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Eloszo

Tulzés nélkiil allithatjuk, hogy a magyar gyogyszerkutatds nemzetkozi
szinvonaly, az elmult szaz évben kialakult a kutatok kritikus tomege is.
Orvosok, gyogyszerészek, szerves és elméleti kémikusok, bioldgusok,
matematikusok és mas szakteriiletek miiveloi, sok szaz kivaldan felkésziilt
specialista intenziv munkéval dolgozik 0j gyogyszerek kifejlesztésén,
illetve a meglévok tovabbi javitasan. Indokolt tehat, hogy fontos szakmai
vitaikat anyanyelviikon folytassak le, ehhez viszont sziikség van a szaknyelv
folyamatos apolasara és a magyar nyelven elérhetd szakirodalom ésszerii
gyarapitdsara. Ez a kotet a gydgyszerkutatds legfontosabb miiszeres
modszereit tekinti at, lehetdséget teremt a kezdoknek, illetve egy-egy
szakteriilet részleteiben nem tajékozott kutatoknak, de a specialistaknak is,
hogy ismereteiket bovitsék és elmélyitsék. Nem véletlen, hogy a fejezetek
koziil az els6 a folyadékkromatografiaval foglalkozik, ez ugyanis mara
olyan nagymértékben terjedt el a vizsgalati médszerek kozott, hogy még
annak a gyogyszerkutatonak is tudnia kell rola valamit, aki nem kifejezetten
kémiai analizissel foglalkozik. A spektrometria kiilonb6z6 agai ugyancsak
nélkiilozhetetlenek, ezek targyaldsa teszi ki a konyv dontd részét.
Lehetové teszi a tajékozodast a legmodernebb modszerek kozott, melyek
alkalmazasa hazai viszonyok kozott is magas szinvonalon lehetséges. A
rontgendiffrakcido néhany évtizede még kuriozumnak szadmitott, ma mar
biztosan allithatjuk, hogy a gyogyszerkutatas egyik nélkiilozhetetlen
segitdje. Eppugy, mint a folyadékfazisi szerkezetvizsgalat kiemelkedd
jelentdségli modszere, a magneses magrezonancia-spektroszkopia, mely
az oldatfazisban kialakul6 viszonyokat képes korabban elképzelhetetlen
mélységben és pontossaggal leirni. Bar az e konyvben megfeleld tomor-
séggel ¢€s érthetden Osszefoglalt ismeretek az internet vagy nyomtatott
folyodiratok és konyvek segitségével angol nyelven is viszonylag kdnnyen
elérhetdk, a magyar tudomanyos nyelv 4poldsa megkoveteli egy ilyen
m kiadasat. J6 szivvel ajanlom mindenkinek, aki professzionalis szinten
kivan foglalkozni a gyogyszerkutatassal.

Naray-Szabo Gabor



A szerkeszto eloszava®

A Magyar Kémikusok Egyesiilete kezdeményezte egy olyan
konyv kiadasat, amely a teriilet szakemberei szdmara Osszefoglalja a
gyogyszerkutatdsban alkalmazhato legfontosabb miszeres modszerek
alapvetd elméleti ismereteit, méréstechnikai tudnivalodit és alkalmazasi
lehetdségeit. A kiadvany felkért szerkesztdjeként kikérve a harom nagy
hazai gyogyszergyar illetékes szakembereinek javaslatit a tervezett
konyv tematikajat, illetve a targyalanddé muszeres modszereket illetden,
tobb tucat miiszeres modszert felsorolo lista allt 6ssze. Mivel valamennyi
javasolt modszer targyalasa messze meghaladta volna az ésszerliség €s
a realis lehetdségek kereteit, a legfontosabbnak tekinthetokre sziikitve
a listat, tiz fejezet megirasat tlztik ki célul: elvéalasztastechnika,
termogravimetria, pasztazo elektronmikroszkopia, tomegspektrometria,
diffrakciés modszerek, emissziods spektroszkopia, elektronspektroszkopia
€s mindségbiztositas, IR-spektroszkopia, NIR-spektroszkopia és NMR-
spektroszkopia.

A miiszeres modszerek meghonosodasa és elterjedése Magyarorszagon
a mult szazad masodik harmadanak kezdetével esik egybe. Mint minden
ujdonsag, e moddszerek is csak fokozatosan, gyakran bizalmatlansagot,
sOt ellenallast legydzve hoditottdk meg a késobbi felhasznalokat, s ezen
beliil a gyogyszerkutatassal foglalkoz6 szakembereket. Az egyes miiszeres
modszerek hazai uttoréi nemcsak el6dok, tanitomesterek nélkil kellett
elsajatitsak ezek elméleti alapjait, gyakorlati ismereteit és felhasznalasi
tertileteit, de el kellett oszlassdk a kezdetben fennalld bizalmatlansagot,
meg kellett gy6zzék kutatdé kollegaikat a mérések hitelességérdl és a
segitségiikkel szerzett informaciok megbizhatosagarol.

Es bizony eléfordult, hogy a mérési eredményekbdl levont
kovetkeztetések tévesnek bizonyultak. Egyes mérési modszerek mindmaig,
de eredetileg szinte valamennyi, csak kozvetett adatokat, konnyen
félreértelmezhetd informaciokat szolgaltatott és a téves interpretaciod
lehetdsége mindig fennallt. Egy-egy hibas kdvetkeztetés, téves szerkezet
sok sikeresen megoldott kutatasi feladatot feledtetett és €lesztette Ujra az
adott modszer iranti idegenkedést.

Ellenkezd eldjelii veszéEly is fennallt: egy-egy kutatasi probléma sikeres
megoldasa talzott elvarasokat sziilt és olyan kérdések tisztazasat is elvartak
a szakembertdl, amelyekre a modszer alkalmatlan volt. E szkillak és
karibdiszek kozott lavirozva kellett a szerkezetkutatonak, spektroszkopus

* Az MTA 2012. évi kozgyiiléséhez kapcsolédo osztalyiilésen elhangzott eléadas
nyoman [Magyar Kémiai Folyoirat 2013, 119, 4.]
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szakembernek modszere szamara kollégait megnyerni, mikozben eleinte
maga is gyakorlatlan kezd6ként ismerkedett a szamara is csak fokozatosan
feltarulo lehetoségek és csapdak vilagaval.

A miiszeres modszerek koziil elséként az ultraibolya és lathatd (UV-
VIS) spektroszkopia jelent meg a hazai kutatasokban. A Szegedi Egyetem
Fizikai Kémiai Tanszékének vezetdje, Kiss Arpad kezdeményezett UV-
spektroszkopiai és kvantumkémiai kutatasokat az 1920-as évek kdzepén.
Foként atmenetifém-vegyiiletek, fémkomplexek vizsgélataval foglalkozott.

Az 1930-as évek elején a Budapesti Miiszaki Egyetemen Schmid Rezs6
honositotta meg az UV-spektroszkopiai kutatasokat, kétatomos molekulak
spektrumanak vizsgalatdra koncentralva. Rovid pdalyafutasa nemcsak
ahhoz volt elegendd, hogy az elméleti kutatasokban és a spektroszkodpiai
méréstechnikdban érjen el jelentés eredményeket, de ahhoz is, hogy
évtizedeken at sikeresen miikodo, sok kivalo szakembert felneveld iskolat
teremtsen. Kutatasait tobbek kozott Budd Agoston és Gaspar Rezsd,
a BME Atomfizikai Tanszékén Bay Zoltan és Kovacs Istvan, a Fizikai
Kémia Tanszéken Varsanyi Gyorgy folytattak. 1949-t61 Kovacs Istvan a
kétatomos molekulak elméleti vizsgalatat a KFKI Optikai Spektroszkopiai
Laboratoériuma vezetdjeként is folytatta.

A gybgyszeripar 1962 tajan ,fedezte fel” az UV-spektroszkopiat.
A Richter gyarban Bayer Jend és Gordg Sandor vezették be az UV-
modszert. A B, vitamin analitikdjaban €s szteroidkutatasokban hasznaltak
fel a mérési eredményeket. Veliik egy idoben Horvath Gabor a Chinoin
Gyodgyszergyarban kezdett foglalkozni UV-mérésekkel és ezek eredményeit
heterociklusok szerkezetigazolasaban, €s benzol-szarmazékoknal a szubsz-
titiciés hatasok tanulmanyozasaban hasznositotta. A teriilet elismert
szaktekintélye, Lang Laszl6 UV-spektrumatlaszt szerkesztett, amelynek
az Akadémiai Kiad6 24 kotetét jelentette meg.

Ahazaikrisztallografiai kutatasok elinditoja Naray-Szabo Istvan volt, aki
a Nobel-dijas Bragg mellett eltoltott kiilfoldi tanulmanyutjarol hazatérve,
1930-ban a Szegedi Egyetemen rontgendiffrakcios laboratoriumot hozott
létre. 1938-t0l a II. vildghaborti végéig a Miiegyetem Fizikai Kémiai
Tanszékének vezetdjeként folytatta, Sasvari Kalman munkatarsaval,
kutatasait. Koncepcios per aldozataként évekre meg kellett szakitania
kutatomunkajat és karrierjének folytatasara csak 1956-t6l nyilt lehetdsége
az MTA Kozponti Kémiai Kutatointézetben. Palyafutasanak utolsé masfél
évtizede elegendd volt arra, hogy kutatdcsoportjaval egy nemzetkozileg
elismert iskolat teremtsen, amelynek vezetd kutatoi, kozottik
csoportvezetoként utodja Kalman Alajos, s masok mellett Czugler Matyas,
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Parkanyi Laszl6 ¢és Argay Gyula valamennyien tudomdanyteriiletiik
kiemelkedo szaktekintélyeivé valtak.

A KKKI kutatdcsoportja évtizedeken at a krisztallografiai kutatdsok
egyetlen hazai bazisaként széleskorli egylittmiikddést alakitott ki szinte
valamennyi szdmottevé magyarorszagi kémiai kutatohellyel, kozottiik
a gyogyszergyarakkal és ipari gyogyszerkutatd intézetekkel, igy a
Chinoinnal is. A Chinoin szakembere, Simon Kalman a KKKI-beli
kutatokkal, az ott mikodo mérOberendezéseket felhasznalva, kozosen
oldotta meg a gyari szerkezetkutatési feladatokat és csak 1991-ben kertilt
sor sajat miiszer beszerzésére a vallalatnal. Két évvel késobb, 1993-ban
az ELTE Kémiai Tanszékcsoportjdban Naray-Szabd Gébor vezetésével
krisztallografiai laboratoriumot 1étesitettek és helyeztek tizembe egy modern
rontgendiffraktométert. Ujabb harom év elteltével, 1996-ban a Debreceni
Egyetem is csatlakozott a hazai rontgenkésziilék-tulajdonosokhoz. Ez a
miiszer maig az egyetlen vidéken tizemeld ilyen berendezés. Mitkddtetdje
Bényei Attila a Fizikai Kémia Tanszéken.

Az elvalasztastechnika, elsésorban a folyadék- és gazkromatografia, ma
mar minden kémiai laboratérium nélkiilozhetetlen tartozéka. A vegyészi
munkat segit0 miiszeres modszerek fegyvertarat hazankban az 1930-as
évek utolsd harmadatol kezdve gyarapitja. Az elsd, 1937-ben megjelent
kromatografiaval foglalkozd tankonyvet a Pécsi Egyetem oktatoi,
Cholnoky Laszl6 és Zechmeister Laszlo irtdk. E témarol Szepesi Laszlo
tobb konyvet is irt 1961 és 1986 kozott. A tudomanyteriilet fél tucat idegen
nyelvli kiadasban is megjelent monografidja az ioncserélokrdl késziilt,
szerzdje Inczédy Janos.

A BME Analitikai Tanszékén 1962 ota foglalkoznak termoanalitikai
vizsgalatokkal. Ezek kezdeményezdje Paulik Ferenc volt, aki testvérével,
Jendvel fejlesztette ki a széles korben elterjedt termogravimétert. Ez a
kismiszer valodi ,,hungarikum’-nak tekinthetd.

Tomegspektrometriaval hazankban elséként Cornides Istvan az
ELTE Kisérleti Fizikai Tanszékén, az 1950-es évek elejétol foglalkozott.
Elsésorban a miiszerfejlesztésre és a méréstechnikdra Osszpontositotta
kutatésait, de az oktatas is igen fontos szerepet kapott tevékenységében.
Részvétele és vezetd szerepe az 1956-os forradalomban és szabadsagharc-
ban kettészakitotta kutatoi karrierjét. 1957-ben tobb honapra bebortondzték.
Szabadulasat kovetéen Kazincbarcikdn a Borsodi Vegyi Kombinatban
miszerész-szakmunkasként dolgozott. 1966-t6]1 a Banyaszati Kutatd
Intézetben folytathatta kutatomunkajat nyugdijazasaig. Osszefogta,
szervezte, tanitotta és irdnyitotta a hazai tomegspektroszkopus kozdsséget,
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s bar maga kémiai szerkezetkutatassal nem foglakozott, az e téren miikodo
szakemberek szinte kivétel nélkiil az 6 tanitvanyaként ismerkedtek meg a
szaktertlettel.

Az 1960-as évek elejétél az MTA KFKI-ban indultak MS-kutatasok.
Matus Lajos és Opauszky Istvan izotdoparany-meghatarozasra, fémanali-
tikai célra és gazfazisi reakciok tanulmanyozasara alkalmaztak a tomeg-
spektrometriat, de esetenként szerves vegyiiletek szerkezetvizsgéalatara is
sor keriilt laboratoriumukban. Rendszeres szerkezetfelderitést szolgéalo
mérések 1963-t01 az MTA KKKI Szerkezeti Kémiai Kutatdo Laborato-
riumaban Tamas Jozsef vezetésével folytak. A labor miszerépités és
méréstechnika terén nélkiilozhetetlen szakembere Ujszaszy Kalmén volt,
jelenlegi vezetéje Vékey Karoly, akinek érdeklddése egyre nagyobb
mértékben fordult a bioldgiai, s6t orvosi problémak iranyaba.

Az MS-miiszerek és mérési modszerek az elmult évtizedekben igen
latvanyos fejlédésen mentek at (pl. ujfajta ionizacios eljarasok, MALDI,
TOF, stb., kapcsolt IR-MS, NMR-MS, GC-MS, tandem-mérések). Ennek,
a kis anyagigénynek ¢€s az igen széleskori, a kémia szinte valamennyi agat
lefed6 alkalmazasi lehetdségeinek kdszonhetden a kémiai szerkezetkutatas
— NMR ¢és IR spektroszkopia, valamint az egykristaly-diffrakcio mellett
— legfontosabb segédeszkozéveé fejlodott. Az iparban mar 1960-ban sor
keriilt MS-mérésekre: az Egyesiilt 1zzoban Tahy Péter gazanalizisre
hasznalta a tomegspektrometriat, 1967-ben a MAFKI-ban Décsy Zoltan
és Prokai Laszlo végeztek MS-méréseket a POTE karotinoidkutatasaiba
bekapcsolodva. 1970-ben a BME Szervetlen Kémiai Technologiai és
Analitikai Tanszékein, az ELTE Altalanos és Szervetlen Kémiai Tanszékén,
tovabba a Gyodgyszerkutatd Intézetben indultak MS-vizsgalatok. A
BME-n Szepesy Laszlé az MS-t, mint GC-detektort alkalmazta, Balla
Jozset GC-MS-méréseket kezdeményezett. Az ELTE-n Borossay Jozsef a
gazanalizisben ¢és sziliciumvegyiiletek szerkezetvizsgalataban alkalmazta
a modszert. A GYKI-ban a 60-as évek végén létesiilt MS-labor, Horvath
Gyula iranyitasaval. A KLTE 1975 kortl kapcsolodott be a hazai MS-
vizsgalatokba Dinya Zoltan kozremiikodésével, aki késobb az MS
kornyezetkémiai alkalmazasainak teriiletére koncentralta kutatasait.

