcsak a realisztikus kromatografias csicsal,
hanem az €duenseluatum kolcsonhatdsbdl szarmazd spektrdlis moédosuldsal  is
hozzgarulhattak ahhoz, hogy a PARAFAC2-vel valo kilénbtz6 probdkozésaink kudarcha
fulladtak; a kilonbdzo algoritmusok és peremfeltételek alkalmazasa soran a szamitédsok nem
konvergaltak. Mivel a leggyakoribb probléma a szamitott spektrumok tekintetében az volt,
hogy tobb (matematikai értelemben vett) komponens is az eluenst reprezentdta az
“eredmeényben”, ezért olyan tovébbfejlesztett modszert igyekeztink kiaakitani a
PLS Toolbox-szal futtatott program (és a feldolgozandd kiindulasi adattémb) maodositésa
atal, amely az eluens jelenlétének hatasét igyekszik kikiszibolni.

Osszehasonlitva a szimulédlt adathalmazban 1évé eluensspektrumok hényadat (21/108 ~
20%) a mért adathalmazban lévével (190/260 ~ 70 %), va 6szindsithetd, hogy a kemometriai
felbontasra szant kiindulasi adattomb &ltal reprezentat eluensspektrum-hanyad nagysaga is
befolydsolja a szamitas végeredményét. Szamitasaink tovébbi szakaszédban ezért sort
keritettink a meért adattomb értelemszerii megcsonkitasara, vagyis kihagytuk azokat az
idoszakaszokat a hozzgjuk tartozd spektrummal egyttt, melyekhez csak eluensspektrum
rendelhetd (konkrétan: az elsd kromatogréfias cslcs elotti és az utolsd kromatogréfias cslics
utani spektrumsorozatokat). A megmaradt (163-228. sorszamu idépontokhoz tartozd)
adathamaz zgjdnak csbkkentése érdekében - a spektrumok hulldmszamfiiggd zajdnak
elemzése utan - csak a legkevésbé zajos és egyben az azonositasi szempontbdl 1egértékesebb
tartomanyt, az 1800-650 cm™ kozotti részeket hasznéltuk fel; illetve e tartomanyon belill a
spektrumok 1-nél nagyobb abszorbancigju, Lambert-Beer torvényt nem koveto részeit (vagyis
az 1490-1425 cm™, 1392-1365 cm™ és 739-714 cm™ tartoményokat, ahol egyébként az eluens
erés enyelés savjai taldhatdak) kihagytuk. Mivel az igy eldkészitett redukalt adattémbon

végzett szamitdsok sem hoztak atité sikert, nem csak a kiinduldsi adathalmazt, hanem a
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kezdoeértékeket tartalmazd métrix érékeit is megvatoztattuk, mégpedig egy olyan iterativ
elofeldolgozasi eljaras kidolgozésa és akalmazésa atal, mely a spektralis kezdortékek
matrixdban az eluens (oldoszer) hatését tovabb csokkenti. Az Osszefogladd szamités
eljarasnak az OSSS-IU-PARAFAC2 nevet adtuk (Objective Subtraction of Solvent Spectrum
with Iterative Use of PARAFAC2), mely Iényegében a kbvetkezd (programozott) miivel etek
elvégzését jelenti:

Mivel valés mérések sordn a felhaszélt eluenst és igy a hozzétartozd spektrumot is
ismerjik, ezt a mért spektrumot a redukdt adattomb minden egyes spektrumabdl vao
kivonasra haszndhatjuk fel. A kivonas soran €l6szor az adattémb minden egyes idépontjahoz
(spektruméhoz) egy olyan kivonasi szorzofakor agoritmikus meghatarozasara kerll sor,
mellyel megszorozva az eluens spektrumét és kivonva az adott idopontbeli spektrumbdl, az
eredmenyspektrum még éppen nem tartamaz 0-na kisebb abszorbanciaértékeket. A
kovetkezo 1épésben a TLD algoritmus kerll elinditasra, majd a szorzéfaktrorok megdllapitését
és kivonast tartalmazo |épés kertl ismét sorra. E két 1épés mindaddig ismétlodik, mig a TLD
atal kiszamitott el6z6 ciklusvegi és aktudlis ciklusvégi ellciosprofilok kozotti kilonbség
négyzettsszege €l nem éri a konvergenciakritériumot, vagyis jelen esetben kisebb nem lesz,
mint 5x10°.

Az is kiderllt a szdmitdsok és a tovébbi adatvizsgdlat soran, hogy mivel a valés
mérésiinknél (az eluenshez tartozo koncentracidprofilrész vatozésa altal) nem csak egyetlen
profil, a koncentracioprofil, hanem az eluciésprofil is vatozott, vagyis a kromatografiés
cslicsok helye (maximumanak idopontja) a kilonb6zé mintdk kromatogramjaban a
leggondosabb mérésinditas mellett sem egyeztek meg, ezért jobb eredményt kaphattunk az
OSSS-IU-PARAFAC?2 szamitassal, ha csak az egyezé csicsmaximum hellyel bird, vagyis az
1. és 3. minta kromatogramjait haszngjuk fel.

Az igy tovébb redukalt adattdmbon végzett OSSS-1U-PARAFAC2 modszer szamitasa dtal
kapott spektrumok mindegyike tovabbra is inkdbb az eluenst, mintsem a vért toluol és
1-klorhexan spektrumait reprezentdltak, viszont igen nagy tovabblépést tortént: a mért
adatokkal mar igen jOl egyez6 elucidsgorbe-alakokat (és ehhez tartozd koncentracidprofilt)
kaptunk. A szamitott (normalt) ellciosgorbék és a szamitott koncentréciGértékek linearis
kombin&cidibdl képzett IR kromatogramoknak a mért IR kromatogramokkal vao

Osszehasonlitédsa ezt mutatja be a 23. és 24. abrakon.
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23. dbra. Az X1 minta mét é az OSSS-IU-PARAFAC2 mobdszerrel szamitott IR
kromatogramjainak 6sszehasonlitasa.
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24. dbra. Az X3 minta mét é az OSSS-IU-PARAFAC2 mobdszerrel szamitott IR
kromatogramjainak 6sszehasonlitasa.
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Az dbrdk azt is megmutatjak, hogy mind az X1, mind az X3 jelti mintakban a szamitott elsb
cslics alakja és terllete jobban megkozeliti a mértet, mint a mésodik cslcs esetében. A
masodik szémitott cslcs dta reprezentdlt mintamennyiségnek a mérés soran injektét
mennyiségtél vald eltérése mar sokkal inkdbb megjelenik a szamitott és meért
cslicsmagassagok  jobban vizualizdhaté kilonbségében, vagyis a mért és szamitott
koncentréciok kilonbségében.

A szamitott spektrumokbdl a szamitas soran is felhasznalt meért eluensspektrum utolagos
kivonasaval (mindegyik szamitott spektrumra vonatokozdan egyetlen egyedi kivonasi faktor
felhaszndlasa mellett) a vart 1-klérhexan és toluol spektrumokat kaptuk meg (Id. a 25. és 26.
abrékat), ezért egyértelmii, hogy ugyan a komponensek spektrumait a modszer helyesen
szétvdlasztotta, az eluens fent részletezett matematikal elimindlésa viszont nem volt teljes.