Az UV-VIS spektroszkopiat kovetden, a leggyorsabban elterjedt és a
kémia szinte minden teriiletén felhasznalhaté miiszeres modszer kétség
kiviil az infravords spektroszkopia. A molekulak biztonsadgos azonositasatol
kezdve (az IR-spektrum atlagosan 30-50 savbol all, ennyi fiiggetlen, az
olvadasponttal azonos értékii jellemzd adat egyiittesét joggal nevezziik
a molekuldk ujjlenyomaténak), a funkcios csoportok felismerésén at,
Osszetétel-meghatarozasra, kinetikai vizsgalatokra, reakcidmechanizmusok



felderitésére, tisztasag-ellenérzésre, és sok mas célra alkalmasak az IR-
spektrumbol nyerhetd informaciok. A méromiszer nem tal koltséges,
a méréstechnika egyszerli, az lizemeltetés kiilonleges felkésziiltséget,
specialis miiszaki feltételeket nem igényel. Nem csoda, hogy a modszer
elterjedése igen gyorsan jatszodott le az elsé IR-spektrométerek 1957-ben
megtortént tizembe helyezését kovetden. Az 1960-as évek végére minden
fontosabb hazai kémiai kutatohelyet felszereltek IR-késziilékekkel. Az IR-
szakemberek szdma joval lassabban novekedett, mert az IR-spektrumok
sikeres és részletesebb értelmezése nagy gyakorlatot, tapasztalatot és alapos
elméleti felkésziilést kovetel. Ezért tag tere nyilt az egyiittmitkodéseknek
néhany hazai IR-szaktekintély és a népes felhasznaloi kor, a preparativ
vegyészek kozott.

A két elsé IR-kutatocentrum a Varsanyi Gyorgy vezette BME-KKKI
koz6s laboratoriuma és a veszprémi MAFKI, ahol Bor Gyérgy volt a
kutatomunka iranyitoja. E két kutatohelyen 1957-ben helyeztek tizembe
egy-egy, a nyugati vildgban mar akkor elavultnak mindsiild, egysugaras
berendezést. Varsanyi foként egyszerli benzolszarmazékok rezgési
Gyorgy fémkarbonilok szerkezetvizsgéalataval foglalkozott. Varsanyi
nevéhez fizddik az elsé hazai egyetemi IR-targyu specialis eldadas (a
BME vegyészkaran az 1956/7-es tanévtol) és nagysikerl ,,alapkonyve”,

Az 1956-0s szabadsagharcot és forradalmat kdvetden, 1959-ben egy
szovjet gyorssegély keretében harom egysugaras késziilek érkezett —
hasznalhatatlan allapotban — az Orszagba, amelyek a szegedi egyetem
Fizikai-Kémiai Tanszékére, a Richter-gyarba és a Gyogyszerkutatoba
keriiltek. Sohar Palnak, egy kitiiné miszer-szakérté, Kliburszky
Béla kozremiikodésével, egyévnyi megfeszitett munkaval sikeriilt a
GYKI miiszerét iizemképessé tenni. Kovetkezményként Sohar Palt
megbiztak a masik két késziilék megjavitasaval is. E megbizasok sikeres
teljesitése kiinduld pontjava valt tobb, munkahelyen kiviili tudoméanyos
egylttmiikodésnek.

Az egysugaras késziilékekkel atlagosan egy teljes napi munkat kdvetelt
egy hasznalhato IR-spektrum elkészitése. Szerencsére ez a korszak
nagyon rovid ideig tartott: 1960-ban az ELTE Szerves Kémiai Tanszéke
kapott két-sugarmenetes késziiléket, amelyet a Tanszéken és a GYKI-ban
foly6 kutatasok kiszolgalasara Ruff Ferenccel e sorok ir6ja miikodtetett.
1962-ben a KFKI, 1964-ben a KLTE Szerves Kémiai Tanszéke jutott IR-
késziilékhez. A KFKI-ban Mink Janos és Szdke Jozsef végeztek az IR-
vizsgalatokat, a KLTE Szab6 Sandorra és Dinya Zoltanra bizta a miiszer
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mukodtetését, akik az ELTE laborban ismerkedtek meg a miiszerrel és az
IR szerkezetkutatasbeli alkalmazasanak tudnivaléival.

Arra nincs lehetdség, hogy tovabbkovessiik az IR-spektroszkdpia
hazai térnyerését, de, mint emlitettem, néhany évvel késébb mar minden
jelentésebb hazai kutatohelyen miikodott IR-berendezés.

A napjainkban vitathatatlanul legfontosabb, a kémia minden teriiletén
¢s valamennyi természettudomanyban legelterjedtebben alkalmazott nagy-
miszeres modszer a magneses magrezonancia (NMR-) spektroszkopia.
Amig a tobbi miiszeres méréstechnika hosszabb-rovidebb id6 utan rutin-
szerl részévé valt a kutatasoknak, addig az NMR-spektroszkopia idorol-
idére megujult, mert az elméletben és foként a méréstechnikaban olyan
gyors ¢és gyokeres valtozasokkal jaro fejlddés ment végbe (szupravezetd
magnes, pulzusgerjesztés, FT-adatfeldolgozas), ami az alkalmazasok
¢s a megoldhatdo problémak szempontjabol addig elképzelhetetlen uj
lehetdségek sokasagat nyitotta meg a kutatds szamdra (multinukledris-
NMR, két- és tobbdimenzios mérések, mérésautomatizalas, stb.).

Az 1930-as évek végétdél Simonyi Karoly munkatirsaival a BME
Bay Zoltan vezette Fizikai Intézetében atomsugarakkal atommagok
giromagneses tényezdjének meghatarozasaval foglalkozott. Ezek a
mérések a nemzetkdzi kutatdsok élvonaldba tartoztak és el6készitoi
voltak az NMR-spektroszkopianak. A habori azonban megtorte a kezdeti
lendiiletet, s évekre megszakadtak a sikeresnek induld munkak.

A habort utan az ELTE Fizikai Intézetben, késobb, oda attelepiilve,
a Kozponti Fizikai Kutatointézetben munkatarsaival, Faragod Péterrel, E.
Gécs Mariaval és Mertz Janossal Bay Zoltan kezdeményezte, illetve folytat-
ta a hazai NMR-kutatasokat. Hazilag barkacsolt szélessavi miiszerekkel,
szilardtest-fizikai problémakkal foglalkoztak. A miiszerépitésben is
résztvevo Tompa Kalman vezetésével kiillonbozo fémekben és 6tvozetekben
a toltésstlirtiség-oszcillaciot tanulmanyoztak. Kommersz késziilékhez csak
évtizedek multan (1973-ban) jutottak. Kutatomunkajuk relaxacids idok
meghatarozasara, illetve szovetmintak in vitro mérésére 6sszpontosult. A
KFKI-s csoport, bar 6k kémiai problémak vizsgalataval nem foglalkoztak
(ezt nem is tették lehetdvé méroberendezéseik), konferencia- €s ismeret-
terjesztd eléadasokkal és oktatasi tevékenységiikkel Gttdréi voltak a hazai
NMR-spektroszkopianak.

Hazankban, tobb mint egy évtizedes késéssel, 1964-ben nyilt lehetéség
a kémiai kutatasokat szolgalo6 NMR-mérésekre. Ekkor helyeztek iizembe
egy 60 MHz-es kommersz késziiléket a KKKI-ban, amelyen Neszmélyi
Andras és Radics Lajos dolgoztak. Elsésorban az intézetiikben felmeriilt
problémak tisztdzasaban miikodtek kozre, de az egy ideig egyetlen hazai
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nagyfelbontasu késziilék miikddtetdiként tobb magyar kutatdhellyel
alakitottak ki egyiittmiikodést. Kezdeti tudomanyos eredményeik koziil
kiemelkedik a gétolt rotacio és a nitrogén-heterociklusok kvaternerezési
reakcioinak sztereokémiai tanulmanyozdsa. Radics mas kutatohelyeken
szakértoként, egyik miszerforgalmazo cégnél szoftverfejlesztoként is
tevékenykedett, Neszmélyi a 70-es évektdl a természetes anyagok és
szénhidratok vizsgalatara és a *C NMR-spektroszkopiara, illetve a pulzus-
technikak hazai bevezetésére dsszpontositott.

A gyodgyszeriparban, kozelebbrdl a Gyogyszerkutatd Intézetben, 1966-
ban e konyv szerkesztojének vezetésével indultak NMR-kutatasok. Egy
igen gyenge teljesitményli 60 MHz-es muszert elobb (1972-ben) sikeriilt
felcserélni egy jobb teljesitményii, majd pedig egy ugyancsak 60 MHz-
es, de korszeri és specidlis kiegészitd vizsgalatokra (multinukledris,
DR- ¢és VT-mérés, szamitogépes spektrumakkumulédcid) is alkalmas
berendezésre. Az NMR-munkacsoport széleskorli hazai €s nemzetkozi
egylttmiikodéseket alakitott ki, és mintegy iskolaként is miikodott. Szamos
kival6. NMR-szakember palyafutasa indult innen, és tobb tucat hazai
és kilfoldi vendégkutato, kozottik késobbi kivald szaktekintélyek,
ismerkedtek meg az NMR-spektroszkopidval a munkacsoportban. A
szerkesztd nevéhez fiizdik az elsé magyarorszagi egyetemi NMR-kurzus,
amelyet az ELTE Kémiai Intézetében, illetve kezdetben az 1969/1970-
es tanévtdl a Szerves Kémiai Tanszéken, négy évtizeden at, két féléves
specialis kollégiumként adott eld.

Az 1964-1970-es évek a 60 MHz-es miiszerek korszakat jelentik
Magyarorszagon. A KKKI-t é¢s a GYKI-t kovetden, 1968-ban a BME
Szerves Kémiai Tanszékén helyeznek tizembe egy 60 MHz-es berendezést,
amelyen Kolonits Pal dolgozott. Az ELTE Szerves Kémiai Tanszékén
1970-t61 végzett NMR-méréseket Mezey Pal, Osapayné Balogh Klara
és Kovesdi Istvan. 1971-t61 a POTE és a MAFKI csatlakozik az NMR-
késziilék-tulajdonosokhoz. Pécsett Aradi Ferenc és Foldesi Andras az
els6 NMR-szakemberek, a MAFKI-nal Szalontay Gébor, aki a Veszprémi
Egyetem szamara is végzett méréseket. Az egyetemek koziil utolsoként a
SZOTE helyezett iizembe 60 MHz-es spektrométert, 1973-ban, s itt Dombi
Gyorgy volt az NMR-specialista. A nagy gyogyszergyarak is felismerik az
NMR jelentOségét €s sorra sajat mérdeszkozrol gondoskodnak. A Chinoin
mar 1970-ben lizembe allit NMR-késziiléket, s ezen Dvortschak Péter,
kés6bb Podanyi Benjamin dolgozik. A Richter 1964-ben csatlakozik az
NMR-spektrométereket miikodtetok taborahoz, s a miiszernek itt ifj.
Szantay Csaba a gazdaja. Az EGYT 1976-ban helyez iizembe egy 60
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MHz-es miiszert, amellyel elséként Kis-Tamasné Kovacs Agnes végezte
a méréseket.

Az 1970-es évtized a 100 MHz-es, elektromagnessel miikodo Fourier-
transzformacios berendezések korszaka. Az elsd ilyen késziiléket a
Debreceni Egyetem (akkor KLTE) Szerves Kémiai Tanszéke kapta ¢és
Szilagyi Laszlo miikodtette. Hozza a 80-as évek elején csatlakozott
E. Kovér Katalin és Batta Gyula. Az NMR-labor regionalis igényeket
is ellatott és igen hamar behozta a kezdeti lemaradast: rovid 1d6 alatt a
legjelent6sebb hazai NMR-kutatohelyek kozé emelkedett. A rezonancia-
modszerek oktatasa a 70-es évek kozepétdl folyik Debrecenben és fontos
szerepet jatszik a gradudlis és posztgradualis képzésben. Kutatdsaik
kozéppontjaban a szénhidratok, antibiotikumok és peptidek szerkezet-
felderitése, illetve molekuladinamikai tanulmanyozasa all, de metodikai
munkaik, igy a heteronuklearis NOE-, a szelektiv és nem szelektiv, egy- és
kétdimenzids pulzusszekvencidkat alkalmazo mérési technikak fejlesztése
is nemzetkdzi elismerést vivott ki.

A KKKI 1973-ban, a GyKI 1976-ban jutott FT-NMR berendezéshez. Ez
mindkét intézményben a rutinszer(i hozzaférést tette lehetévé a *C NMR-
mérésekhez, jelentdsen bdvitve ezzel a megoldhatd szerkezetkutatasi
problémak korét. Lehetdve valt nukleotidok, bonyolultabb antibiotikumok
¢és peptidek vizsgalata is, amelyeket a KKKI-ban az id6kozben Peredyné
Kajtar Mariaval és Baitzné Gacs Eszterrel, késobb Sandor Péterrel
kibdviilt NMR-csoport végzett. A BME Analitikai Tanszékén 1978-ban
helyeztek tizembe 100 MHz-es késziiléket, amely a labort vezeté Toth
Gabor szamara kutatasainak kiterjesztését tette lehetévé, tobbek kozott N
NMR-vizsgalatokra.

Az 1980-as évek elején megjelentek Hazankban is a nagyter(, szup-
ravezetd magnessel mikodd szamitogép-vezérelt csucsmiiszerek. Elsok-
ként, 1981-ben Debrecenben, a KLTE-n kezdett miikddni egy 200 MHz-
es, s az EGIS-ben egy 250 MHz-es nagyteri NMR-spektrométer. A
KKKI 1985-ben szerzett be egy Varian 400 MHz-es késziiléket. Ezutan
ismét nagyobb sziinet kovetkezett, amig 1991-ben a veszprémi, 1992-ben
pedig a szegedi egyetemen installaltak egy-egy 300, illetve 400 MHz-
es berendezést, majd 1995-ben az elsé hazai 500 MHz-es spektrométert
az ELTE Kémiai Tanszékcsoportjanal. Ettdl kezdve slirlisodtek a hazai
csticsmiiszer-beszerzések és mara minden jelentdsebb kémiai kutatohely
fel van szerelve nagyteri NMR-késziilékkel. Ezek puszta felsorolasa
is ésszerttleniil megndvelné e rovid attekintést a muszeres modszerek
elterjedésérdl és térhoditasarol Magyarorszagon.
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Az NMR-spektroszkopia mara nélkiilozhetetlenné és mindennapos
rutinmédszerré valt nemcsak a kémiaban, de a biologiaban (gondoljunk
csak a biopolimerek, peptidek, enzimek szerkezetfelderitésére) és az
orvostudomanyban, s6t az orvosi diagnosztikaban is (MRI), s ha nem
is tartunk ott, mint pl. Japan, ahol az ipari mindségbiztositast tobbtucat
NMR miiszernek otthont add, varosrésznyi oriaslaborok szolgaljak ki, az a
sulyos miszerezettségbeli lemaradas, ami a hazai kémiai szerkezetkutatast
sok évtizeden at sujtotta, jelentdsen mérséklodott.

E konyv korantsem nyujt teljes attekintést, sem a targyalt modszereket,
sem pedig az elészoban név szerint is megemlitett kiemelkedo szakembe-
reket illetden, s ezért elnézést kér a szerkesztd. A konyv terjedelmét az
¢ésszerll és megszabott keretek koz¢é szoritva tobbre nem volt maod.

A szerkeszté reményei szerint e kiadvany igy is, nemcsak a kdzvetlentil
felhasznalok, a gyogyszerkutatassal foglalkozo kollégak szamara nyujt
segitséget, hogy tdjékozddjanak az egyes mérési modszerek kinalta
lehetdségekrdl a sajat munkajukbeli alkalmazasok terén, de a targyalt
szaktertiletek specialistai is haszonnal forgathatjak épp ugy, mint a kémiat
tanul6 egyetemi hallgatok és doktoranduszok, akik szamara tankonyvként,
tanulmanyaikhoz jo segédeszkoziil szolgalhat.