Az iterécios eljérasba egy tovébbi helyesen megvaasztott értékii és spektrumprofilra
vonatkoz6 konvergenciakritérium beépitése valoszinileg a kivant spektrumkomponensek
kinyeréséhez vezetne. (Vagyis példaul a kinduldsi, s igy jellemzéen eluenst reprezentdd
spektrum és az aktudis ciklusban kiszamitott spektrumkomponensek kozotti maximalis
eltérést lehetne egy korrelacios értékkel jellemezni, és a korrelacio (vagyis itt a
korreldatlanasag) mértekét konvergenciakritériumként felhasznélni.) Ez az eljaras azonban
nem tudna kiklszobolni — az ismételt mérések kromatogréfias csicsmaximumainak manudis
injektdlas mellett fellépd szérasat, vagyis az ellcidsprofil vatozasat. Ezért a tovabbiakban
olyan programfeelsztési irany mellett dontottink, amellyel nemcsak a spektrumokat
tartalmazd métrix kezdeti értékeit, hanem a masik két profilra vonatkozO matrix kezdeti
értékeit is a kiszamitandd értékekhez kozelebbi értékekkel lehet majd feltdlteni. Az ilyen
tipust [“Onmodellezé gorbefelbontd” (Self Modelling Curve Resolution, SMCR) modszeren
alapulé] matrixinicializacié mindharom profil kezdeti matrixértékeit az adott SMCR mddszer
altal szolgdtatott megoldastartomanybdl télti majd fel (szemben az eddigi random szamokkal
vagy legkisebb négyzetdsszegek kiszamitédsan alapulé matrixfeltoltéssel). Az adott SMCR
algoritmus [138], valamint a kemometriai médszerekkel kapott eddigi eredményeink [139] a
kodzeljovoben kertilnek publikalésra
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25. abra. (@) utdlagos spektrumkivonassal kapott “szamitott” IR spektrum, (b) az 1-klorhexan
statikus (nem HPLC-IR) koértlmények kozott mért referencia IR spektruma, (¢) a n-hexén
eluens HPLC-IR korllmények kozott mért IR spektruma. Az () és (c) esetekben a
szémitésnd fel nem haszndlt 1490-1425 cm™, 1392-1365 cm™, valamint a 739-714 cm™
tartomanyokat nem brazoltuk.
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26. dbra. (@) utdlagos spektrumkivonassal kapott “szamitott” IR spektrum, (b) a toluol
statikus (nem HPLC-IR) korilmények kozott mért referencia IR spektruma, (€) a n-hexan
eluens HPLC-IR korlilmények kozott mért IR spektruma. Az () és (c) esetekben a
szémitésndl fel nem haszndlt 1490-1425 cm™, 1392-1365 cm™, valamint a 739-714 cm™
tartomanyokat nem &brazoltuk.
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5.6. A szimulélt ésmért HPL C-IR adatok kemometriai kiértékeléssel kapott
eredményeinek dsszegzése

A szimuldt HPLC-IR adatok kemometriai kiértékeléssel kapott eredményel olyan
adathalmaz felhaszndlésaval szilllettek, mely adathalmazrél utdbb kiderdlt, hogy tal specidlis,
vagyis a valodi mérési adatokhoz képest tobb olyan leegyszeriisitést is tartalmazott, mely a
tesztelt modszerek valodi mérési adatokra torténé modositasok nélkili atvitel é akaddlyozta. A
PARAFAC valamint a PARAFAC2 tesztelése sorén kapott kezdeti eredmények azonban arra
0sztonoztek benniinket, hogy a szimuldt adattdmbnek a modszerek alkalmazhatosagat
alapvetoen eldonté tuljadonsdgain tdli egyéb tulgjdonsagait, valamint e tulgjdonsdgoknak a
tesztelt modszerekkel valo illeszthetoségét is megvizsgajuk. Mivel e tulajdonsagok kozil az
eluens koncentrécioprofiljanak idobeli valtozasa nem csak a szimuldlt adattémbre, hanem a
valés mérési adattombre is jellemzd, a szimuldt adatokon végzett tesztek nem valtak
haszontalanna: joggal vérhattuk, hogy a mért adatok profilokra bontasanad is eredményesebb
lesz a PARFAC2 modszer, mint aPARAFAC.

A valddi mért adatok kemometriai felbontédsand tébb olyan mddositast is bevezettiink,
melyek végll partikuléris megoldashoz vezettek, vagyis a szamitott harom profil kozil az
elci0s- és koncentréaci dprofil (illetve ezek linearis kombinacidi) kielégité egyezést mutattak a
mért adatokkal. A szamitott spektrumprofil (vagyis a komponensekhez rendelt egyes
spektrumok) nem mutattak megfelel6  korrelaciot az  1-klérhexan és  toluol
referenciaspektrumokkal. A szamitott spektrumokbdl az eluens spektrumanak utélagos
kivonasaval kapott eredmények referenciava vald nagymértékii egyezésel azonban
megmutattak, hogy az egyes kémiai komponensekhez rendelhet6 spektrumok elkilénitése — a
modositésaink eredményeként létrgott OSSS-1U-PARAFAC2 modszer akalmazasanak
kdszOnhetéen — megtortént, csupan az eluens matematikai eliminalasanak mértéke nem volt
elegendo.

Az dtalunk eddigiekben kialakitott OSSS-IU-PARAFAC2 eljaras a métrixinicializacids
Iépésben csak a spektrumokat tartalmazé matrix kezdeti értékeit tolti fel a kiszamitandd
értékekhez kozelebbi értékekkel. A mért HPLC-IR adatok varhat6an sikeres (és alapvetéen az
eddig kialakitott eljarason alapuld) analiziséhez a kozeljovoben olyan SMCR moédszeren
alapulé métrixinicializalas ejarast kivanunk bemutatni [138], amely nemcsak a spektrumok,
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hanem a masik ké profil kezdeti értékeit is a kiszamitandd értékekhez kozelebbi

tartomanyokbdl veszi.

6. A B-cipermetrin izomerek HPL C-IR vizsgalata

6.1. A B-cipermetrin izomerek HPL C-IR méréseinek kisérleti korilményei

6.1.1. Felhaszndlt anyagok és mintakészités

A HPLC-IR méréseknd és a mintaoldatok készitésénd felhaszndlt oldoszerek
mindegyike (acetonitril, diklérmetén, 2-propanol és tetrahidrofuran) HPLC-s minéséga volt
(Sigma-Aldrich Co., USA). A mintaoldatok az Agro-Chemie Kft-t6l beszerzett, rovartld
tulgjdonsagu és diasztereomereket tartalmazd -cipermetrin megfeleld mennyiségének 20/80
vIv%-0s CHCl,/n-hexan elegyben val6 oldasaval készitek, ugy, hogy 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, 2.0
és 4.0 mg/ml-es koncentraci6ju oldatokat 5 ml dssztérfogatban kapjunk.