2015. marcius
a szerkesztd
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1. Folyadékkromatografia
Fekete Jeno, Kormdany Robert, Fekete Szabolcs

1.1. A folyadékkromatografia alapjai

2003-ban iinnepeltiik a modern kromatografia egy évszazados
évfordulgjat. 1903-ban végezte Cvet orosz biologus hires kisérletét,
amikor egy iivegcsObe két vattadugd kozé apré darabokra tort kalcium-
karbonatot tett, €s erre az oszlopra novényi levelek petroléteres kivonatat
ontotte, melyet a tovabbiakban tiszta petroléterrel mosott. Az addigi zold
szin OsszetevOdire valt szét az oszlopon, ahol szines korkords gytriiként
jelentek meg. Innen szarmazik az elnevezés a chromos, mint ,,szin”, €s
graphia, mint ,,iras” szavakbol. Cvet kisérleténél a mozgofazis folyadék,
ezért az elnevezése folyadékkromatografia. A mozgofazis halmazallapota
szolgal a csoportositas alapjaul: ha az gz, akkor gdzkromatografiarol, ha
pedig szuperkritikus fluidum, akkor szuperkritikus fluid kromatografiarol
beszéliink.

Minden kromatografids technika linearis eluciés modszernek
tekinthetd, melynek fobb jellemzdi: a mozgotazis allanddan aramlik az
allofazis felett; a mintat impulzusszeriien adagoljuk a kromatografias
allofazisra (kolonnara); a mozgofazis szorpcidja kisebb az allofazison,
mint a leggyengébben kotddé komponensé; tovabba az adszorpcios
izoterma linedris szakaszan dolgozunk. Ekkor a kolonnara adagolt
minta mennyiségetol és térfogatatdl a visszatartds €s a csucsszélesedés
fiiggetlen lesz. Mivel a kiilonb6zo szerkezeti molekulak eltérd erdsségii
kolesonhatast alakitanak ki az allofazissal, ezért a vandorlasi sebességiik
eltér, amit a kiilonb6zo retencios (visszatartasi) idejiikben észleliink.

Egy anyag kromatografidas vizsgalatanak altalanos feltétele, hogy
azt a mozgofazis allapotaba tudjuk vinni, szerkezeti atalakulas nélkiil,
a detektalasi mod altal megszabott koncentracioban. Ez folyadék-
kromatografidas modszernél annyit jelent, hogy a vegylileteket kb. pg/
cm’-es koncentracioban fel tudjuk oldani a mozgofazisban. Mivel sokféle
oldoszer és oldoszerelegy johet szoba, ezért a folyadékkromatografia
alkalmazasi teriilete is igen széles, amely kiterjed a kis szervetlen
ionoktol a tobb millids molekulatomegii fehérjékig. Napjainkra a
folyadékkromatografia szamos teriileten nélkiilozhetetlen analitikai
modszerré valt. Ez kiillondsen igaz a gydgyszeripar minden teriiletére,



ugy mint az 1j gyogyszermolekulak kutatasara, a beldliik nyert termékek
eldallitasara, illetve mindségbiztositasara.

A folyadékkromatografia hosszli ideig Csipkerozsika almat aludta,
csak az 1970-es évek kozepére alakult ki a miiszerezettsége. Ekkora mar
megjelentek a 10 um szemcseatmérdjii toltetek, a szabalytalan alaka
szilikagél helyét fokozatosan atvették a szabalyos, gdmbszimmetrikus
toltetek. A kolonnak geometriai méretiiket tekintve 150-250 mm hosszuak
és 4,6 mm bels6é atmérdjiiek voltak. A miiszerezettséget is ezekhez
igazitottak, ennek megfelelden az adagolasi térfogat 10-100 pl kozé esett,
az UV-, UV-VIS detektorok cellatérfogatat 10 pl-re, az 6sszekotd vezetékek
bels6 atmérdjét pedig 0,25 mm-re valasztottak. Az igy kialakitott késziilék
alapjaiban teljes mértékben megfelelt a kovetelményeknek.

Hosszu ideig csak a szamitogépes vezeérlés és adatgytijtés jelentette a
fejlesztést. Ez a rendszer a gyogyszeripar f0 analitikai modszerévé valt,
¢s a technikat nagyhatékonysagu folyadékkromatografidnak nevezték el
(HPLC, High Performance Liquid Chromatography). A kolonnatéltetek
dontd tobbségét a szilikagél alapuak képviselték, melyek nemcsak nagy
fémiontartalommal rendelkeztek, de a nagy szilanolcsoport-aktivitasuk
¢s a kis feliileti boritottsdguk miatt szamos feladat megoldasanal
nehezen reprodukalhatova tették a modszereket. Sokszor sarzsrol-sarzsa
valtozott a kolonnak feliileti fizikai kémidja, és ez megmutatkozott az
elvalasztasokban is. Ebben az idében a {6 feladatot a kolonnatechnologia
fejlesztése jelentette, ezen beliil is a kisebb fémiontartalmt, kisebb
szilanolcsoport-aktivitast, jol boritott allofazisok, €s a sarzsrol-sarzsra
val6 azonossag adtak a legfontosabb célokat. A 90-es évek végére, a 2000-
es évek elejére sikeriilt az emlitett célokat elérni, melyekkel egyidejiileg
bevezetésre keriiltek az 5 pm alatti szemcseatmérdjii toltetek. Napjainkban
HPLC-technika alatt az eddig leirtakat értjiik, kiegészitve azzal, hogy a
késziilékekre jellemzé maximalis nyomasteljesitmény 400 bar lett. Ezt
a milszerezettséget alkalmazva az elemzési 1d6 altalaban 5-60 perc kozé
esik, az elvélasztasokban tapasztalt csucsszélességek pedig viszonylag
nagyok.

Ahhoz, hogy az analitika kiszolgalja a gyodgyszerfejlesztést, az
elemzési 1d6t nagymértékben csokkenteni kellett. A megoldasra tobb ut
kinalkozott: az egyik a kolonna szemcseméretének csokkentése, a masik
a homérséklet novelése, a harmadik pedig uj, nagyobb permeabilitdsu
kolonnak készitése. Ez a harmadik megoldas vezetett el egyrészt a monolit
kolonnahoz, masrészt a héjszerti toltetek bevezetéséhez. A fejezet kdzép-
pontjaban ezek az uj kolonnatechnoldgidk allnak, nevezetesen: a 2 pm
szemcseatméro alatti teljesen pordzus, illetve a 3 pm szemcseatmérd alatti
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héjszerti toltetek, tovabba a monolitok, mindezek kiegészitve a gyors
folyadékkromatografia nagyhomérsékletti agaval.

Az 1) kolonnatechnologidval és miiszerezettséggel végrehajtott
elvalasztasokat, megkiilonboztetve a hagyomanyos HPLC-technologiatol,
a tovabbiakban ultranagy-hatékonysagii vagy ultranagynyomasu
folyadékkromatografianak (Ultra High Performance/Pressure Liquid
Chromatography, UHPLC) nevezziikk 0Osszefoglalo néven. A fejezet
targyalja a gyors folyadékkromatografiaval kapcsolatos elméleti megko-
zelitéseket, és azok gyakorlatba valo atiiltetését. Sajat és irodalombol
vett példakon keresztiil bemutatjuk a legjabb fejlesztéseket, melyek az
UHPLC-médszereken keresztiil az elemzések idejét jelentdsen lecsokken-
tették az elvalasztasi hatékonysag csokkenése nélkiil. A gyogyszer-
analitika teriiletén ismét eldtérbe keriilt az elvalasztasi koriilmények és
a kiilonbozo paraméterek elorejelzése szamitogépes alapon, amelyet a
Quality by Design (QbD) elv fejez ki. Ennek az elvnek az alkalmazasi
lehetdségeit gyakorlati példakon keresztiil mutatjuk be.

1.1.1. Alapfogalmak, alaposszefiiggések

Ebben a rovid Osszefoglaloban azokat az alapfogalmakat és
Osszefiiggéseket adjuk meg, amelyeket a gyors folyadékkromatografias
ismertetésiinkben felhasznalunk. A tisztelt Olvas6 ezekrdl bovebben az
1.5. pont alatt felsorolt ajanlott irodalomban tajékozodhat.

A folyadékkromatografias elvalasztas alapja az, hogy a kiilonb6zo
szerkezeti tulajdonsaggal rendelkezd komponensek eltérd kolesonhatast
alakitanak ki az allofazissal, amelyet mind a mozgdfazis, mind a
homeérséklet befolyasol. Az eltérd kolcsonhatds miatt a komponensek
vandorlasi sebessége is eltérd lesz, amit a retencios idok kiilonbsége
jelez. A kromatografias elvéalasztas célja a hasonld fizikai kémiai
szerkezetli vegyiiletek elkiilonitése ¢és mennyiségliik meghatarozasa.
Folyadékkromatografidsan vizsgalhatok mindazon anyagok, amelyek
atalakulas nélkiil oldatba vihetok a detektalas megszabta koncentracidban.
Az elvalasztas alapegyenlete:

1 a-1 k
R =—~N—m, (1.1)
4 a k+l1
ahol R a felbontas, N az elméleti tanyérszam, a a szelektivitasi tényezd €s
k a retencids tényezd. Az elvélasztas alapegyenletében szerepld tényezdok

definicioja:



2 2
N=16(’LJ :5,54[i] , (1.2)
L) Wi

ahol 7, a retencios id6, w, az alapvonalon mért csucsszélesség és w,, a
csucsmagassag felénél mért csucsszelesség;

k=22 (1.3)
tO
ahol # az inert anyag elucids ideje (holtidd);
k2
a=—, 1.4
K (1.4)

ahol k, > k..

Eltcidos modszer alatt értjiikk azt, ha a minta bevitele impulzusszeriien
(dugoszeriien) torténik, a mozgo6fazis allandoan aramlik az allofazis felett,
¢€s szorpcidja kisebb, mint a legkevésbé szorbealodd mintakomponensé.
Ezen beliil linearis elucidos modszerrél akkor beszéliink, amikor a kolonnara
adagolt minta mennyiségének fiiggvényében az allofazis altal adszorbealt
anyagmennyis€g aranyosan valtozik.

Elméleti tanyérmagassagnak (H) nevezziikk az un. kromatografias
tanyérelmélet alapjan azt a kolonnaszakaszt, melyben a mozgo- és az
allofazis kozott az egyensulyi koncentracio kialakul:

H=L

v (1.5)

ahol L a kolonna hossza.

A sebességi elmélet (rate model) a kolonnan 1étrejovo kromatografias
zonaszélesitd hatasok és a mozgofazis térfogataramlasi sebessége kozotti
Osszefiiggéseket tarja fel, ennek alapfeltevései a kovetkezok:

1. A mozg6- és az allofazis kozott kvaziegyensulyi helyzet van.

2. Az é4ramlasi sebesség sugdriranyu valtozasa miatt orvénydiffuzids

hatasok érvényesiilnek.

3. A kolonnan a hossziranyu diffuzié jelentésen novelheti a kroma-

tografias csucsszélesedést.

4. Az anyagatadast mind az 4ll6-, mind a mozg6fazisban a diffuzio

kontrollalja.

Mivel az egyes kromatografids csucsszélesitd hatasok egymastol
fiiggetlenck, és ha a kromatografids cslicsok normalis eloszlassal
kozelithetok, akkor a H-k Osszege adja meg a kolonna végén mérhetd
zonaszélesedést. Eloszor van Deemter és kollégai mutattdk meg, hogy
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az elméleti tanyérmagassag a linedris sebesség (u) fiiggvényében egy
minimumos gorbével irhato le:

H:A+£+Cu, (1.6)
u

ahol 4 az oOrvénydiffuzios tag, B a hossziranyu diffuziés tag és C az
anyagatadasi ellenallasra jellemz6 tag. Az (1.6) alapegyenletet sokan
tovabbfejlesztették (Giddings, Knox, Golay, Hubert, Horvath, Myabe,
Guiochon, Gritti és masok), kiillondsen az A tag fizikai értelmezése az,
amelyben az egyes megkdzelitések eltérnek.

Az Orvénydiffuzios tag az eltérd aramlasi csatorndk kovetkeztében
jelentkez6 kromatografidas csucsszélesitd hatas. Elsésorban a toltet
mindségeétdl (rendezettségétdl), a szemcseatmérdtdl, a komponens
diffazios alland6jatol és a mozgotazis sebességétol fligg.

A hossziranyu diffizio soran a kolonnara adagolt zona hossziranyban,
az 1d6 elbrehaladtaval, diffuzios uton szélesedik. A diffuzid okozta
zonaszélesedés elsddlegesen a mozgdfazisban torténik, de nem elhanya-
golhaté az allofazisban sem. Elsésorban a mozg6fazis sebességétol,
a komponens mozgo- és allofazisban mért diffuzios allandojatol, a
komponens obstrukcios (litkdzési) tulajdonsagaitdol €s visszatartasatol
fligg. Minél nagyobb a komponens visszatartasa, annal tobb id6 all
rendelkezésre a hossziranyu diffizié okozta zonaszélesitd hatasra.

Az anyagatadasi ellenallas okozta kromatografias zonaszélesedés azért
alakul ki, mert a mozgo- és az allofazis kozott az egyensuly beallasa
nem pillanatszerti, igy minden olyan tényezd, amely noveli az egyensuly
beallasanak az idejét, kiszélesiti a kromatografias csucsot. Ilyen tényezd
lehet a poruson beliili 4ll6 és mozgo folyadék kozotti diffuzio, illetve az
allo- és mozgofazis kozotti anyagatmenet kinetikus gatlasa. A zona-
szélesedés fOleg a mozgofazis sebességétdl, a komponens mozgd- €s
allofazisban mért diffuziés allandojatol, visszatartasatol, illetve a
szemcseatmérotol (allofazis morfologiajatol) fiigg.

Ha szemléltetni akarjuk a szemcseatmérd (d ) és a diffuzios tulaj-
donsagok (diffazios allando: D, ) hatasat az elvalasztas hatékonysagara,
akkor Neue szerint a kdvetkezd egyszeriisitett 6sszefliggést irhatjuk fel:

B-D d’u

H=A4-d + MiC2—. (1.7)
"ou D,,

Az optimalis linearis sebesség (uopt) a kovetkezok szerint irhato le:

Dy [B 1
A

Cc d

p P

(1.8)

op



Tehat a linearis sebesség optimuma forditva aranyos a szemcseatmérovel.
Az (1.8) egyenletet (1.7)-be helyettesitve megkapjuk a tanyérmagassag
minimumértekeét (H . ):

H, =d (A+2JCB)~d, (1.9)

azaz az elérhetd legkisebb tanyérmagassag (legnagyobb tanyérszam)
egyenesen aranyos a toltet szemcseatmeérojével.
Az additivitaselmélet kovetkezménye hagyomanyos HPLC-modszernél:

H=H,+H,+H., +H_.,, (1.10)

ahol H,H,, H . ¢és H . _azAés B tagbdl, illetve az anyagatadasi ellenallas
allo- és mozgofa21s Jarulekabol (C, és C ) adddo tanyérmagassag-
jarulékok. UHPLC-modszernél az (1.10) egyenlethez jarulnak még a
hégradiens (H,) €s az ultranagy nyomas (/,) okozta zonasz€lesitd hatasok:

H=H,+H,+H ., +H. +H . +H,. (1.11)

A redukalt paraméterek segitségével a kiillonb6zo szemcseatmérdjii
toltetek hatékonysaga (mindsége) hasonlithatd 6ssze, igy példaul a redukalt
tanyérmagassag (h):

h= A , (1.12)
dP
¢és a redukalt sebesség (v):
ud
v=—0L (1.13)
DM

A Knox-egyenlet a redukalt paraméterekkel irja fel a tanyéregyenletet,
¢és figyelembe veszi az A4 tag sebességfiiggését is:

B
h=Av"+=+Cv. (1.14)
1%
Egy teljesen porozus szemcsékkel toltott kolonnat jonak itéliink, ha
teljesil, hogy 2 </ . <3, h¢jszerkezetii tolteteknel pedig 1,2 </ . <2 értek
varhato el.
A nyomasesést (Ap) egy kolonnan a Darcy-torvénnyel irhatjuk le:

Ap = ¢”f”‘, (1.15)
dp

ahol ¢ a kolonna aramlasi ellenallasa €s & a mozgofazis viszkozitasa.