Az elvélasztési feladat soran a kovetkezo elegyek mobilfaziskent vald alkalmazéséra kerdilt
sor: CH,Clo/n-hexan (35/65 v/v%), tetrahidrofuran/n-hexan (2/98 v/iv%), 2-propanol/n-hexan
(0.1/99.9 viv%) és acetonitrillel telitett n-hexan (2.0 v/v% acetonitril, 23 °C-on). A polaris
modositok koncentracidjat Ugy optimalizaltuk, hogy a retencios idok lehetéleg 10 perc alatt
maradjanak, és a mésodik kromatogréfiads cslicsra vonatokoztatva megkozelitoleg azonosak

legyenek az dsszes kisérlet soran (az &ramlasi sebességet konstans 2 mi/perc értéken tartva).
6.1.2. Miiszerek ésmérés paraméterek

Az elvllasztasokhoz DuPont gyartmanyd ZORBAX-Sil (4.6 [1 250 mm, 5 um) oszlopot
haszndltunk, melyet a haszndlt mobilfézissa (mérés el6tt, minden mobilfazis csere
alkalméval) mostunk és egyensulyi alapotba hoztunk. Az injektalasokat tavolrdl iranyitott
VICI (Vaco Instrumetns Co. Inc.) tipusy injektorral vegeztik; az injektdt térfogat
(huroktérfogat) 20 ul volt. A mobilfazisokat a csatolt HPLC-IR rendszeren keresztil egy
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ISCO 2350-es pumpa tovabbitotta. A rendszer kromatografiai és IR spektrometriai része
kozotti kapcsolatot atfolyés folyadékcellaval (Spectra-Tech Inc., USA) biztositottuk, melyet
gondosan az FTIR spektrométer mintaterének fokuszpontjdba poziciondltunk. (A
poziciondldshoz a fokuszpont helyét és ameérdjét egy hazikészitésii, x-y-z iranyban
mozgathatd mintatartd, valamint egy erre rogzithet6 blende segitségével dlapitottuk meg.) A
10.8 ul-es atfolyos folyadékcella NaCl ablakokkal, és az analitikai kromatografoknal
dtaldban hasznalt 0.01" -es belsd, és 1/16"-es kilsd amérdji rozsdamentes acdl be-, illetve
kivezeto csovekke volt elldtva. A kromatogréfias oszlop és a folyadékcella kozotti acélcsd
hossza 15 cm volt.

Az elvaasztott komponensek IR abszorbcios spektrumait a ket detektorral ellétott Nicolet
Magna 750-es FTIR spektrométerrel mértiik; a mérések soran a 4000-650 cmi™* tartomanyban
miikodo, cseppfolyds No-vel hiittt igen gyors és nagyérzékenységi MCT-A detektort
haszndltuk. Annak érdekében, hogy a legnagyobb energiadteresztést, vagyis a legnagyobb
detektorjelet kapjuk, az interferogram maximalizalasat a standard apertura érték 6-rol 26-os
értékre dlitasaval értik el. A spektrumokat tipikusan 8 vagy 16 cm” spektrdlis felbontas
mellett, spektrumonként 16 illetve 32 interferogram scan akkumuldésaval vettik fel. Az an.
“valosidgu” (real time) adatgyjtés rendszer haszndlata mellett (5.0632 cm/s tikdrmozgatasi
sebességnél, a mozgo tukor 1.25 illetve 0.625 mm-es maximum elmozdulasandl), ez 2.35
illetve 3.22 méasodperces idofelbontast eredményezett az “IR kromatogram’-ban.

Az IR spektrumsorozatok megfeleld idofelbontassal torténé meérésének feladatét az
OMNIC™ szoftvercsomag (Thermo Nicolet Inc.) Series programmodulja irényitotta. Az
on-line mérések sorén, minden egyes mintaspektrumhoz az aktudlis mobilfazis 256 scan-es
egysugaras spektruma szolgalt hattérspektrumként, mely héttérspektrum kdzvetlenil a HPLC-
IR mérés elott, aramlasi korilmeények kozott kerllt megmérésre. Ez az eljéras rogton az
anaizadlandd anyag abszorbanciaspektrumat adta, s igy nem volt szilkkseg semmiféle spektrdis
kivonas elvégzésére a mérés utan. A Kemigram (vagyis a felhasznal6 dtal kivaasztott kémiai
funkcidscsoportra jellemzé  hulldmszamtartomany integrdlt IR abszorbcids intenzitésan
alapul 6 kromatogram), valamint ateljes | R-tartomanyban vett kromatogramnak tekintheto, Un.
Gram-Schmidt rekonstrukcid [140] valds idgi el6dlitésara szintén a Series szoftvert

hasznaltuk.

68



Referenciaként a -cipermetrin minta konvenciondlis normal fézisi HPLC-s elva asztasét
szintén elvégeztik, ugyanazon aZORBAX-Sil oszlopon, mint amit a HPLC-IR mérések soran
hasznaltunk, CH.Cly/n-hexan (25/75 v/v%) izokratikus elacigjaval, 2 mi/perc aramlés
sebesség mellett. A haszndlt Spectra Focus HPLC rendszer (Thermoseparation Products, CA)
egy Spectra P2000-es pumpdbdl, Rheodyne injektorbdl, és egy Spectra UV2000-es
detektorbadl dllt. Az injektalt térfogat 20 pl volt, és az UV abszorbciot 240 nm-en detektaltuk.

6.2. A B-cipermetrin izomerek HPL C-IR vizsgalati eredményeinek targyalasa

6.2.1. AzIR detektdlas tartomanyok tsszehasonlitasa

A HPLC-IR mérések elott a p-cipermetrin minta Osszetételét konvenciondis HPLC
analizissel dlendriztik. A B-cipermetrin molekula harom aszimmetriacentrumot tartalmaz;
ennek megfeleléen a minta 8 sztereoizomer keveréke, amely négy enantiomerparnak
(tukorképi parnak) felel meg, s melybol két par sokka nagyobb mennyiségben van jelen a

mintdban, mint a masik kett6. A két nagyobb mennyiségben jelenlévé sztereoizomerpart

(illetve mindegyik parbdl csak az egyik enantiomert) a 27. &ra mutatja be.

1-esvegydulet: 2-esvegyulet:
(R)-a-ciano-3-fenoxibenzil (R)-a-ciano-3-fenoxibenzil
(15)-cisz-3-(2,2-dikl6rvinil)- (19)-transz-3-(2,2-diklérvinil)-
-2,2-dimetilciklopropankarboxil & -2,2-dimetilciklopropankarboxil &

27. dbra. A B-cipermetrin diasztereomerek két f6 komponensenek kémiai szerkezete és
hivatalos IUPAC neve.
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A kromatogramban, ha akirdis dalofazist haszndunk, csak a diasztereomereket |ehet
egymastol megkillénboztetni, mig az enantiomereknek ugyanolyan retencios idejik lesz. igy
két nagy és két kisebb kromatogréfias csticsnak kell megjelennie a kromatogramban, ahogyan
az UV detektdldssal ezt meg is figyeltik (Id. a 28. dbrét). A 13.84 és 18.74 percnél eludl6do
két fobb cslcs rendre az 1 és 2-vel jeldlt szerkezetnek felel meg a 27. doran. A
cslcstertileteknek megfelel6en, ezek tdmegaranya 40/60. A 28. dbran lathato két kisebb cslics
a pB-cipermetrin két fennmaradd entantiomerparjanak koszénhet6. Varhatd, hogy a HPLC-IR
meérések soran csak a két fobb komponens lesz megfigyel het6.