Az elvalasztasi ellenallas (E) figyelembe veszi az elérhetd tanyér-
magassagot és a kolonna aramlasi ellenallasat is, igy a megvalosithatd
analizisiddrdl is adhat tajékoztatast:

E=— 1% g2 (1.16)
N n(l+k)

A kinetikus elmélet segitségével az elvalasztasok iddigényét (analizis
id6, aranyos a holtidovel) becsiilhetjiik adott nyomason (Ap,_ ) €s adott
viszkozitdsu mozgotazissal, figyelembe véve a kolonna permeabilitasat
(K,) és az adott linedris sebességnél mert tanyérmagassagot; meghataroz-
hat6 tovabba, hogy egy adott tanyérszamot milyen kolonnahosszal lehet
elérni. Az elmélet alapegyenletei a kovetkezok:

4 =(—Apm”]{K—§}, (1.17)
n u

_[ AP || K
N—( , jLH} (1.18)

1.2. Fejlesztési iranyok a
folyadékkromatografiaban

A jelenlegi fejlesztések az elvalasztasok gyorsitasara, illetve még
hatékonyabba tételére iranyulnak, melyeknek nagy szerepe van a gyogy-
szerkészitmények mindség-ellendrzésénél, de nem hanyagolhatok el az
j gyogyszermolekulak megtalalasaban sem. Altaldban mindenhol, ahol
Uuj modszer kidolgozasara van sziikség, a gyorsasag alapvetd szempont,
amit a kromatografiaban a kis retencios id6 jelent. A modern értelemben
vett gyors folyadékkromatografianak ez sziikséges, de nem elégséges
feltétele, mivel egyuttal az elvalasztds hatékonysaga sem valtozhat
meg; utdbbi a kinetikai hatékonysag nagymértékii novelésével érhetd
el. A késziilékgyartok folyamatosan csokkentik a késziilékek oszlopon
kiviili térfogatait, és egyre jobban kiterjesztik a lehetséges mukodtetési
nyomastartomanyt. Jelenleg a kereskedelmi forgalomban kaphatd
késziilékek fels6 nyomashatara 1200-1300 bar. Az oszlopgyartok egyre
kisebb szemcseatmérdju toltetes kolonnakkal, héjszerkezetli toltetekkel
vagy uj, karakterisztikus tulajdonsdgi monolitokkal allnak el6. A kolonna
méretének csokkentése is sziikséges a gyors elvalasztasokhoz.

Eloszor is nézziik meg, hogy milyen elonydket adnak a nagy
hatékonysagu ¢s kis térfogatu kolonnak! A szakirodalom elsédlegesen a



kis szemcseatmérdt hangsulyozza, holott a kis térfogat szorosan Osszefiigg
a gyorsasaggal €és a csicsmaximumban mért koncentracioval is. A kisebb
holttérfogat kisebb komponenshigulést jelent, amelynek eredménye a jobb
kimutatasi hatar, vagy masképpen, a nagyobb érzékenység. A gyorsasag
megitéléséhez a kovetkezo alaposszefiiggésbol kell kiindulnunk:

ty =t,(1+k). (1.19)
A kifejezésben 7, a (bruttd) retencids idot jelenti, £, a holtidd, & a retencios
tényezo;
ty=—, (1.20)
ahol L a kolonnahossz és u a lineéris aramlasi sebesség. (1.19)-et (1.20)-ba
helyettesitve kapjuk:
_(I+k)L

u

R (1.21)
Az Osszefiiggésbol kovetkezik, hogy az elemzési id6 csokkentésének két
utja van: egyik a kolonnahossz nagymértékii csokkentése, masik a linearis
aramlasi sebesség novelése. A k-értek csokkentése nem javasolt, mert
akkor az interferencia veszélye, vagyis hogy két kromatografias csucs
egylitt elualodjon, jelentésen megnd (romlik a felbontas). A hagyomanyos
(konvencionalis) kolonndkat (100-250 mm), hagyomanyos HPLC-
késziilékekben a megengedett kolonnan kiviili zonaszélesedéssel (oszlopon
kiviili diszperzio) hasznalhatjuk. Amennyiben a kolonnahosszakat le-
csokkentjiik 20-50 mm-re, akkor kb. otddére csokken az elemzési ido,
amivel ugyan a gyorsasagi kritérium teljesiil, de ez egyiitt jar a felbontas
csOkkenésével, hiszen a kinetikai hatékonysag az elérhetd tanyérszamoktol,
a kolonna hosszatdl figg. Annak érdekében, hogy ne valtozzon az elvélasz-
tds mindsége, a kisméretli kolonnak kinetikai hatékonysagat jelentésen
meg kell novelni. Az elvalasztas ugy is gyorsithatd, ha megnoveljiik
a mozgo6fazis sebességét, mivel a linearis dramlési sebesség novelése
forditott aranyban all az elemzési idével. A gyors folyadékkromatografia
méretii, S0 mm hossza és 2,1 mm belsé atmérdji kolonnakat hasznalunk,
amelyek 3 um alatti héjszerti, 2 um alatti teljesen pordzus szemcsés, vagy
masodik generacids monolit toltetet tartalmaznak. A kinetikai hatékonysag
ezeknél a kolonnaknal csak kismértékben romlik a mozgdfazis linedris
aramlasi sebességének novelésével.



1.2.1. Elvarasok egy gyors kromatografias meérésekre
alkalmas késziilékkel szemben

A késziilékekkel szemben két fo elvarasunk lehet: az egyik a mi-
kodtetési nyomastartomany novelése, a masik pedig az oszlopon kiviili
térfogatok csokkentése. Az elsd elvaras egyértelmli, minél nagyobb
nyomason tudunk dolgozni egy késziilékkel, annal tobb lehetdségiink
van az elvalasztas gyorsitasara, illetve a felbontés javitasara. A masodik
elvaras kicsit 0Osszetettebb, kompromisszumokbdl tevédik Ossze. A
folyadékkromatografias rendszerben az aramlas jellege laminaris, ebbdl az
kovetkezik, hogy az oszlopon kiviil minden olyan térfogaton, ahol athalad
a minta, a zonaja folyamatosan szélesedik. Ezt nevezik kolonnan kiviili,
térfogati zonaszélesitd hatdsnak, amelyet térfogategységekben fejeziink
ki, és a kovetkezokbdl tevodik Gssze: az injektalt térfogatbol, az adagolot
és a kolonnat, valamint a kolonnat és a detektort 0sszekotd vezetékben
torténd zonaszélesedésbol, tovabba UV-detektornal még a cellatérfogat
hatasabol. A kromatogramon mért zonaszélesedés tehat két f6 részbal all,
az egyik a kolonna éltal megszabott (¢°_ ), a mésik a kolonnan kiviili (6° ),

ezek Osszege adja a teljes zonaszélesedést (o? ):

2 2 2
Ootal = Occ + Ol (1 22)

Az Osszefiiggésbol kovetkezik, hogy a késziiléken akkor tapasztalnank
kozel o°  nagysagi zoénaszélesedést, ha ehhez képest elhanyagolhato
lenne a 6°_ jaruléka.

Az oszlopon kiviili karos — hatékonysagot ronté — tényezOk annal
jelentésebbek, minél kisebb a kolonnaméret, és minél hatékonyabb a
kolonna. Megallapodas szerint az oszlopon kiviili zonaszélesedés dsszege
nem lehet nagyobb, mint a kolonnan mért csticsszélesedés tizede:

o2 <0,1-02, . (1.23)

A csucsszélesedést (varianciat) térfogatnégyzet vagy idonégyzet
dimenzi6ju mennyiségekkel tudjuk kifejezni. Az oszlopon létrejovo csucs
varianciajat a kovetkezo 6sszefliggéssel irhatjuk le:

ol =——=—2_(1+k)*, 1.24
col NCOI o ( ) ( )

ahol V_a retencios terfogat, N az elmeleti tanyérszam €s V, az oszlop
holttérfogata; tehat minél kisebb a kolonna térfogata és a komponens
visszatartasa, illetve minél hatékonyabb a kolonna, anndl kisebb az
elualodo csucs variancidja. Az 1.1. abran a 2 um-nél kisebb szemcsékkel

9



toltott kis térfogatth kolonnak csticsvariancidjat szemléltetjiik a retencid
fliggvényében.

600 -

500 -

IS
1<}
o

csticsvariancia /L2
8

100 x 1 mm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Retencios id6 / perc

1.1. abra. Oszlopon létrejovo csucsvariancia (2 pm-nél kisebb tolteten) a retenciods
tényez6 fliggvényében

A latszolagos tanyérszam (N, ) felirhato a kolonna altal teljesitett sajat
tanyérszam (N_ ) €s az oszlopon Iétrejovd, illetve azon kiviili varianciak
viszonyaval:

1
N, =Ny——5— (1.25)
1+ - G
O-czol + O-ezc

Az Un. megmaradd kolonnahatékonysag (E) egyszerien felirhato a
kovetkezé modon:

2
o V.
E =100 —= _~ 0| 1.26
' Gczol +O_e2c Vec ( )

Az alabbi példaban kiilonboz6 atmérdji kolonnak megmarado haté-
konysagat mutatjuk be az oszlopon kiviili variancia fliggvényében (k = 5
visszatartast feltételezve).

Az 1.2. abrardl jol latszik, hogy a 4,6 mm atmérdjii kolonnakat hasznal-
hatjuk barmilyen késziilékben anélkiil, hogy a latszolagos hatékonysag
csokkenne. Hagyomanyos HPLC-késziilékek oszlopon kiviili csticsvarian-
ciagja 40-200 pL? kozé esik, mig az UHPLC-késziilékek 4-9 pl?-rel
jarulnak hozza a kromatografias csucs szélesedéséhez.! Azok a késziilékek,
amelyeket a gyartok mind a hagyomanyos HPLC-s, mind pedig az
UHPLC-s elvalasztasokhoz javasolnak (in. hibrid késziilékek), altalaban
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1.2. abra. Megmaradé hatékonysag az oszlopon kiviili variancia fiiggvényében
50 x 4,6,50 x 3,50 x 2,1 és 50 x 1 mm kolonnaméretekre (1,7 um névleges
szemcseatméro)

10-40 pL*-rel jarulnak hozza a cstics szélesedéséhez.! A2011-ben megjelent
legujabb fejlesztésit UHPLC-késziilék (Waters UPLC I-Class) oszlopon
kivili varianciaja, a mérés koriilményeit6l fiiggben, 0,5-4 plL? kozé
esik, tehat a legkorszeriibb UHPLC-késziilékeket alkalmazva is jelentds
mértéki hatékonysagot veszithetiink. Elsdsorban 1 mm és 2,1 mm atmérdji
kolonnak esetén nem tudjuk kihasznalni a jelenlegi kolonnatechnologia
valddi lehetdségeit, ugyanakkor j6 kompromisszumnak tlinik a 3 mm
atmérdjli kolonnak hasznalata, persze ekkor az analizisid6 rovasara tudjuk
csak a hatékonysagot fokozni.

Nemrég Wu ¢és Bradley mutatta be az 1,8 pm-es szemcsékkel toltott,
50 mm hosszu kolonnak latszolagos hatékonysagromlasat.? Tanulmanyuk-
ban 1, 2,1, 3 és 4,6 mm atmérdjii kolonndkat mitkddtettek egy Waters
Acquity UPLC-késziiléken, melynek oszlopon kiviili térfogatat 11,4 pL-
nek mérték. A mért tanyérszamokat az 1.3. abra mutatja a kiilonbozé
atmérdji kolonndkra, és — az elméletnek megfelelden — drasztikus
hatékonysagvesztést tapasztaltak a 2,1 és a 1 mm atmérdjliek esetén.
Lestremau ¢és Sziics hasonlo latszolagos hatékonysagromlasrol szdmolt
be gradiens elticioban, amikor 1 mm atmérdji kolonnat hasznaltak egy
UPLC-késziilékben.*
kenthetd, ha csokkentjiik az sszekotd vezetékek atmérdjét és hosszat, illetve
ha a beépitett ,,standard” detektorcellat in. mikro- vagy szemimikrocellara
cser¢ljilk. Egy Acquity UPLC-rendszer oszlopon kiviili variancidja
2 ul*re csokkenthet6 (eredetileg 5-8 pl?), ha a 0,127 mm atmérdji
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1.3. abra. Latszolagos hatékonysagesokkenés a kolonna atmérd csokkentésével (5
cm-es kolonnak, 1,8 um szemcseatmérd, Acquity UPLC-késziilék)

Osszekotd vezetékeket 0,0635 mm-esekre cseréljiik.? Guiochon és mtsai.
bemutattak, hogy egy konvencionalis Agilent 1100-as HPLC-késziilék
variancidja akar 5-10 uL’-re csokkentheté (eredetileg 80-100 upL?),
ha az eredeti konfiguracidban alkalmazott 6sszekotd vezetékeket, injektor
ti-talp (needle seat) kapillarist, és a detektorcella-térfogatot optimalizaljuk.*
Hasonlé médon optimalizéltak Alexander és mtsai. egy Waters Alliance
2695 HPLC-rendszert, és végil 15 pl?re csokkentették az oszlopon
kiviili varianciat.” Omamogho és mtsai. egy Agilent 1200 HPLC-rendszer
varianciajat csokkentették sikeresen 3-4 pL?-re ugy, hogy a 0,17 mm
atmérdji 6sszekotd vezetékeket 0,11 mm-esekre cseréltek, illetve az
eredetileg 6 ul-es detektorcella helyett 1,7 pL-es cellat alkalmaztak.S

A kolonnan kiviili cstcsszélesedéshez az adagolt minta térfogata
is hozzajarul, melyet Gigy csokkenthetiink, ha a mintat a kolonna elején
fokuszaljuk. Farkas és mtsai. nemrég mutattak be, hogy az altaluk bevezetett
,hatékonysagoptimalizal6 injektalasi szekvencia” (POISe, Performance
Optimizing Injection Sequence) akar 10-20%-ban novelheti a latszolagos
hatékonysagot kis visszatartasi komponensekre (k < 3).” A modszernek
az a lényege, hogy egy viszonylag rossz olddszerb6l meghatarozott
mennyiségl ,,dugot” hasznalunk a mintazéna utan.

Osszességében megallapithatjuk, hogy jelenleg a kolonnatechnologia
»elhaladt” a késziilekfejlesztések mellett, és elsdsorban 1j, még kisebb
oszlopon kiviili térfogatokkal rendelkezd késziilékek fejlesztése a cél annak
érdekében, hogy a meglevo kolonnakat megfeleléen tudjuk tizemeltetni.

Egy masik kérdéskor, ami szorosan kapcsolddik a késziilék térfogathoz,
az un. gradiens késési vagy gradiens késleltetési idé/térfogat (dwell time/
volume). Manapsag a legtobb folyadékkromatografias elvalasztast (mind
ipari, mind akadémiai laboratoriumokban) gradiens elicios modban végzik
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(a mozgofazisban a nagyobb elucids erdsségii oldoszer koncentracidjat
novelik, ezt nevezik ,,B” olddszernek, ami altaladban acetonitril vagy
metanol). A ,,B” olddszer koncentracigjat noveljiik az id6 fliggvényében,
ezaltal csokken a nagyobb n-oktanol/viz megoszlasi hanyadossal (log P)
rendelkez0 komponensek retencidja. A gradiens elucionak ezt a modjat
oldoszergradiensnek nevezik. A késleltetési térfogat a nagynyomasu
gradiens elucios késziilékeknél 6sszetevodik a keverd, tovabba a keveroét,
az adagolot és a kolonnat 0sszekotd kapillarisok, valamint az adagolo
térfogatabol; kisnyomasu gradiens késziiléknél ehhez hozzajarul még a
nagynyomasu szivattyu térfogata is. Mindezeket a térfogatokat, melyeken
a mozgotazisnak at kell haladnia ahhoz, hogy a kolonna elejére érjen,
a gradiens késleltetési térfogattal (V) jellemezziik. Amig a nagy- €s a
kisnyomast hagyomanyos HPLC-késziilekeknél a V| érteke altalaban 0,5
¢és 2 mL kozott valtozik, addig a korszert UHPLC-késziilékek tipikusan
0,08-0,5 mL ¥ -vel rendelkeznek. Késziilékiink gradiens késesi térfogatat
ismerni kell, ennek els0sorban modszerek atvételekor és atadasakor
(transzfer) lehet nagy jelentdsége.