1324
18.74

L abszorbancia

10 15 20
| [perc]

28. abra. A kereskedelmi B-cipermetrin termék UV detektalas mellett kapott normalfézisu
HPLC kromatogramja. Az elst fobb csics (13.84 percnél) a cisz szerkezethez (az 1-es
vegyulethez), mig a masodik fobb csics (18.74 percnél) a transz szerkezethez (a 2-es
vegyUlethez) tartozik.

A 29. &rén a sztereoizomer keverék szilardfézisi IR spektruméa a négy hasznalt
mobilféziskeverék abszorbcios spektruméval egyitt mutatjuk be, hogy illusztrdjuk a
B-cipermetrinek afolyés folyadékcellaban torténé IR spektroszkdpiai detekta asanak
elofeltételeit. Megjegyzends, hogy azok a spektralis tartomanyok, ahol a mozgo fézis
abszorbanciga meghaladjia a 2 abszorbancia egységet, haszndhatatlanok a vizsgdando
mintakomponens detektdldasara (bar a Fourier-transzformécios IR mérés alapelvének

kdszOnhetoen ezeket a tartomanyokat szintén tartalmazza a méres).
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Abszorbancia
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29. &bra. A sztereoizomerkeverék és a négy mobilfaziskeverék IR spektrumanak
Osszehasonlitésa: (a) a sztereoizomerkeverék szilardfézisu IR spektruma, (b) DKM/nHEX, (¢)
THF/NHEX, (d) IPA/nHEX, és (e) AN/nHEX mobilféziskeverék IR spektruma.

A mintakeverék 29/a. dbran lathato, KBr pasztilldban felvett, szilardfézisi IR spektrumat
Osszehasonlitva a mobilféziskeverékek 29/b-29/e. dbrékon lathatd spektrumaival, nyilvanval o,
hogy az 1500 cm™ felletti shvok a legalkalmasabbak a mennyiségi elemzésre (kiilonésen az
erés vC=0 sav 1740 cm’ —ndl), minthogy ezek a sdvok mentesek a mobilfazis okozta
interferenciatdl. A mintakeverék 1478 cm’-nd 1év6 legerésebb sdvjia a mi cédljaink
szemponjabdl haszndlhatatlan, mivel ez abba a taroményba esik, ahol a n-hexan elnyeli a
teljes energit. Az 1350 cm-t6l 750 cm-ig terjedd tartomany vizsgélata szintén fontos lehet,
minthogy az elvdasztott diaszteromerek megkilonboztetésére alkalmas —spektrdis
kil onbségek megjelenése itt, a vazdeformaci 6s rezgések tartomanyéban varhato.

A legjobb HPLC-IR kemigramok, melyeket a karbonil abszorbcids tartomany felhasznélasa
mellett a négyféle mobilfazissal kaptunk, a 30. doran lathatdak. Ezen kemigramok kézil kettot
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a megfelel6 Gram-Schmidt rekonstrukciokkal (vagyis teljes IR kromatogramokkal) a 31.

abrén hasonlitunk dssze.
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30. dbra. A 4 mg/ml injektalt koncentrécioji B-cipermetrin minta 1760-1720 cm™ spektrélis
tartomany alapjan kapott HPLC-IR kemigramjai, a négy kilonbdzé mobilfaziskeverék esetén:
(a) DKM/nHEX, (b) THF/nHEX, (c) IPA/NHEX, és (d) AN/nHEX.
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12

31. dbra. Kétféle mobilfézissal kulén-kilon nyert B-cipermetrin kemigram és az ezeknek
megfelel6 Gram-Schmidt-rekonstrukcids kromatogramok 6sszehasonlitasa (4 mg/ml injektélt
koncentrécid): (a) kemigram THF/nHEX, (b) GSR THF/nHEX, (¢) kemigram AN/nHEX
illetve (d) GSR AN/nHEX eluenssel végzett HPLC-FTIR mérés esetén.
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Az tsszehasonlitas jol mutatja, hogy a “karbonil kemigramok™ sokkal intenzivebb csticsokat
adtak, s igy e€lonyosebben akamazhatbak a komponensek detektdlasara, mint a
Gram-Schmidt rekonstrukciok. Az elébbiek akkor adtak a legmagasabb jelintenzitést a
kromatogréfiads cslicsmaximumban, ha a sziik 1760-1720 cm™ hulldmszamtartoméanyra
korlatoztuk a mérési tartomanyt. A ké& fobb diasztereomerpar mindegyikének ebben a
tartomanyban vannak alegintenzivebb IR abszrobcios sdvjal, és ez az atartomany, ahol sem a
n-hexan, sem pedig az alkalmazott mobilfaziskeverékek nem zavarjak a mintakomponensek
detektdl &sét.

Ezzel szemben sokkal nehezebbnek bizonyult barmiféle jelet detektdni a Gram-Schmidt
rekonstrukciokban (GSR-ekben). Még a legnagyobb (4 mg/ml) koncentraciéju mintak is csak
két esetben, a tetrahidrofuran/n-hexan (THF/NHEX) és az acetonitril/n-hexdn (AN/nHEX)
alkalmazésakor mutattak detektalhaté jelet (3 korlli jel/zaj-aranybeli elvaras mellett). Kisebb
koncentréciokndl a skertelenseg oka annak a ténynek volt koszonhetd, hogy az
intenzitasszintek és a jel/zgy aranyok a GSR-ekben torvényszertien (a Gram-Schmidt
Rekonstrukcio képzésébol adodoan) kissebbek, mint a megfeleléen kivalasztott keskeny
tartomany( kemigramokban. Mig a maximum kemigramintenzitasok a 4 mg/ml—es mintaknal
(abszorbancia egységben) 0.018-0.029 kozott valtoztak a haszndlt mobilfazistdl fliggéen (Id. a
30. abrat), addig a maximum GSR-intenzitasok rendre legaldbb egy nagysagreddel kisebbek
(0.0018 és 0.0007 kordli értékiiek) voltak a THF/NHEX, illetve AN/nHEX mobilfazisoknal .
Mint ahogyan a 30. &orén |&hato, a kemigramintenzitasok és csticsalakok meglehetdsen jol
reagaltak a mobilfazisok tulajdonsagaira; a killonb6zoé kemigramokban mért cslcsintenzitésok
Osszehasonlithatoak, és léthatd hogy azonos nagysagrendiek maradtak. A GSR-ek esetében
(Id. a31/b. és 31/d. brékon), a detektdlt csicsintenzitasok nem hasonlithatdéak dssze a relativ
intenzitasokat feltintetd skaldn. Itt a cslcsintenzitasokat a mobilfazisnak nem a
kromatogréfiai, hanem a spektroszkopiai viselkedése szabta meg (visszatilkrbzve a - teljesen
elnyel6 tartomanyokat is tartalmazoé — teljes spektrum atlagos jel/zg) aranyét). Vagyis a minta
abszorbcids intenzitdsdban bedll6 ugyanolyan kicsiny mértékii vatozasnak a kildnbozo
mobilfézisokhoz tartozo teljes spektrdis intenzitésokka valo elosztasa, a relativ intenzitas-
skdédn kulonbdz6 maximum jelszinteket eredményez. Ennek kovetkeztében az azonos
mintakoncentraciok  0sszehasonlithatatlanul  gyengébb  cslcsintenzitasokat adnak a

GSR-ekben, és ez magyardzza a 4 mg/ml—es minték diklormetan/n-hexannal (DKM/NHEX) és
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az izopropanol/n-hexdannal (IPA/NHEX) vald mérésének sikertelenségét. igy azt a
kovetkeztetést vonhatjuk le - ha egyedil a kromatogréfiai vonatkozasokat vesszik
figyelembe -, hogy a B-cipermetrinek HPLC-IR elvdasztasakor mobilfazisnak a THF/nHEX
vagy az AN/nHEX a legjobb vélasztés, detektdasi modszerként pedig a kemigram-tipusi
kromatogram hasznal ata tekinthet6 jé megol dasnak.

6.2.2. Mintaazonositas ésdetektalas hatarok

A detektalasi/azonositas hatarok tanulmanyozéasakor mefigyeltik, hogy a 4, 2, és 1
mg/ml—es koncentracioji minték jol értelmezheté kemigramokat adtak 8 cm™ felbontés és
spektrumonként 16 akkumul&lt scan esetén, mig a 0.5 és 0.3 mg/ml-es koncentracioju minték
a kemigramban cslicsokat nem advan, a mérési paraméterek tovabbi valtoztatasat igényelték.
Egy jel idobeli valtozasa estén (ahogy a kemigramban is torténik) az akkumuldlt scan-ek
szamanak novelésével ovatosan kell banni, mivel a scan-ek szaménak egy bizonyos ponton
tuli novelése tobbé méar nem javitja a felvett spektrum minéségét (jel/zg aranyét) [141]; ezzel
szemben, a kemigramban lerontja az idofelbontast és (az atlagolas miatt) csokkenti a
maximum cslcsintenzitast. A 32 scan-es spektralis akkumulacio a kemigramcsicsok zajbol
vald kiemelkedését figyelembe véve (jel/zgf > 3 mellett) hatékonynak tiint, de ez az
1350-750 cm™ tartoméanyban spektrélis informéciovesztéssel jart egyiitt. Esélyiink nem |évén
az azonositasra, azért, hogy a kemigramokban jobb idébeli felbontast érjumk e, 16 cm™
spektrélis felbontast véasztottunk (a 8 cm™ helyett). Mint ahogyan a 32. &ra mutatja, a
B-cipermetrinek kemigramcsticsai igy a 0.3 mg/ml-es mintand mind a négy mobilfézis esetén
detektdhatéak voltak (16 cm™ —es felbontas és 32 scan akkumuldésa mellett). Bar a
THF/NHEX (32/b.) és IPA/NHEX (32/c.) mobilféazisokka nyert kemigramok kétséget
ébresztenek anem vart 6. perc kornyéki zajos maximum miatt, ellenérizve az idoskaa minden
egyes adatpontjahoz tartozd spektrum 1900-1500 cm™ tartomanyét, az 1744 cm™ és 1588
cm—es savokat (melyek mindkét diasztereomerpérra jellemzéek) csak a 32/b. dbrén 1év6 8.3
€s 9.5 perces csticsokndl, valamint a 32/c. dbran [évé 7.5 és 9.4 perces csticsoknd figyel hettik
meg. Vagyis a 6-perces csicsok csak mérési zajnak bizonyultak.

A 0.3 mg/ml-es minta esetén kapott kemigram zgjszintjét figyelembe véve, a 0.3 mg/ml-es
koncentrécio a B-cipermetrinek altalanos detektalasi hataranak bizonyult. Ugyanakkor az
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acetonitril/n-hexan mobilfazis esetében a becslilt detektalas hatar legaldbb 0.1 mg/ml, melyet
tesztmérésekkel bizonyitottunk.
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32. dbra. A 0.3 mg/ml —es injektdlt koncentracioji mintéra vontatkozé (1760-1720 cm*
spektralis tartomany aapjan kapott) B-cipermetrin kemigramok (@) DKM/nHEX, (b)
THF/NHEX, (c) IPA/NHEX illetve (d) AN/nHEX eluenssel végzett HPLC-FTIR mérések
esetében.

Masrészt, figyelembe véve, hogy az 1 mg/ml-es mintdknd nem csak kromatogréfiai,
hanem spektrédlis informécidkat is tudtunk nyerni az 1350-750 cm™ tartomény elvesztése
nékil (8 cm™ spektrélis felbontas és spektrumonkénti 16 scan akkumuldldsa mellett),
megadllapithatjuk, hogy pozitiv mintakomponens azonositas (vagyis a diasztereomerek
megkuldnboztetése) 1 mg/ml koncentraci 6ju mintak esetén lehetséges.

A négyféle mobilfazis esetében az 1 mg/ml-es mintak két jol elkilonilé kromatogréfias
csticsabdl kinyert spektrumainak dsszehasonlitésa megmutatja (Id. a 33. és 34. dbrékat), hogy
a szereoizomer keverék két f6 komponense jellegzetes kilonbségeket mutat, kildnbdsen az
1300- t8l 1050 cm*-ig terjedd spektralis tartomanyban, ami alkalmassa teszi a spektrumokat
az adott mintakomponensek azonositéséra. Az is nyilvanvalo, hogy a spektrdis azonosités
szempontj&bdl a mobilfaziskeverékek kozott hatérozott killonbségek Iehetnek. Mig a n-hexéan
teljes abszorbci6t mutatd savjai (1500-t6l 1300 cm™-ig, valamint 800 cm™ alatt) ugyanazon
spektrélis tartomanyokat blokkoljék és a spektrumokat ugyanolyan modon befolyasoljék mind
a negy esetben, a korulményekbeli kilonbségeket elsddlegesen a poléris modositok azon
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abszorbciés savjai hatédrozzak meg, melyek a mintakomponens savjaival dsszemérhet

intenzitastak.
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33. abra. Az 1 mg/ml-esinjektdlt koncentracidju mintak elsd kemigramesicsaibdl kinyert IR
spektrumai a négy mobilfazis (a) DKM/nHEX, (b) THF/nHEX, (c) IPA/nHEX, illetve (d)