AHO:1220 lnfiity LG Sysiem Agilent 1220 Infinity LC System
Agilent 1260 Infinity Binary LC System : Agilent 1260 Infinity Binary LC System
Agilent 1260 Infinity Quatemary LC System || Agilent 1260 Infnity Quatemary LG System
Agilent 1290 Infinity Binary LC System ) Agilent 1290 Infinity Binary LC System |-
Agilent 1290 Infinity Quatemary LC System || " Agitent 1290 Infinity Quatemary LC System | SE—
Dionex UltiMate 3000 Binary RSLC ' Dionex UltiMate 3000 Binary RSLC
Dionex UltiMate 3000 Quatemary RSLC |} o Dionex UltiMate 3000 Quaternary RSLC
Dionex UltiMate 3000 XRS || d Dionex UttiMate 3000 XRS | S
Jasco X-LC 3000 | Jasco X-LC 3000 |
Knauer PLATINBIue UHPLC Binary |8 Knauer PLATINBIue UHPLC Binary |SEEE
Knauer PLATINBIue UHPLC Quaternary ’ Knauer PLATINBIue UHPLC Quatemary fi| *
Perkin Elmer Flexar FX-10 UHPLC _ Perkin Elmer Flexar FX-10 UHPLC | SEM—"
Perkin Elmer Flexar FX-15 UHPLC Perkin Elmer Flexar FX-15 UHPLC | SEM—
Rheos Allegro UHPLC i ’ Rheos Allegro UHPLC | (S
Shimadzu Nexera X2 Binary Shimadzu Nexera X2 Binary | SIS
Shimadzu Nexera X2 Quatemary ) Shimadzu Nexera X2 Quatemary | SENESS—
Shimadzu Prominence UFLC XR — Shimadzu UFLCXR
Themo Fisher Scientific Accela 1250 y Themo Fisher Scientific Accela 1250 | SERS
Therino Fisher Sclentic Acceia 600 I—— Themo Fisher Scientific Accela 600 |
VWR Hitachi LaChromUntra — VWR-Hitechi LeChromUlra | (RIS
s ey e
VWetors Acquiy UPLC H:Cress: [ e Waters Acquity UPLC |-Class S
Waters Acquity UPLC |-Class
0 250 500 750 1000 1250 0 200 400 600 800 1000
Maximalis méikédtetési nyomas / bar Gradiens késési térfogat / pL

1.4. abra. Kereskedelmi forgalomban kaphat6 UHPLC-késziilékek maximalis
milkddtetési nyomasa és gradiens késleltetési térfogata

AV egyszerlien meghatdrozhatd, amire tobb modszer is elterjedt.”
Minden modszer azon alapszik, hogy az egyik mozg6fazis nem UV-aktiv
(pl. viz), a masik mozgotazisba pedig valamilyen UV-aktiv komponenst
(pl. acetont) keveriink kis mennyiségben. Az oszlopot eltavolitjuk, majd
egyszertien csak Osszekotjiik a kolonndba be- és a kolonnabol kivezetd
csOveket. Bedllitunk egy gradiens programot, és a mért UV-jelet
Osszehasonlitjuk a beallitott programmal. A kromofort tartalmazé ,,B”
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eluens jele nyilvan késik a beallitott programhoz képest; ezt az idébeli
késést mérjiikk, majd az alkalmazott térfogataram ismeretében konnyen ki
tudjuk szamolni a V-t. Az 1.4. dbra a jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphat6 UHPLC-késziilékek maximalis miikodtetési nyomasat és gradiens
késleltetési térfogatat mutatja be.’

Az 1.4. dbran jol latszik, hogy eléggé valtozatos a jelenlegi késziilékek
gradiens késleltetése. Gyakori a gyogyszer-analitikdban, hogy régebbi,
meglevé konvencionalis HPLC-modszereket transzferalunk UHPLC-
modszerré. Ennek forditottjara is sziikség lehet, amikor az UHPLC-
modszereket kell hagyomanyos oszlopra/késziilékre atdolgozni, mert az
atvevo laboratoriumban csak az all a rendelkezésre. Vegyiink egy egyszerii
példat! UHPLC-ben tipikusan 0,5 mL/perc térfogatdrammal dolgozunk.
Ekkor ha a késziilékiink gradiens késési térfogata 0,5 mL, akkor éppen
1 percet ,.késik” a gradiens program, viszont ha V= 0,1 mL, akkor csak
0,2 perc késéstink lesz, igy a két késziiléken mért komponensek retencios
ideje kozott tehat 0,8 perc kiilonbség varhatd. A kevésbé visszatartott
komponensek esetén kiilondsen kritikus lehet a gradiens késés valtozasa,
tovabba sokszor a felbontas, és néha még a szelektivitas, is valtozhat.
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. ? 10 1" 12
J_Ai A A A
05 10 15 20

1 il 25 30 5
Retenciés id6 /perc
5+6
7 9
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Retencids idé /perc
1.5. abra. A késziilék gradiens késési térfogatanak hatasa gyors kromatografias
elvalasztasokra. Oszlop: Halo C18, 100 x 2,1 mm, 2,7 um, mozgo6fazis: viz-
acetonitril gradiens (15% B-90% B / 4 perc), térfogataram: 0,8 mL/perc.
Komponensek: (1) ftalsav, (2) vaniliasav, (3) izo-vaniliasav, (4), antranilsav, (5)
vanillin, (6) 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehid, (7) ferulasav, (8) orto-vanillin, (9)
benzoesav, (10) transz-2,4-dimetoxi-fahéjsav, (11) metilbenzoat, (12) etilbenzoat
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A kis gradiens késleltetésti késziilékeknél egy kezdeti izokratikus szakasz
beiktatasaval novelhetjiik a ,,latszolagos” gradiens késést, a nagyobb
gradiens késleltetésii rendszerek esetén pedig a gradiens programot nem az
elejétol, hanem a késésnek megfeleld idohoz tartozo kiindulasi mozgofazis
Osszetételtol kell inditani, ha azt akarjuk, hogy hasonlitson a kromatogram
a kisebb késleltetésii rendszeren mérthez. Moddszertranszferalasnal az
un. ,,geometriai transzfer szabalyok™ mellett a gradiens késési id6 ¢és
oszlopholtid6 aranyat (./z,) kell allando érteken tartani.

Nyilvan annyira érdemes a gradiens késést csokkenteni, amennyire csak
lehet, de a végtelen csokkentésnek hatart szab az a koriilmény, hogy ha
nem all rendelkezésre a mozgofazisok keveredéséhez megfeleld térfogat/
1d6, akkor a nem tokéletes keveredés miatt a modszer reprodukalhatosaga
nem lesz megfeleld. Ez nagy térfogataramoknal kiilondsen kritikus lehet,
akar pulzalas is felléphet. Az 1.5. abran szemléltetjiik a gradiens késési
térfogat hatasat, a példaban 500, 300 ¢és 100 pL-es gradiens késéssel
rendelkezd késziilékeken mért kromatogramokat mutatunk be. Lathato,
hogy a kevésbé visszatartott komponensek (1-7) esetén a csticsfelbontas
nagyban fiigg a késziilék késési térfogatatol.’

1.2.2. Fejlesztések a kolonnatechnolégiaban

Halasz Istvan és munkatarsai az els6k kozott mutattak meg, hogy
elméletileg az elvalasztas annal gyorsabb lehet, minél kisebb a toltet
szemcseatmérdje.' Arra is felhivtak a figyelmet, hogy az elvalasztas
varhat6 idejének a késziilékek maximalis miikodtetési nyomasa szab hatart.
A szemcseatméro és kolonnadimenzidk csokkentése azota is folyamatos
trend maradt a folyadékkromatografidban. Itt roviden Osszefoglaljuk
a jelenlegi fejlesztések lehetdségeit, hatarait, és gyakorlati példakon
keresztiil bemutatjuk a lehetséges gyogyszer-analitikai alkalmazasokat.

1.2.2.1. Teljesen poroézus, kis szemcseatméradji toltetek

Az eredeti, van Deemter altal leirt (1.6) Osszefiiggés annak ellenére,
hogy csak egy empirikus kozelités, szemléletessége és egyszeriisége
miatt ma is hasznalatos a kolonndk jellemzésére. A szemcseatméronek
(d)ésa diffzios tulajdonsagoknak (diffuzios allando, D,,) az elvalasztas
hatékonysagara gyakorolt szerepét pedig az (1.7) Osszefiiggéssel felirt
Neue-egyenlet adja meg.
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Hangsulyozzuk, hogy az (1.7) egyenlet sok elhanyagolast tartalmaz,
ezek koziil kiemeliink néhanyat. A diffuzios allandd nem azonos a szemesék
kozotti folyadék fazisban és a szemcsén beliili stagnalé folyadékban,
az Orvénydiffizio a valosagban nem fiiggetlen a linedris sebességtol,
vagy az egyenlet nem kiillonbozteti meg az anyagatadas allo-, illetve
mozgofazis szerinti jarulékat. Elso kozelitésben viszont jol szemlélteti,
hogy az Orvénydiffizid egyenesen aranyos a szemcseatmérdvel, mig
az anyagatadasi tag a szemcseatmérd négyzetétdl fiigg. Az egyenletbdl
egyértelmiien kovetkezik, hogy a szemcsedtmérd csokkentése jelentOs
tanyérmagassag-csokkenést (tanyérszam-novekedést) eredményez. Masik
kovetkezmény, hogy az egyenlet altal leirt gorbe minimum helye a nagyobb
linedris sebességi tartomanyba tolodik, ha a szemcseatmérdt csokkent-
juk. A fliggvény optimumanak (minimumanak) helye ott van, ahol a
dH/du = 0 feltétel teljesiil, ekkor pedig az optimalis linedris sebesség (14,,)
az (1.8), illetve az ennek megfeleld legkisebb tanyeérmagassag (H . ) az
(1.9) egyenletbdl olvashato ki. Belathato tehat, hogy a szemcsedtmérd
csokkentése elonyds az elvalasztas gyorsitasanak és a kinetikai hatékonysag
novelésére.

Folyadékkromatografias koriilmények kozott, ahol a linearis aramlasi
sebességek kicsik, az daramlas laminaris jellegli, ezért az (1.15) egyenlet
alakjaban megfogalmazott Darcy-torvény jol alkalmazhatd, ennek
értelmében tehat a szemcseatmérd csokkenésével a kolonnan 1étrejovo
nyomasesés négyzetesen novekszik. A kiilonb6zo cégek altal forgalmazott
azonos atlagos szemcseatmérdjii toltetet tartalmazod kolonndkon a
nyomasesés azonban eltérd lehet, ami két okra vezethetd vissza. Az egyik
szerint a nagyobb nyomasesésii kolonnan a szemcseatmérd méreteloszlasa
nagyobb, és a kisebb szemcseatmérdjii toltet nagyobb frakciot képvisel.
A masik lehetdség, hogy a toltés soran a szemcsék sériilnek, és a kis
szemcseatmérdjii tormelék elzarja az aramlasi csatornakat. Tovabbi eltérést
okozhat az is, hogy a kiilonb6zo oszlopgyartok mas-mas kolonnatoltési
technoldgiat alkalmaznak, aminek kdvetkeztében a toltet stirlisége eltérd
lehet.

Az elvalasztasi sebesség novelésének hatart szab a késziilék maximalis
nyomasteljesitménye, a hagyomanyosnak tekinthet6 HPLC-nél ez 400 bar.
Jelenleg szinte mar minden késziilékgyart6 forgalmaz UHPLC-késziiléket,
amelyek 1200-1300 bar tartomanyig is képesek a mozgotazist szallitani.
Az UHPLC-s elvalasztasok hatékonysagat két hatas kiilon-kiilon vagy
egyiittesen is leronthatja. Az els6 hatas abbol ered, hogy a nagy nyomassal
bevittenergiahdvéalakul,amelynek eredményeképp hossz- €skeresztiranyu
homeérséklet-gradiens alakul ki a kolonnan, aminek kdvetkezményeként a

16



csucsszélesedés ndhet. A masik hatas, amely egyiitt jar a nagy nyomassal,
az az, hogy a retencios tulajdonsagok megvaltozhatnak.! A kdrnyezetnek
torténd hoatadas a kolonnadtmérdtdl fligg; minél kisebb a kolonnaatmérd,
annal nagyobb az egységnyi kolonnatérfogatra juté héatado feliilet. Ebbol
kovetkezik, hogy ekkor inkabb a 2 mm koriili, vagy az alatti, kolonnak
alkalmazasa teszi lehetové, hogy ne alakuljanak ki olyan hémérséklet-
kiilonbségek, amelyek jelentds csucsszélesedést okoznak (surlodasi
héeftektusok). A kis kolonnaatmérd alkalmazédsakor viszont el6térbe
keriilnek a korabban emlitett, kolonnan kiviili zonaszélesito hatasok és az
abbol eredd problémak.

Az els6 UHPLC-késziilékekhez kifejlesztett, teljesen porozus 1,7 um
atlagos szemcseatmérdjii szervetlen és szerves sziloxanbol (,,ethylene-
bridged hybrid”, BEH) késziilt toltet 2004-ben, az els6 UPLC-késziilék
megjelenésével egy idépontban keriilt kereskedelmi forgalomba.'>!3 A
szemcse teljesen gombszimmetrikus, a feliiletén nincsenek kiugrasok
vagy mélyedések, ami tobb szempontbdl is fontos: egyrészt a mechanikai
stabilitds miatt, masrészt pedig kisebb a szemcsét koriilvevd allo
folyadékfilm okozta zonaszélesedés (filmdiftfuzio). A toltet szemeseatmérd-
eloszlasa is kisebb a hagyomanyos HPLC-s tdltetekéhez képest. A
szakirodalomban jelenleg is vita van a szemcseatméro-eloszlas szerepérdl,
elsdsorban a kinetikai hatékonysagra gyakorolt hatasardl (6rvénydiffuzio,
toltetstiriiség, toltési tulajdonsagok); miiveleti szempontbol elényds a kis
szemcseatmérd-eloszlas."* Wang és mtsai. az els6k kozott mutattak be,
hogy a hagyoméanyos HPLC-s mddszerek (250 mm-es, 5 pm-es kolonna,
400 bar nyomas) analizisideje akar a hetedére is csokkentheté 50 mm-es
1,7 um-es Acquity BEH kolonnat és 900-1000 bar nyomast alkalmazva.'s
Az 1.6. dbran egy hagyomanyos modszer gyors modszerre torténd sikeres
transzferalasanak eredményét lathatjuk.

(A) 0.050 (B)0.040 "
0,045 1 250 x 4,6 mm,5pum 50x 2,1 mm, 1,7 pm
E 0.0357 ’ v
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0035 0.0304
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1.6. abra. 1zokratikus hagyomanyos HPLC-elvalasztas UHPLC-s felgyorsitasa
gyogyszerhatoanyagok elvalasztasara
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1.1. tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent (2014-ig) 2 um-es ¢s

az alatti toltetek

névleges

gyartd kolonnatéltet neve szemcseatmérd
/um

Advanced Materials Technology Halo 2 2,0
Alltech (Grace Davison) VisionHT 1,5
Shant Laboratories Pathfinder 1,5
Waters Cortecs, Acquity-BEH, -CSH, -HSS 1,6, 1,7, 1.8
Fortis Technologies Fortis 1.7 1,7
Orochem Technologies Gazelle 1,7
Phenomenex Luna, Aeris, Kinetex 2,0,1,7,1,3
Sepax GP-8 and GP-18 1,7
Thermo Syncronis, Hypersil Gold 1,7, 1,9
Agilent Technologies Zorbax Rapid Resolution HT/HD 1,8
Bischoff ProntoPEARL TPP Ace-EPS 1,8
ES Industries Epic Sub-2 1,8
Knauer BlueOrchid 1,8
Macherey-Nagel Nucleodur 1,8
MicroSolv Technology Cogent Diamond & Silica-C 1,8
Micro-Tech Scientific Microsil 1,8
Perkin Elmer BrownLee 1,9
Restek Pinnacle DB/ Ultra II 1,9
Sigma-Aldrich Titan 1,9
YMC Triart, Ultra-HT 1,9, 2,0
Varian Pursuit UPS 1,9
Agela Technologies Rapid aSB 2,0
Hitachi LaChromUltra 2,0
Imakt Presto 2,0
Shiseido Capcell Pack 2,0
Tosoh Haas TSKgel SuperODS 2,0
Zirchrom Zirchrom 2,0

Az Acquity BEH 1,7 um-es toltet sikere utan hamarosan mas gyartok
is forgalomba hoztak 2 um-es vagy az alatti toltetiiket. E16szor az Agilent
Zorbax RHD 1,8 pm-es, a Thermo Hypersil Gold 1,9 um-es, majd a Grace
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Vision HT 1,5 pum-es toltetei jelentek meg a piacon. Mara mar szinte minden
kolonnagyarté cég ajanlja a sajat teljesen porozus UHPLC-s toltetét. Az
1.1. tdblazat 2014-ig foglalja 0ssze a kereskedelmi forgalomban megjelent
2 pme-es és az alatti tolteteket.

A2 um alatti toltetekkel abszolut értékben igen kis tinyérmagassagokat
(H . ) ériink el, az eltéré szemcseatmérdjl toltetek Osszehasonlitasanal
hasznalt redukalt tanyérmagassag (h = H/dp) minimuma ezeknél elmarad
a 3-5 pm-es toltetekhez képest. A redukalt tinyérmagassag egy dimenzio-
mentes mérészam, mellyel a kiilonb6z6 szemcseméretii kolonnak hatékony-
sagat vethetjiik Ossze fliggetleniil a szemcsemérettdl. Az elmélet szerint
egy jol toltdtt, teljesen porozus toltetli kolonnanal 4 = 2-2,5 kozotti értéket
kell kapnunk. A 2 um alatti téltetek hatékonysaga azonban a gyakorlatban
elmarad az elmé¢letileg elvarhatotol (A .~ 3), aminek tobb oka lehet: a
korabban emlitett hdeftektus vagy a kolonnatdltési technolégia, hogy csak
két kritikus tényezo6t emeljiink ki.

Retencids idé / perc

1.7. dbra. Etinilosztradiol-tartalmt készitmény bomlasvizsgalata. Kolonna:
Restek Pinnacle C18 1,9 um (50 mm x 2,1 mm), mozgo6fazis: ,,A”: acetonitril-viz
5-95 VIV%, ,,B”: acetonitril, gradiens program (35% B-70% B, 2,3 perc alatt),
térfogataram: 0,5 mL/min, oszlophémérséklet: 50 °C, injektalasi térfogat: 1 uL,
detektalas: 220 nm. Komponensek: (1) 6-a-hidroxi-etinildsztradiol, (2) 6-p-hidroxi-
etinilosztradiol, (3) 6-keto-etinildsztradiol, (4) ismeretlen bomlastermék, (5)
Osztradiol, (6) 9,11-dehidro-etinildsztradiol, (7) etinilosztradiol, (8) ismeretlen
bomlastermék és (9) ismeretlen szennyez6

Az aldbbiakban néhany korszerli gydgyszer-analitikai példat mutatunk
be a teljesen pordzus 2 um alatti toltetek alkalmazasara. Etinilosztradiol-
tartalma készitmény tisztasagvizsgalati modszere soran 8 szennyezot/
bomlasterméket valasztottak el egymastdl és a hatdanyagtdl minddssze 2,5
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perc alatt.'® A tanulmanyban 1,9 pm-es C18-as szemcsékkel toltott 50 x 2,1
mm-es kolonnat és egyszerli acetonitril-viz linearis gradienst alkalmaztak
(1.7. abra). A modszer érdekessége, hogy hasonld feladatra 30-60 perces
konvencionalis HPLC-s elvalasztasok talalhatok az irodalomban (150 x
4,6 és 250 x 4,6 mm-es kolonnakon).

12 ]

10 |

~1

Retencids id8 / perc

1.8. dbra. Szteroidgyartosor szilikonfeliiletérdl vett minta kromatogramja. Kolonna:
UPLC BEH C18 1,7 um (50 x 2,1 mm), mozg6fazis: acetonitril-viz (48:52, V/V),
térfogataram: 0,55 mL/perc, oszlophémérséklet: 50 °C, injektalt térfogat: 5 pl,
detektalas: 210 nm. Komponensek: (1) dienogeszt, (2) 6sztradiol, (3) etinildsztradiol,
(4) finaszterid, (5) gesztodén, (6) levonorgesztrel és (7) noretiszteron-acetat. A, B és
C csucsok a mintavételi hely (szilikon) anyagabol kioldodé komponensek

Masodik példankban késziiléktisztitas, -validalas céljara mutatjuk be
a 2 um alatti toltetek elonyét. A bemutatott izokratikus médszer alkalmas
szteroidgyartosor tisztitasi miiveletének, illetve a késziilékek tisztasaganak
megitélésére szamos gyogyszerkészitmény gyartasakor.'”” A mindossze
3 perces elvalasztassal (1.8. dbra) hét hormonhatéanyagot (dienogeszt,
finaszterid, gesztodén, levonorgesztrel, Osztradiol, etinilosztradiol és
noretiszteron-acetat) lehet pontosan és torzitatlanul meghatarozni rendkiviil
kis koncentracioban (meghatdrozasi hatar: 0,05-0,3 pg/mL). A mddszer
tovabbi érdekessége, hogy alkalmazhatdé a késziilékekben eléforduld
Osszes mintavételi feliiletre (rozsdamentes acél és PTFE alkatrészek,
illetve szilikongumi anyagu tomitések, 0sszekotd elemek).
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1.2.2.2. Héjszerkezeti (mag-héj) toltetek

Az utobbi évek legnagyobb sikerét egyértelmiien a héjszerkezetii
toltetek hoztak, néhany év leforgasa alatt alkalmazasuk gyakorisaga
Osszemérhetdvé valt a teljesen porozus toltetekével. Elterjedésiiknek egyik
oka az, hogy a gyakorlatban alkalmazott miikodési (azaz a linearis aramlasi
feltételeknek megfeleld) sebességtartomanyban a zoénaszélesedés csokken
az anyagatadasi ellenallas csokkentésével. Utobbi azzal érhetd el, hogy
az allofazis porusaiban a diffuzios Gthosszat lecsokkentjiik, és Iényegében
ennek koszonheto a héjszerti toltetek jelenlegi reneszansza. Horvath és
Kirkland a 60-as évek legvégén vezették be ezeket a tolteteket, amelyeket
akkor pellikularisnak neveztek.'®2° 50 pum-es liveggyongyot hasznaltak,
amelyet 1 um vastagsagban szerves polimer alapt ioncserélvel vettek
koril, majd Kirkland 30-40 pm atmérdji toltetet készitett 1 pm-es aktiv
réteggel. Annak ellenére, hogy az ilyen tipusu tolteteknek az anyagatadasi
ellenallasa kedvezébb, mint a hasonld méreti teljesen porozus tolteteké,
mégsem lettek népszerlieck a folyadékkromatografids tarsadalomban.
A kezdeti sikertelenség oka abban rejlik, hogy a nagy inaktiv mag (az
aktiv réteghez képest) a kolonnak kis terhelhetdségét és visszatartasuk
csokkenését vonta maga utan. Az emlitett hibat a 2007-ben ujbol megjelent
héjszerti tolteteken (harmadik generidcido) mar sikeriilt kikiiszobolni;
a szemcseatmérd mar 3 um-nél kisebb, az aktiv réteg vastagsaga pedig
0,35 és 0,5 um lett. Ennek megfelelden az aktiv réteg aranya az 9sszeshez
képest 60-70%-ra mddosult, ami viszont Oriasi attérést hozott a gyors
folyadékkromatografiaban. Az els6 2,7 pm-es héjszerkezetii toltetek Halo
¢s Ascentis Express néven keriiltek kereskedelmi forgalomba, s ismét
Kirkland volt az, aki bevezette azokat.”!

\ belsé mag /

1.9. abra. Héjszerkezeti toltetek sematikus képe (balra), illetve
elektronmikroszkopos felvétele (jobbra)

Az alapkoncepcid kezdetben az volt, hogy makromolekuldk (fehérjék,
peptidek) elvalasztasanak hatékonysagat Gigy javitsak fel, hogy a diffuzios
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uthosszat lecsokkentik, aminek kovetkeztében felgyorsulnak a szemcsén
beliili anyagatadasi folyamatok. A makromolekulak ugyanis lassu
diffuzioval haladnak a porozus toltetekben, azaz 1ényegesen ,,Jomhabbak”,
mint a kismolekuldk. Ha a toltet tartalmaz egy nem pordzus magot, és ezt
veszi korll az elvalasztasban szerepet jatszo aktiv porozus réteg, akkor a
lassu diffuziot (anyagatadasi folyamatot) kompenzalhatjuk. Az 1.9. abra a
héjszerkezetl toltetek sematikus képét mutatja be.

Az ujgeneracios héjszerkezetli toltetek kis szemcseméretébdl adodik az
elényds Orvény- és tengelyiranyu diffizios tulajdonsag, a vékony pordzus
réteg kovetkeztében pedig gyorsabb részecskén beliili anyagatadas
és kedvezObb hossziranyu diffizié varhatd. Kaczmarski és Guiochon
levezetései alapjan a részecskén beliili diffuzivitds a belsdmag-atmérd
¢és a teljes szemcseatmérd hanyadosanak (p) fliggvényében leirhato,? és
ahogy ez az arany novekszik (p = 1 megfelel a nemporodzus toltetnek, mig
p = 0 a teljesen porozusnak), ugy valik egyre gyorsabbéd az anyagatadasi
kinetika az aktiv héjban (van Deemter-0sszefliggés C tagja, nevezetesen
az allofazis jaruléka). Ez az elonyos tulajdonsag elsésorban a nagy
linearis sebességeknél jelentkezik. Masrészt a hossziranyu diffuzidonak
is csokkennie kell az inert bels6é mag miatt (van Deemter-6sszefliggés
B tagja), aminek elsésorban a kis linearis sebességi tartomanyban van
jelentésége. Az altalanos sebességi elméletbdl az is levezethetd, hogy
az anyagatadas mozgofazis-jaruléka is fligg kozvetve a héjvastagsagtol,
mert a visszatartas csokken a rétegvastagsag csokkentésével.” Az elméleti
levezetések szerint koriilbeliil 2,3-szer, illetve 1,7-szer gyorsabb részecskén
beliili anyagatadas varhato a kereskedelmi forgalomban kaphatd 2,6 ¢és
2,7 um-es héjszerkezetli toltetekkel (Kinetex ¢s Halo/Ascentis Express/
Poroshell-120, p = 0,73 és p = 0,63), mint az azonos méretll teljesen
porozus toltetekkel.

Teljesen porozus toltetekkel egy jol toltott kolonna esetén a legkisebb
elérhetd redukalt tanyérmagassag (4. ) 2,0, mig a jelenlegi héjszerkezetl
toltetekkel 1,2-1,5 kortili 4. varhato €s erhet6 el. Meg kell jegyezniink,
hogy az irodalomban talalhat6 rendkiviil j6 hatékonysagi adatok kroma-
tografidsan kis molekuldkra nem magyarazhatok a jelenlegi elméletekkel.
Kromatografiasan kis molekulatomegli anyagok alatt azokat értjiik,
melyek egy 10 nm-es porusatmérdjii toltet porusaiban gatlas nélkiil dif-
fundalhatnak; ezek molekulatomege jellemzden 1000-2000 Da-nal kisebb.
Tobb szerzo is 1ényegesen kedvezobb orvénydiffuzids tulajdonsagot (van
Deemter-Osszefiiggés A tagja) figyelt meg a héjszerkezeti toltetekre, mint
a teljesen porézusokra. Elvileg a szemcse szerkezetének nincs hatasa
az Orvénydiffuziora, ebben az esetben is mashol kell keresniink a magyara-
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zatot. Egyik magyarazat szerint a héjszerkezetii toltetek kis szemcseméret-
eloszlassal rendelkeznek, s ezért javul a kinetikai hatékonysaguk. A masik,
kisérletileg bizonyitott tény, hogy a viszonylag egyenetlen feliiletiik
miatt a toltésnél homogénebb toltetagy jon létre.** Tovabbi elényos
tulajdonsagukhoz sorolhato, hogy a tomor magnak sokkal kedvezobbek
a hoatadasi tulajdonsagai, mint a porozus toltetnek, ezért a surlodasi
héeffektusok (mind a hossz-, mind a sugarirdnyuak) kevésbé jelentosek
héjszerkezetli toltet esetén, igy nagy linearis sebességen tudunk dolgozni
an¢lkiil, hogy a fellépd surlodasi ho miatt drasztikusan csokkenne a
kolonna hatékonysaga vagy a komponens retencioja.

Az eddig targyalt eldnyok mellett néhany hatranyos tulajdonsagot is
meg kell emliteni. A vékony aktiv pordzus réteg miatt konnyen belathato,
hogy az azonos méretii teljesen porozus toltethez képest kisebb a
terhelhetdségiik, és a visszatartas is csokken a kolonnaban 1évé Osszes
fellilet aranyaban. A héjszerl toltetek aktiv porozus része ~ 25-40%-kal
kisebb, mint a hasonlé méretii teljesen pordzus tolteteké. Kisérleti adatok
alapjan az a megallapitas sziiletett, hogy az ujgeneracios héjszerkezetii
tolteteknél a terhelhetdség kozel esik a 2 um-nél kisebb teljesen porozus
toltetekéhez.?%*” Az is bebizonyosodott, hogy a visszatartas csokkenése
a jelenlegi p = 0,6-0,8 szemcseszerkezet esetén még nem kritikus,”
elsdsorban p > 0,8 szemcseszerkezet esetén (pl. Aeris WP toltet) varhato
annak jelentés mértékli csokkenése.

Napjainkra szinte minden toltetgyartd forgalmaz 1ijgeneracios
héjszerkezetli allofazisokat. Eloszér a 2-3 um szemcseatmérd kozotti
toltetek jelentek meg, amelyeknél a héj vastagsaga 0,35-0,50 pum
kozott volt (Halo, Ascentis Express, Poroshell, Kinetex). Erdekes, hogy
ezen toltetek atlagos porusatmérdje 90-100 A kozotti volt, holott a
héjszerkezetli toltetek az elmélet szerint makromolekuldkra teljesitenek
jobban. Mara mar megjelentek a 160, 200 és 300 A koriili porusatmérdji
héjszerkezetti allofazisok is (Halo Peptide ES, Aeris WP stb.), amelyek
j6 hatékonysaggal alkalmazhatok fehérjeelvalasztasokra.””*® Az 1.2.
tablazatban a 2014-ig kereskedelmi forgalomban megjelent ujgeneracios
héjszerkezett tolteteket foglaltuk Ossze. A 2 pm alatti szemcseméretii
héjszert tolteteken eddig nem tapasztalt kinetikai hatékonysagot érhetiink
el, mig a 3-5 um szemcseatmérdt a hagyomanyos teljesen porézus HPLC-s
toltetek helyettesitésére javasoljak a gyartok.
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1.2. tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent (2014-ig), ujgeneracios
héjszerkezeti toltetek

) szemceseatmér$  rétegvastag- p
gyartd kolonnatoltet neve )
/um sag/um - (d,, /..
2,5 0,45 0,64
ACE UltraCore
5,0 0,70 0,72
Poroshell 120 2,7 0,50 0,63
Agilent
Poroshell 300 5,0 0,25 0,90
Halo-2 2,0 0,40 0,60
Halo 2,7 0,50 0,63
Advanced Material .
Halo Peptide-ES 160 A 2,7 0,50 0,63
Technology
Halo Protein 400 A 34 0,20 0,88
Halo-5 4,7 0,60 0,74
Diamond Analytics  Flare Diamond Coreshell 3,6 0,10 0,94
Fortis SpeedCore 2,6 0,40 0,69
Knauer Blueshell 2,6 0,50 0,62
2,7 0,50 0,63
Macherey-Nagel Nucleoshell
5,0 0,60 0,76
Nacalai Tesque Cosmocore 2,6 0,50 0,62
Brownlee SPP 2,7 0,50 0,63
Perkin Elmer
Brownlee SPP Peptide-ES 2,7 0,50 0,63
1,3 0,20 0,69
. 1,7 0,23 0,73
Kinetex
2,6 0,35 0,73
5,0 0,60 0,76
Phenomenex 3
Kinetex EVO 5,0 0,60 0,76
. . 1,7 0,23 0,73
Aeris Peptide
3,6 0,50 0,72
Aeris Widepore 3,6 0,20 0,89
Ascentis Express 2,7 0,50 0,63
. . Ascentis Express Peptide-ES 160 A 2,7 0,50 0,63
Sigma-Aldrich
BIOshell 400 A 34 0,20 0,88
Ascentis Express 5 pm 4,7 0,60 0,74
. 2,6 0,50 0,62
Sunniest SunShell
4,6 0,50 0,75
o Accucore 2,6 0,50 0,62
Thermo Scientific
Accucore XL 4.6 0,50 0,75
1,6 0,25 0,70
Waters Cortecs
2,7 0,40 0,70
YMC Meteoric Core 2,7 0,50 0,63
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Az ujgeneracids héjszerkezetii toltetek nagy sikerét bizonyitja, hogy
a megjelenésiik ota eltelt 6-7 év alatt rengeteg alkalmazast dolgoztak ki
ilyen kolonnékra, az alabbiakban ezek koziil mutatunk be néhanyat.