AN/NHEX esetében.
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34. dbra. Az 1 mg/ml-esinjektalt koncentraci6ju mintak masodik kemigramcstcsaibol kinyert
IR spektrumai a négy mobilfazis (a) DKM/nHEX, (b) THF/nHEX, (c) IPA/nHEX, illetve (d)

AN/NHEX esetében.
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Miként egy nemrégiben megjelent atekintdé tanulmanyban megjegyzik [113], a poléris
maodositok kis mennyiségben valé hasznalata bizonyos régiokban megakaddyozhatja a
hatékony detektalast. Masok azt alitjdk [141], hogy szamos kisebb mennyiségben (<5%)
hozzaadott modosité a kromatografias elvalasztast tovabbi spektralis informaciovesztés nélkdl
képes befolyasolni. A mi kisérleti korilményeink kozott a kis koncentréci6ja modositok végul
tobbletként megjelend abszorbcids savjainak kompenza édnia kellett volna a mérés folyaman,
de a modosité és a mintakomponens kozoétti molekularis kdlcsbnhatasok miatt ezek a sdvok
enyhén eltorzulhattak/eltolédhattak, s igy az elvalasztott mintakomponens spektrumaban
pozitiv vagy negativ zavarO0 savokként mégis megjelentek. (Az e hatas adltal befolyasolt
spektrdisintervallumokat kivagtuk és csillaggal jeldltik a 33. és 34. abrakon.)

A 33/a. és 34/a. dbrak azt mutatjak be, hogy a nagyobb ardnyban (35%) alkalmazott DKM
maédositd 1230-1270 cm™ kdzétti sdvja a mintakomponens ezen értékes spektrumtartomanyat
elfedte (ezt a tartoményt kettos csillaggal jeloltik), mely egyértelmii harany. Az IPA/NHEX
mobilfazis sem tekinthet6 jO vélasztdsnak, a méasodik kromatogréfids csticshoz tartozd
spektrum 1050-1300 cm™ kozotti spektrédlis informécidvesztése miatt (Id. a 34/c. &brét).
Annak a ténynek kdszonhet6en, hogy a THF és AN savok a mintakomponensnek csak a kis
informacidtartalmu (a 33/b. és 33/d., valamint 34/b. és 34/d. dbrékon csillaggal jel6lt), 1050
cm™ aatti  spektrumtartoméanyait érintették, a sepktrumok karakterisztikusabb részeit
érintetlentl hagyva, a THF/nNHEX és AN/nHEX eluensekkel végzett mérések szolgdltattak a
legjobb mindsegii spektrumokat.

6.2.3. Koncentréciofiggés

Tanulményozva az 1760-1720 cm™ kozétti spektrélis tartomanyra vonatkozd kemigramok
csicsintenzitdsainak védaszd a koncentréciovaltozasra, az 0Osszes mobilfazis esetén
meglehetésen j6 linedris dsszefliggést taldtunk a csticsmagassagok és koncentraciok kozott a
0.3 - 4.0 mg/ml-es koncentraciétartomanyban, miként ezt a 35. és 36. abrdk, valamint a
linedris illesztések 5. téblézatban feltlntetett korrelécios egyltthatdi (R) és szérasai (SD)
mutatjak. A linedris regresszié korrel&cios egyitthatoi 0.9997 és 0.9940 kozott vatoztak az
elsd kemigramcsucs esetén (1 —es vegyllet, I1d. a 35. borén és az 5. tablazatban), valamint
0.9986 és 0.9928 kozott a mésodik kemigramesics esetén (2 —es vegyllet, |d. az 36. abran és
az 5. téblézatban).
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36. 4bra. A méasodik kemigram cstics (1760-1720 cm™ spektélis tartoményra vonatkoz)
intenzitédsanak koncentraciofiiggése az (a) DKM/nHEX, (b) THF/nHEX, (c) IPA/NHEX és a
(d) AN/nHEX mobilfézisok esetében. A linedris regresszio korrelécios egydtthatéi (R) az
abréan lathatdak.
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5. tablazat. A kemigram cslicsmagassagok és koncentraci ok kozotti kapesolat linearis
illesztésének eredménye
Kemigram s A linedrisillesztés eredménye
; Mobilfazis
csucs A A hibga B B hibga R SD
DKM/nHEX | 8.1152 .10 | 1.5604 -10“* | 0.0040 | 0.7494-10*| 0.9997 | 2.2340-10"

THF/NHEX | 4.6215-10* | 6.0083-10%| 0.0051 |2.9083.10*| 0.9952 |8.8079-10*

Flsd IPA/NHEX | 4.1639-10* | 6.4675-10*| 0.0049 |3.1306-10*| 0.9940 | 9.4810-10*
AN/nHEX | 2.5617-10*| 6.5682-10*| 0.0060 | 3.1547-10*| 0.9972 |9.4271.10*
DKM/nHEX | 2.1690 -10* | 5.6500-10*| 0.0073 |2.7137-10*| 0.9986 |8.1092-10"

Mésodik THF/NHEX | 4.6818-10* | 8.4876-10%| 0.0078 |4.1084-10%| 0.9958 | 1.2400-10°

IPA/NHEX | 2.1000-10°| 6.7197 -10*| 0.0047 |3.2526-10%| 0.9928 |9.8551.10*
AN/nHEX | 1.1600-10°| 3.3338.10%| 0.0075 |1.6012-10*| 0.9995 | 4.7848.10*

A: az y = A+B-xtipusi linedris fliiggvénnyel illesztett egyenes tengelymetszete az abszcisszan,
B: az illesztett egyenes meredeksége,

R: az illesztés korrel &ci s egyitthatoja,

SD: az illesztés Standard Deviécidja (sz0résa)

Osszegezve elmondhatd, hogy a linearités kritériuma egyik tesztelt mobilfaziskeveréket
sem zérja ki a haszndlathdl, viszont a spektrumok hasznos (1800-1500 cm™ és
1300-1050 cm™) részének minsége egyértelmiien jelzi, hogy a THF/NHEX vagy az
AN/nHEX a legjobb mobilfézis valasztas, ha a fokomponens azonositast is feladatnak
tekintjuk.

6.3. A B-cipermetrin izomerek HPL C-IR vizsgalati eredményeinek dsszegzése

Kisérleteink demonstrdltdk, hogy az analitikai HPLC on-line Osszekapcsoldsa egy
afolyos folyadékcellan keresztil egy kutatasi céloknak megfelel6 mindsegii (gyors és nagy
érzékenysegii IR detektorral, valamint sorozatmérésre alkalmas szoftverrel felszerelt) FTIR
spektrométerrel, életképes modszert kinal a szerves kémiai termékek fobb komponenseinek
elvalasztassal egybekotottt detektalasa és azonositasa szamara. Az ide vonatkozo, féarambeli
szakirodalommal szemben megmutattuk, hogy a szokésos polaris mdédositot tartalmazd
kromatogréfias mobilfazisok ilyen mérések soran is haszndhatéak, bar e technikanak a
mobilfézisok és a vizsgdandé minta spektroszkopia tulgjdonsagaitdl fliggoen egyértelmii

korlatai vannak.
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Megallapitottuk, hogy abban az esetben, ha a mintakomponensnek erés IR abszorbcids
sdvja van a mobilfazis abszorcios savgaitdl mentes tartomanyban, az IR kromatogramok,
— felhaszndlva az olyan sziik tartoményon vett kemigram-tipusi detektdlast mely a
célvegyulet spektdlis tulgjdonségaira van hangolva —, akamasak fékomponens detektdl ésra.
A teljes IR spektrumon aapuld (és a GC-IR méréseknél igen sikeres) Gram-Schmidt
rekonstrukcios kromatogramok regisztralaséra irdnyuld probdkozasok a minta 4 mg/ml-es
injektalt koncentracidjanal sikertelenek voltak.

Felhasznélva a “karbonil-kemigram”-okat, a tanulmanyozott -cipermetrin mintdban [évo
két fo diasztereomer kvantitativa. meghatérozasa megfeled linearitast mutatott a
0.3-4.0 mg/ml-es koncentréciotartomanyban. Az 1 mg/ml-es injektalt koncentracio még a
diaszteromerek spektrdlis megkllonbodztetését is megengedé azonositési hatarnak bizonyult,
mig a legtdbb mobilfézis alkamazasa mellett a 0.3 mg/ml volt a vizsgalt B-cipermetrinek
detektdlas hatara Az acetonitril/n-hexan mobilfézis esetében (ahol a kemigramcsics
magasabb volt a tobbi mozgodfazissal kapott csicshoz képest) 0.1 mg/ml-nek becsiltik a
detektdlasi hatart.

S b az injektdt koncentraciok, injektat térfogat, valamint a cslcsterlletek és a
spektrumok kinyeréséhez felhaszndlt részcslcsterliletek ismeretében kiszamithatd lenne a
mintakomponensek spektrumok &tal reprezentalt mennyisége, munkankkal (csak az injektalt
koncentréciok megadésaval) a kromatogréfiai igények kielégitésére torekedtlink:
meghatéroztuk, hogy egy valodi (és vadszinileg higabb koncentracidja), feltételezetten
B-cipermetrint tartalmazd minta esetében milyen mértékii koncentrdlést kell elvégezni ahhoz,
hogy az analitikai rendszerti, folyadékcelldval felszerelt HPLC-IR miszeregylttessel a
komponensek jelenlétét az IR spektrumok alapjan bizonyitani/elvetni |ehessen.

Ugyanakkor a fentiek értelmében az is megdllapithatd, hogy ha mérés el6tti koncentdl o
Iépés nélkll kivanjuk haszndlni a HPLC-FTIR keészllékegyttest, akkor e miiszerkombinécio
- figyelembevéve a modszer korlaait - bizonyos éelmiszeripari, kornyezetvédelmi és
termékminositési  problémak megoldasaban hasznos segitséget nyUjthat az elvélasztott

komponensek azonositésdban.
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7. Osszefoglalas

A Raman és IR spektroszkopia elvaasztéstechnikdval kombindlt lehetséges alkalmazasai
kozil TLC-Raman, TLC-SERS, valamint HPLC-IR alkalmazasokkal kapcsolatos
vizsga atokat végeztiink, s az aldbbi eredményeket értik €.

I/A. TLC-Raman vizsgalatok:

[/A/1. Megdlapitottuk, hogy a vizsgélt hétféle esszencidlis aminosav (Gly, Ala, Ser, Vadl,
Pro, HO-Pro, Phe) kilonbdzo gerjesztolézerek mellett kivitelezett TLC-Raman mérésekor
aNd:YAG lézer 1064 nm-es gerjesztésenek hatarozott jel/zaj ardnybeli és hattérszorasbeli

elénye van a Raman mikroszkdp 532, 633 és 785 nm-es gerjesztolézereivel szemben.

I/A/2. Megmutattuk, hogy avizsgélt gyenge Raman szorési tulajdonsagu alifas aminosavak
detektdlasa €s azonositésa az 1064 nm-es gerjesztéssel  kivitelezett FT-Raman
spektroszkdpia alkalmazésa és spektrumadatbank-beli elektronikus keresés mellett 100 pg
nagysagrendii mintamennyiséget igényel.

[/A/3. Ramutattunk arra, hogy a vizsgat TLC lapok kdzll a legkisebb hattérszérassal a
Kieselgel 60 bir; az ezen adszorbedddott aminosavak Raman spektruma  pedig
meglehetésen nagy hasonldsagot mutatnak az olyan vizes oldatok Raman spektrumaival,
ahol az oldat koncentrécidja az adott aminosav ol dhatésagaval egyezik meg.

I/B. TLC-SERS vizsgélatok:
I/B/1. Megdlapitottuk, hogy az aminosavak TLC foltjainak fellleterositett Raman

spektrumai  (vagyis SERS spektrumai) a mintafolt tetejére cseppentett Ag-szol
hozzaadasaval és amérésideje aatti nedvesen tartds modszerével sikeresen el6idézhetoek.
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|/B/2. Megdllapitottuk, hogy az elérhetd ergsités mértéke 10- és 1000-szeres nagysagrend
kozott van: legnagyobb az 532 nm-es, legkisebb pedig az 1064 nm-es gerjesztolézer

alkamazésa esetén.

I/B/3. A TLC-Raman és TLC-SERS mérések eredményeit Gsszevetve rdmutattunk arra,
hogy a TLC-SERS spektrumok kevésbé alkalmasak a mintaazonositasra (kiléndsen a
Raman mikroszkop mikroszképikus inhomogenitésokra érzékeny nagy lateralis felbontésa
mellett), mint azok a konvenciondlis Raman spektrumok, melyeket az 1064 nm-es

gerjesztolézerrel felszerelt (NIR) FT-Raman miiszerrel lehet nyerni.

HPL C-IR adatok kemometriai kiértékelése

Az euenseliminacio nékuli HPLC-IR mérések kiértékelésének eldsegitésére
megvizsgaltuk bizonyos kemometriai modszerek alkalmazhatOsagét.

[1/1. A szimulalt HPLC-IR adatok PARAFAC és PARAFAC2 kemometriai modszerek
segitségével vald felbontasa sordn ramutattunk, hogy a tiszta (eluensmentes) kémiai
komponensek spektrumait a PARAFAC2 mdbdszer helyesen szamitja ki; a
referenciaspektrumoknak a szamitott spektrumokkal valé egyezése 95-98 %-0s. A
kiszamitott eluciosprofil és koncentracidprofil, illetve ezek megfeleléen képzett linearis
kombiné&cidi, aszimuldt IR kromatogramokkal szintén kielégit6 egyezést mutattak.

11/2. A mért (molekuléris kolcsonhatdsokat és mérési zajt is tartalmazd) HPLC-IR adatok
esetében a PARAFAC2 modszer algoritmusat tovabb kellett fejleszteni, és |étrehoztuk az
“Objective Subtraction of Solvent Spectrum with Iterative Use of PARAFAC2”
(OSSS-|U-PARAFAC2) mbdszert.