Silvestro ¢és mtsai. klopidogrél meghatarozasara fejlesztettek ki
modszert farmakokinetikai tanulmanyokhoz.” A moddszerben 2,1 mm
atmérdjii 5 um-es, illetve 2,7 um-es héjszerkezetli szemcesékkel toltott
kolonnakat alkalmaztak. Egy masik tanulméany 1,8 pm-es teljesen
porézus és 2,7 um-es héjszerkezetli toltetek lehetdségeit hasonlitotta
Ossze gyogyszerhatoanyagok elemzése céljabol.’® ElsGsorban a kinetikai
hatékonysagot, az oszlopok terhelhetdségét és az elérhetd elvalasztasi
id6t tanulmanyoztak a szerzok, mely harom tulajdonsagot figyelembe
véve a héjszerkezetli toltet elonydsebbnek bizonyult. Az 1.10. dbran a
hatdéanyagok 5 perces gradiens elvalasztasat mutatjuk be 50 mm hossza
kolonnan.
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1.10. abra. Kannabinoid receptor-1 antagonista (CB-1), illetve intermedierjeinek és
szennyez6inek elvalasztasa. Kolonna: Ascentis Express C18 2,7 um (50 x 4,6 mm),
mozgodfazis: 0,1% foszforsav-acetonitril gradiens (10% B-95% B, 6 perc alatt),
térfogataram: 1,5 mL/perc, oszlophdmérséklet: 40 °C, injektalt térfogat: 3 uL,
detektalas: 220 nm

Heinig és mtsai. uj gyogyszerjeloltek és metabolitjainak emberi
plazmabol  torténd meghatarozasara  fejlesztettek ki UHPLC-
tomegspektrometrias modszereket,’! melyekben teljesen pordzus és
héjszerkezetl toltetek alkalmazasanak lehetoségeit vizsgaltak. Egy hasonlo
tanulmany szerz6i a remifentanil hatékony és gyors meghatarozasarol
szamolnak be,** melynek soran 50 x 2,1 mm-es, 2,6 um-es héjszerkezetii
toltetet alkalmaztak. Egy gyors és érzékeny modszerben pedig poliszorbatot
és polietilénglikolt (PEG) hataroztak meg a szerzok fehérjetartalmu
oldatokbol szintén tujgeneracios héjszerkezeti tolteteket alkalmazva.®
Mivel a poliszorbatok és PEG-ek nem tartalmaznak kromofor csoportokat,
a detektalast kondenzacios fényszorasos technika (CNLSD vagy NQAD™)
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hasznalataval sikeriilt megfeleld érzékenységiire fejleszteni. Az 1.11.
abran a PEG, a poliszorbat és a fehérje egylittesének gyors meghatarozasat
szemléltetjiik.
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1.11. abra. 10 mg/mL fehérjét, 40 pg/mL poliszorbat-20-at és 40 ng/mL PEG-et
tartalmazo oldat komponenseinek gyors elvalasztasa. Kolonna: Kinetex C18 2,6 pum
(100 mm % 3 mm), mozg6fazis ,,A”: metanol-viz-trifluorecetsav 100:900:1 (V/V/V),

mozgofazis ,,B”: 900:100:1 (V/V/V). Gradiens program: 83% B-100% B, 4,5 perc
alatt, majd 100% B tartva 6,5 percig. Térfogataram: 0,6 mL/perc; kolonnahdmérséklet:
30 °C; injektalt térfogat: 5 pL. Komponensek: (1) PEG, (2) és (3): poliszorbat-20 6
alkoté komponensei, (4) fehérje

1.2.2.3. Monolit kolonnak

A monolit sz6 eredeti jelentése ,,nagy k6. Kromatografias szempontbol
ez alatt azt kell érteni, hogy egyetlen polimer adja a kolonnat, amelyben
kétféle porus talalhatd (szilikagél alapti monolitok esetén): a nagyobbik
porus atmérdje 1-3 pum, ezt nevezziikk atfolyd poérusnak, mig a szilard
polimerben talalhatok a mezoporusok, amelyek a komponensek megkoto-
dését biztositjak. A kereskedelmi forgalomban mind szerves polimer, mind
szilikagél alapu monolit kolonnak kaphatok.

Eldszor a szilikagél alapu monolitok tulajdonsagait foglaljuk oOssze.
Uttoré munkat végeztek ezen a teriileten Hjertén, Svec, Horvath, Tanaka
¢és az altaluk kialakitott miihelyek munkatarsai.’**” Kereskedelmi forga-
lomban a Merck ¢és a Phenomenex cég altal forgalmazott termékek
érhetok el (Chromolith, illetve Onyx néven). Mig az elsO generacids
szilikagél alapu monolit 2000-ben keriilt kereskedelmi forgalomba, addig
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a tovabbfejlesztett valtozat — amely a masodik generacidos monolit nevet
kapta — 2011-ben jelent meg. A toltetek elektronmikroszkopos felvételét
az 1.12. abran mutatjuk be, melyen a vilagos részek adjak a szilikagél
alapvazat (skeleton), mig a sotét részek a nagy atméréjii atfoly6 porusokat.’®

= I g ] j : l:-r‘. , T
v BN ¢ A5 i
i N e . B N

1.12. dbra. Elso (balra) és masodik (jobbra) generacios szilikagél alapii monolitok
elektronmikroszkopos képei

A szerkezet olyan szivacshoz hasonlit, amelyben a porusok nyitottak és
egymassal Osszekdttetésben vannak, a mozgo6fazis dramlasa ezekben a
um-es nagysagrendii porusokban torténik. Ahogy az 1.12. 4bran is jol
lathatd, a pérusok atmérdje kozel allando, amibdl az kovetkezik, hogy az
aramlasi ellenallas oldalar6l nézve nincsen sziik keresztmetszet (utobbit
a szemcsés tolteteknél a legkisebb atmérdjii csatorna hatdrozza meg).
Toltetes kolonnaknal az aramlési csatornak atmérdjét a szemcseatmérobol
lehet becsiilni, mely szabalyos alaki, gombszimmetrikus tolteteknél
altalaban a szemcseatmérd 1/3 része, igy tehat egy 3 um-es toltetnél ez
1 pm-nek felel meg. Ez csak akkor igaz, ha a toltés sordn a részecskék
nem sériilnek, tovabba a szemcseatmérd-eloszlas szlik, és az atlagos
szemcseatmérénél sokkal kisebb szemcséket a toltés elott eltavolitottak.
A mozgofazis dramlésa ezekben az egymassal Osszekottetésben 1évo
porusokban torténik, mig a visszatartast a vazban 1évo mezoporusok adjak
meg. Az aramlast lehetdvé tevo porusok atmérdje 1-3 um, a visszatartast
eredményez6 mezoporusok atlagos atmérdje pedig 10-20 nm kodzott van,
a kereskedelmi forgalomban 1évoé 13 nm. Utobbi toltetnek a fajlagos
feliilete nagyobb, mint 100 m?/g, ami megfelel a szemcsés tolteteknél mért
értékeknek. Az 1.12. abran az is lathato, hogy a porustérfogat (sotétebb
rész) aranya nagy a vazéhoz (vilagosabb rész) képest (kis fazisarany).
Mivel a monolit kolonna porozitdsa — amely megszabja a kolonna
aramlasi ellenallasat (permeabilitasat) — sokkal nagyobb, mint a szemcsés
toltetti kolonnaké, ezért ugyanolyan térfogataramlasi sebességhez sokkal
kisebb nyomasesés tartozik. Ez a megallapitas igaz mind a szilikagél,
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mind a szerves polimer alapt monolitokra. Az elsé monolitok 100 mm
hossztiak voltak, melyeket nagy aramlasi sebesség mellett hasznaltak az
elemzési 1dO csokkentése érdekében, viszont ezek nem feleltek meg a
folyadékkromatograf-tomegspektrométer (LC-MS) csatolt technika altal
tamasztott kovetelményeknek. Ez vezetett el végiil is az ultragyors monolit
kialakitasahoz. El6szor a kolonna hosszat csokkentették 50, 25 mm-re,
majd a belsd atmérdjét 4,6 mm-rdl 3, majd 2 mm-re. Az 50 mm hosszl 2
mm atmérdjit monolit kolonna (Chromolith FastGradient) j6l alkalmazhat6
LC-MS modszerekhez, illetve UHPLC-késziilékekben gyors és hatékony
elvalasztasok megvalositasara. Az egybefiiggd és kozel azonos atméroji
porusok a kolonna permeabilitasat nagymértékben novelik, igy elméletileg
is érvényes a klasszikus Kozeny—Carman-osszefiiggés:

3
& 2

%
100(1-¢) °

ahol K jelenti a kolonna permeabilitasat, ¢ a porozitast, és d_ a szemcsés
toltetli kolonnaknal a szemcseatmérdt, mint karakterisztikus paramétert
(domain size), a monolit kolonndknal pedig az aramlast biztosité poérusok
atmérojének és a szilard fazis vastagsaganak az Osszegét. A kolonna
porozitasat a hagyomanyos modon tudjuk értékelni, nevezetesen a
kolonnan beliil talalhato {iires térfogat és a kolonna dsszes térfogatanak
hanyadosaként. A permeabilitas és a kolonnan I1étrejovo nyomasesés kozott
a kovetkez6 Osszefliggés teremt fliggvénykapcsolatot:

(1.27)

n-L
g=41Tr (1.28)
Ap
ahol 7 a mozgdfazis viszkozitasat jelenti. Atrendezve az egyenletet, Ap-re
a kovetkez6 Osszefliggést kapjuk:

u-n-L
s

Tehat a kolonna aramléasi ellendllasa (permeabilitasa) kozvetleniil
megszabja a kolonnan a nyomasesést, ez viszont a kolonna porozitasaval
fiigg Ossze. Szilikagél alapu monolit kolonndknal a teljes porozitas
e = 81%.% Szemcsés kolonnaknal, amelyeket a hagyomanyos HPLC- és
UHPLC-technikénal hasznalunk, ez az érték 50-70% ugyan, de az &ramlasi
csatornakat add szemcsék kozotti porozitas kisebb, mint 40%, melyhez
hozzajarul a nem egyenletes csatornadtmérd, aminek kovetkeztében a K
értéke tovabb csokken. Bevezethetjiik a ¢ paramétert, amely az aramlasi
ellenallassal aranyos tényezo:

Ap = (1.29)
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2 2

d—p = Daom . (1.30)
K K

Az Osszefiiggés egyértelml fiiggvénykapcsolatot ad a karakterisztikus
méret (szemeseméret vagy domain méret, d, ) €s az aramlasi ellenallas,
valamint a karakterisztikus méret és a ¢ kozott. A monolit kolonnaknal,
ahol az atfolyoporus- és a vazatmérd viszonya kozel allando, a ¢ értéke is
allando; 6sszevetve egy 5 um atlagos szemcseatmérojii kolonnaval, annal
kozel egy nagysagrenddel kisebb, tehat az aramlési ellenallas kevésbé szab
hatart az elemzések gyorsitasanak. Ha figyelembe vessziik a kolonna altal
elért tdnyérszamot, a retencios 1dot, és a 1étrejovo nyomasesést (azaz a
permeabilitast), akkor a kolonna abszolut teljesitménye az (1.16) egyenlet
szerint az elvalasztasi ellenallassal (E) definialhato.

A monolit kolonnak elméletileg jo Iehetdséget adnak a gyors
elvalasztasokra, az elvalasztasi ellenallasuk igen kedvezd — sok esetben
jobb, mint a szemcsés tolteteké —, a gyakorlatban azonban a technikai
problémak miatt az elméletinél kisebb hatékonysagot lehet veliik elérni.
A nemrég megjelent masodik generacios monolit toltetek ezt a hatranyt
részben kikiiszobolik, mivel itt az atfolyd porusok egyenletességének
novelésével nagyobb kinetikai hatékonysagot tudtak elérni. A masodik
generacios monolit porozitdsa azonos az elsé generacioséval, viszont az
atfolyo porusok és a falvastagsag valamivel kisebbek, mint az elddjénél
voltak, aminek természetes kovetkezménye az daramldsi ellenallas
novekedése. Azonos dimenzioji masodik generacios kolonnan — azonos
térfogat aram mellett — kb. kétszer nagyobb nyomas esik, mint egy els6
generaciés monoliton. A szilikagél alapii monolit kolonndk miianyag
[poli(éter-éter-keton), PEEK] hazban keriilnek forgalomba, ez pedig
behatarolja az alkalmazhato felsé nyomast, amely altalaban 200 bar.

Meg kell emliteniink néhadny szoban a szerves polimer alapu
[polimetakrildt, poliakrilamid, poli(sztirol-divinilbenzol)] monolitokat
is, amelyeket elsOsorban makromolekuldk (fehérjék, peptidek,
oligonukleotidok) elvalasztasara alkalmaznak sikeresen.** Els6sorban
jo pH- és hostabilitasuk, valamint a szilanolcsoportok hianyabol eredd
— kéaros masodlagos kolcsonhatasokat, ioncserére vald hajlamot kizaro
— kedvezé tulajdonsagaik miatt terjedtek el a fehérjeanalitikaban.
Kereskedelmi forgalomban a Thermo Scientific cég ProSwift név alatt
megjelent kolonnai (RP-1S, RP-2H, RP-3U és RP-10R) kaphatok, melyek
nagy elénye, hogy a fehérjék kevésbé adszorbealodnak a szerves polimer
alapu allofazisaikon, ezért jobb visszanyeréssel dolgozhatunk, mint a
szilikagél alapuakon.* Hatranyuk viszont, hogy a mezoporusos szerkezet

¢ =
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hianya miatt a felbonto erejlik €s terhelhetdségiik 1ényegesen kisebb, mint
a szilikagél alapu monolitoké. Az 1.3. tablazatban a 2014-ig kereskedelmi
forgalomban keriilt monolit kolonnédkat foglaltuk ssze.

1.3. tablazat. Kereskedelmi forgalomban (2014-ig) megjelent monolit kolonnak

- . atfolyo porus ~ mezoporus
gyarto kolonnatdltet neve yop P

/um /nm
Chromolith 1,9 12
Merck . .
Chromolith 2nd generation 1,2 14
Phenomenex Onyx 1,9 12
Proswift RP-1S 1,0 -
. Proswift RP-2H 2,2 -
Thermo Scientific p, . wift RP-3U 5.1 :
Proswift RP-10R nem ismert -

A fehérjeanalitikaban nagy attorést jelenthetnének a nagy (pl. 20-30
nm) porusu szilikagél alaptt monolitok. Kisérleti fazisban mar 1éteznek 26
nm-es mezoporussal rendelkezé mésodik generaciods szilika monolitok,
¢és valoban jol teljesitenck a peptid- és fehérjeelvalasztasok teriiletén.*
Jelenleg a kismolekulas gyogyszer-analitikdban ugyanakkor a szilikagél
alapu monolitok nem terjedtek el, itt a teljesen porozus €s héjszerkezetii
toltetek uralkodnak.