11/3. A mért adatok OSSS-IU-PARAFAC2 mddszerrel torténd kiértékel ésekor ramutattunk

arra, hogy a kémiai komponensekhez tartozd spektrumokat a modszer helyesen

szétvdlogatja, de az eluens matematikai eliminalasa nem teljes. Az euciosprofil és
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koncentrécioprofil, illetve ezek linearis kombinacidi, a mért IR kormatogramokkal
megfelel6 mértékii egyezést mutattak.

[1. B-cipermetrin izomerek HPL C-IR vizsgalata

I11/1. Kisérleteink demonstraltak, hogy az analitikai HPLC on-line 6sszekapcsolésa egy
afolyos folyadékcellan keresztil egy kutatas céloknak megfelel6 minésegi FTIR
spektrométerrel életképes modszert kindl a szerves kémiai termékek fobb komponenseinek

elvalasztéssal egybekotott detektdl ésa és azonositdsa szamara.

[11/2. A fédrambeli szakirodalommal szemben megmutattuk, hogy a szokésos poléris
modositét tartalmazo kromatografias mobilfazisok a folyadékcellaval osszekotott HPLC-IR
mérések sorén is hasznahatoak (bizonyos feltételek teljesllése mellett).

[11/3. Megmutattuk, hogy HPLC-IR mérések esetében a kemigram-tipusi IR
kromatogramok (a GC-IR méréseknél egyébként igen sikeres) Gram-Schmidt
rekonstrukcios kromatogramokkal szemben alkal masabbak fokomponens detektél asra.

[11/4. Megallapitottuk, hogy a kemigram tipusi IR kromatogramok felhasznélasaval, a
B-cipermetrin mintaban [évo két fo diasztereomer kvantitative meghatédrozésa megfelel6

linearitast mutat a 0.3-4.0 mg/ml-es koncentréci 6tartomanyban.

[11/5. Megadlapitottuk, hogy a diklérmetan/n-hexan, tetrahidrofuran/n-hexan, illetve
izopropanol/n-hexan mobilfazis alkalmazasa mellett a vizsgalt B-cipermetrinek HPLC-IR
detektalasi hatara 0.3 mg/ml, az acetonitril/n-hexan mobilfazis esetében pedig 0.1 mg/ml-re
becslilheto.

I11/6. Megallapitottuk, hogy a B-cipermetrin diaszteromerek spektralis megkll 6nboztetését

is megengedo azonositasi hatar 1 mg/ml-esinjektalt koncentraciona van.
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8. Summary

Among many possible applications of Raman and IR spectroscopy coupled with separation
techniques, we have made examinations connected to TLC-Raman, TLC-SERS and HPLC-IR

applications, and have achieved the following results.

I/A. TLC-Raman investigations:

I/A/1. Based on TLC-Raman measurements of seven essential amino acids (Gly, Ala, Ser,
Va, Pro, HO-Pro, Phe), it has been established that excitation of the spectra with the
1064 nm Nd:YAG laser has definite background and Signal/Noise advantages over the

532, 633 and 785 nm excitations of a Raman microscope.

I/A/2. 1t has been shown that Raman detection and identification of weekly scattering
aliphatic amino acids by FT-Raman spectroscopy (with the 1064 nm excitation) and

computer assisted spectral search require sample amounts in the 100 pg range.

[/A/3. It has been pointed out that the Kieselgel 60 type plate has the smallest background
scattering among the examined TLC plates, and the Raman spectra of amino acids
adsorbed on it are very similar to those of their aqueous solutions, where the concentration

of solution is equal to the solubility of the amino acid.

I/B. TLC-SERSinvestigations:
I/B/1. It has been established that surface enhanced Raman spectra (i.e. SERS spectra) of
TL C spots of amino acids can be generated by adding Ag-sol on top of the analyte spot and

keeping the sample wet during the measurement.

I/B/2. 1t has been established that the magnitude of attainable enhancement is 10-1000 fold,
greatest with the 532 nm exciting laser and smallest with the 1064 nm exciting laser.



1/B/3. Comparing the results of the TLC-Raman and TLC-SERS measurements, we have
pointed out that the TLC-SERS spectra are less suitable for analyte identification
(especially at high lateral resolution of a Raman microscope) than those conventional
Raman spectra obtainable with a (NIR) FT-Raman instrument equipped with 1064 nm

exciting laser.

Chemometric analysisof HPL C-IR data

In order to facilitate the interpretation of the results of HPLC-IR measurements done
without eluent elimination, we have examined the applicability of certain chemometric

methods.

[1/1. In the course of analyzing simulated HPLC-IR data by chemometric methods,
PARAFAC and PARAFAC?2, it has been pointed out that PARAFAC2 can caculate
spectra of the chemical compounds (that free from eluent) properly; the match index
between the calculated and reference spectra is 95-98 %. The calculated time profile and
concentration profile were recovered appropriately, and their proper linear combinations

have also shown satisfactory agreement with the simulated IR chromatograms.

[1/2. In case of measured HPLC-IR data containing molecular interactions and
measurement noise, the algorithm of PARAFAC2 method had to be improved, and the
“Objective Subtraction of Solvent Spectrum with Iterative Use of PARAFAC2”
(OSSS-1U-PARAFAC2) method was devel oped.

11/3. Analysing measured HPL C-IR data by the OSSS-1U-PARAFAC2 method, it has been
pointed out that the method separates spectra of chemical compounds properly, but
elimination of the eluent is not complete. The linear combinations of the calculated time
profile and concentration profile has shown satisfactory agreement with the measured IR

chromatograms.
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HPL C-IR investigation of B-cyper methrin isomers

[11/1. It has been demonstrated that on-line coupling of analytical HPLC with a research
grade FTIR spectrometer by means of a flow-through cell is a viable approach to major

component detection and identification of organic chemical products.

[11/2. In contrast to the related main-stream literature, it has been shown that the usual
chromatographic mobile phases containing polar modifiers can aso be used during

flowcell-interfaced HPL C-IR measurements (under certain conditions).

[11/3. It has been shown that chemigram-type IR chromatograms are more suitable for
major component detection in HPLC-IR measurements than Gram-Schmidt reconstructed

chromatograms (which is a highly successful method in GC-IR measurements).

[11/4. It has been established that quantitative determination of the two major diastereomers
in the B-cypermethrin sample using the chemigram type IR chromatogram shows good

linearity in the concentration range from 0.3-4.0 mg/ml.

[11/5. 1t has been established that the HPLC-IR detection limit for the B-cypermethrins
examined is 0.3 mg/ml when dichloromethane/n-hexane, tetrahydrofuran/n-hexane or
isopropanol/n-hexane mobil phase is applied, and it is estimated to be 0.1 mg/ml in case of

acetonitrile/n-hexane mobil phase.

[11/6. It has been established that HPLC-IR identification limit still allowing spectral

discrimination of 3-cypermethrin diastereomersis at an injected concentration of 1 mg/ml.
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