400 -
350 -
300 A
250 -
200 A
150 -

100 +
50 -
04

-50 T T T
0 1 2 3 4 5

Retencids id& / perc

1.13. abra. Hoéterhelt, redukalt, majd papainnal emésztett [gG1 tipusti monoklonalis
antitest (rituximab) kromatogramja. Kolonna: ProSwift RP-1S (szerves polimer
alapti monolit), mozgofazis: acetonitril-viz (+ 0,1% trifluorecetsav) gradiens,
kolonnahémérséklet: 70 °C, linearis aramlasi sebesség: 5,8 cm/perc, detektalas:
fluoreszcens emisszi6 (gerjesztés: 280 nm, emisszid: 360 nm)
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Fehérjeanalitikdban a forditott fazisti elvalasztasokra viszont gyakran
alkalmaznak szerves polimer alapi monolitokat. Az 1.13. abran egy
héterhelésnek kitett, redukalt, majd papainnal emésztett IgG1 tipust
monoklonalis antitest kromatogramjat mutatjuk be.*” Az 1.14. abra pedig
négy kiilonbdzo inzulin és két konzervaldszer készitménybdl torténd gyors
elvalasztasat szemlélteti nagy porust masodik generacios szilikagél alapu
monoliton.

T

2 3 4 5 6
Retencids id6 / perc

1.14. dbra. Inzulinok (1-4) és konzervald segédanyagok (*) gyors elvalasztasa
masodik generacios nagy porusu szilikagél alapu monoliton (kisérleti minta, jelenleg
nem kaphato kereskedelmi forgalomban). Kolonna: 100 x 4,6 mm, mozg6fazis ,,A”:

0,1% trifluorecetsav vizben, mozgofazis ,,B”: 0,1% trifluorecetsav acetonitrilben.
Gradiens program: 25% B-60% B 6 perc alatt. Térfogataram: 1,5 mL/perc;
kolonnahémérséklet: 45 °C; injektalt térfogat: 5 pL, detektalas: UV 210 nm

1.2.2.4. Szemcsés, teljesen porozus, héjszerkezetii és monolit
kolonnak osszehasonlitasa

A gyakorlatban altaldban arra vagyunk kivancsiak, hogy melyik kolonna
adja a leggyorsabb vagy a legnagyobb hatékonysagu elvalasztast. Eddig
sz6 esett a van Deemter-tipust (H-u) gorbékrdl, amelyek megmutatjék,
hogy adott kolonnaval milyen elméleti tdnyérmagassag érheté el egy
adott linedris sebesség- (vagy mozgofazis-térfogataram-) tartomanyban.
Ezekkel a gorbékkel dsszehasonlithatjuk a kiilonb6zo kolonnakat aszerint,
hogy melyik kolonna ad jobb tdnyérszamot egy adott linearis sebességnél.
Viszont ezek a H-u gorbék nem adnak tdjékoztatast arrol, hogy egy adott
elvalasztas mennyiidotigényel, illetve hogy miis azamaximalis tanyérszam
vagy leggyorsabb elvalasztas, ami megvalodsithatd az adott kolonnaval.
Ahhoz, hogy ilyen kovetkeztetéseket vonjunk le, figyelembe kell venniink
a kolonndk permeabilitasat, mechanikai stabilitdsat (nyomadasallosagat),
illetve késziilékiink maximalis mikddtetési nyomasat. Masik nehézség a

31



cre

a karakterisztikus tulajdonsédgok eltéréek egy monolitnal, egy teljesen
porozus, vagy egy héjszerkezetli szemcsés toltetnél.

A kinetikus gorbék modszerével — a kisérletileg felvett H-u adatokat
felhasznalva — egyszerlien elvégezhetjiik az analizisid6 és a tanyérszamok
»extrapolalasat” egy adott (pl. maximalis) nyomasértékre, igy meg-
tudhatjuk, hogy mekkora a maximalisan elérhetd tanyérszam adott
analizisidon beliil, illetve hogy mi a legrovidebb id6 egy adott tanyérszam
megvaldsitasara. Ehhez eldszor kisérletileg meg kell hatdroznunk a
kolonna permeabilitasat [K, 1d. (1.27) egyenlet], majd — a mozgofazis
viszkozitasanak ismeretében — egy adott nyomasesésre (Ap,_ ) egyszerlien
kiszamolhatjuk ¢, (holtidd), illetve N (tanyérszam) értéket (extrapolalt)
az (1.17) és (1.18) osszefliggésekbdl. A kapott adatokat tobbféleképpen
is dbrazolhatjuk. Leggyakrabban a ¢, #/N vagy /N’ értékeket szoktuk
megjeleniteni a tanyérszam fliggvényében, melyek mindharman aranyosak
az analizisidével. Tovabba az adott tanyérszamhoz tartoz6 kolonnahossz is
meghatarozhato, hiszen kisérletileg megmértiik a H értékeket, és kisza-
moltuk a maximalis nyomashoz tartoz6 tdnyérszamot, a kettd szorzata
tehat megadja azt a kolonnahosszat, amivel az adott tanyérszam elérheto.
A kinetikus elmélet tovabbi részleteit nem targyaljuk, azokrol szamos
kozleményben olvashatunk.*®

Ha a kinetikus gorbék modszerével Osszehasonlitjuk a jelenlegi

tetéseket vonhatunk le. A kdvetkezo példaban 50 mm-es kolonnak kinetikai

013

0014

monolit

. t9=1000 sec

t,/N /sec

poroézus 1,9 um

0.001 ="

" porézus 1,7 um

héjszerkezeu;l‘z;ﬁ um
" % =100sec

fo=1sec t =10 sec
0.0001 - —— — - — r - ——
1000 10000 100000 1000000

1.15. abra. Osszehasonlito kinetikus gorbék eltérd szerkezet(i (monolit, 1,7 és
1,9 um-es teljesen porozus, és 2,6 um-es héjszerkezetit) toltetekre
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tulajdonsagat hasonlitottuk Ossze kis gyogyszermolekuldk elvéalasztasara
(monolit, teljesen porozus 2 pm alatti, illetve héjszerkezetii 2,6 pm-es
toltetek; 1.15. abra).*’

Korabban részleteztiik, hogy az adott tdltettipusokkal milyen tanyér-
szamok varhatok, illetve emlitést tettiink a kolonnak permeabilitasarol
(aramlasi ellendllasarol). Jelenleg a legjobb tanyérszamok, a legnagyobb
kinetikai hatékonysag, a 2 um alatti teljesen pordzus, illetve a 2,6-2,7 um-es
héjszerkezetii, valamint legiijabban a 2 pum alatti héjszerkezeti toltetekkel
¢rhetd el. A 2 pm alatti teljesen porozus és a 2,6-2,7 pm-es héjszerkezetii
toltetekkel nagyjabol azonos tanyérszamokat tudunk megvalositani,
viszont az utdbbiakkal fele vagy harmad akkora nyoméson tudunk
dolgozni, mint az eldbbiekkel. A jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphaté monolitoknak rendkiviil kedvezd a permeabilitdsa, viszont az
elérhetd tanyérszamok joval elmaradnak az el6z6 két szemcsés toltetéhez
képest. Figyelembe kell venniink a kolonnak mechanikai stabilitasat
is. A szilikagél alapt monolitoknak altalaban 200 bar, a 2,6-2,7 um-
es héjszerkezetli tolteteknek 600-1000 bar, és a 2 um alatti teljesen
porozus tolteteknek pedig 800-1200 bar a nyomasallosaga. Az emlitett
tulajdonsagokat egyiittesen szemlélteti az 1.15. dbra, melyen az elvalasztas
gyorsasagat (¢/N) dbrazoltuk az elvalasztashoz sziikséges tanyérszam
fliggvényében. Az abran a kis #/N, illetve az alacsony N szakasz
(N < 10.000-30.000) felel meg a gyors elvalasztasoknak (viszonylag
kis tanyérszam ¢és rovid analizisidd), ebben a tartomdnyban (az éabra
bal als6 negyede) azt latjuk, hogy adott tanyérszam (pl. N = 20.000)
leggyorsabban a 2,6 um-es héjszerkezetli (Kinetex) toltettel valosithato
meg — a gyakorlatban is altaldban ez az a tartomany, melyen beliil dolgozni
szoktunk. Kicsit elmarad ettdl a teljesen porézus 1,7 um-es Acquity BEH,
majd az 1,9 um-es Hypersil Gold kovetkezik, végiil pedig a monolit
kolonnaval (Chromolith) kapjuk a leghosszabb idejli elvalasztast. Eltérd
rangsort kapunk a nagyfelbontasu elvéalasztasok tartomanyaban (az abra
jobb oldali fele). Ha az elvalasztas tanyérszamigénye N = 200.000, akkor
a teljesen pordzus 1,7 um-es toltet biztositja a leggyorsabb elvalasztast,
¢s ettdl valamelyest elmarad az 1,9 um-es pordzus, illetve a héjszerkezetii
toltet. Jelenleg a szilika alapti monolitok teljesitménye elmarad a korszerii
toltetes kolonndkétodl, aminek az egyik oka az, hogy a megengedhetd
maximalis nyomas — melyen ezeket a monolitokat {izemeltetni tudjuk —
200 bar, szemben a toltetes kolonnak nyomadsallosagaval, ami jelenleg
p =600-1200 bar kdz6tt van.

cre

atméro hatasat is. Elméletileg és gyakorlatilag is igazolhato, hogy a kisebb
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szemcsék a gyors elvalasztasokra elénydsebbek, mig a nagyobb szemcse-
atméro foleg a nagyfelbontasu elvalasztasokra nézve kedvezobb, hiszen
minél kisebb a szemcseatmérd, annal nagyobb tanyérszam varhatd. Tehat
rovid kolonnékkal pl. N = 10.000-20.000 tanyérszamot el lehet érni 0,5-1
perc alatt is (pl. 3 vagy 5 cm-es kolonnaval), de mivel egy kis szemcsékkel
toltott kolonnanak a permeabilitasa kicsi, ezért nem tudunk hosszu kolonnat
alkalmazni, hiszen a késziilék vagy a toltet nyomasallosadga hatart szab
ennek. Ilymédon igazén nagy felbontas (pl. N = 100.000) nem is érhetd
el egy kis permeabilitast toltettel, a nagyobb szemcseatméroju toltetek
permeabilitasa viszont 1ényegesen nagyobb, tehat nagy kolonnahossz is
alkalmazhat6. Mivel a tAnyérszdm aranyos a kolonnahosszal, ezért valoban
nagy kinetikai hatékonysag érhetd el, de hosszi kolonnakat alkalmazva
nyilvan az elvalasztas id6igénye is meg fog noni.

A kovetkez6 példaban 1,3, 1,7, 2,6 és 5 um-es héjszerkezetli tolteteket
hasonlitunk 0ssze a kinetikus gorbék modszerével. Az 1.16. abrardl
leolvashat6, hogy az 1,3 um-es toltet adja a leggyorsabb elvalasztast, ha
a mérés tanyérszamigénye N < 18.000, ezzel szemben N = 18.000-60.000
kozott mar az 1,7 um-es szemcse biztositja a leggyorsabb elvalasztas
lehetdségét. Ha nagyobb tanyérszamokra van sziikség, akkor a 2,6 pum-es
toltet a legjobb valasztas, illetve ha extrém tanyérszamokra (N > 170.000),
azaz nagy felbontasu elvalasztasokra van igény, akkor pedig az 5 um-es

toltetet érdemes hasznalni.
0.1 4
2,6 um

1,7um
1,3um .

0.01 1

t,/N /sec

0001 4.

0.0001 T T ]
1000 10000 100000 1000000
N

1.16. abra. Osszehasonlit6 kinetikus gorbék azonos szerkezet, kiilonbozo
szemcseatmérdji (1,3, 1,7, 2,6 és 5 um-es héjszerkezetil) toltetekre
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A példak jol ramutatnak arra, hogy az elvélasztas céljanak megfeleléen
kell a kolonnat kivalasztanunk, és nem jelenthetjiik ki, hogy melyik kolonna
vagy melyik szemcseméret a legjobb. A héjszerkezetli 2,6-2,7 um-es
toltetek ugyanakkor 4ltaldban jol teljesitenek, igy egyarant alkalmazhatok
gyors ¢és nagyfelbontasu elvalasztasokra.

A gyakorlatban a folyadékkromatografias elvalasztasok tobbségét
gradiens elticios modban végezziik, a gradiens elvalasztas hatékonysagat
pedig altalaban a csucskapacitassal jellemezziik. A csticskapacitas annak a
mérdszama, hogy adott id6 (pl. a gradiens program ideje) alatt hany darab
csucsot tudunk egymastol elvalasztani egy meghatarozott csucsfelbontassal
(altalaban R, = 1). Szamos Osszefligges talalhato az irodalomban a csucs-
kapacitas (n) leirasara, a gyakorlatban altalaban a gradiens id6 (z,) €s a
csucsszélesség (w) hanyadosat vessziik alapul:

n=l+'c (131)
w

A csucskapacitds természetesen sok valtozotol fiigg, értéke
nagymértékben valtozik a gradiens idével, a térfogatarammal, a gradiens
meredekségével, vagy a mozgdfazis homérsékletével. A kovetkezo példa-
ban szintén 50 mm-es kolonnak hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze azonos
gradiens meredekség, gradiens idd, hdmérséklet és térfogatdiram mellett

(1.17. 4bra).

200

150 ﬁ
o0 /4/"_’4-

& Chromolith

OBEH 1.7um

50 O Hypersil Gold 1.9um
/ X Ascentis Express 2.7um

AKinetex 2.6um

cslicskapacitas

5 10 15 20 25 30
Gradiens idé / perc
1.17. abra. Osszehasonlito csticskapacitas-gorbék (monolit, 1,7 és 1,9 um-es teljesen
pordzus, ill. 2,6-2,7 um-es héjszerkezeti téltetek, S0 mm x 2,1 mm kolonnak);
tesztkomponensek: szteroidok
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Az 1.17. abra szerint — az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott — a
2,6 um-es héjszerkezetii Kinetex toltet adja a legnagyobb csucskapacitast,
féloras gradiens programmal, 50 mm-es kolonnaval akar 170-180 cstcsot
is elvalaszthatunk egymastol. Kicsit elmarad ettél a két 2 um alatti és a
2,7 um-es teljesen pordzus toltet, bar még ezekkel is igen nagy csucs-
kapacitas érhet6 el. Az 50 mm-es monolit kolonnaval pedig maximum
110-120 kozotti csticskapacitas valosithatd meg, ami korilbeliil egy 3-4
pm-es teljesen porozus toltet hatékonysaganak felel meg.

: Pproshell 2,7 pm

1 |

| (UUUULU

: U Jinetex 2,6 pm
|

3 1

]

(N

centis Express 2,7 pm

0.00 050 1.00 1.50 200 250 300
Retencids idé /perc

1.18. dbra. Szteroidok elvalasztasa S0 mm X 2,1 mm kolonnakon (3 perc gradiens
program, 0,8 mL/perc térfogataram).* Kolonnak: héjszerkezetli Kinetex 2,6 pm,
Poroshell 2,7 um, Ascentis Express 2,7 pum és teljesen poroézus Acquity BEH 1,7 pm

Hasonléan az izokratikus elicios modhoz, gradiens modban is
szamolhatunk elvalasztasi ellenallast vagy kinetikus gorbéket, és hasonlo
eredményt kapunk, mint izokratikus modban. Jelenleg a legigéretesebb-
nek a 2-3 pum kozotti héjszerkezetii toltetek tlinnek, hiszen kivald
kinetikai hatékonysaguk viszonylag nagy kolonnapermeabilitassal tarsul.
Nemrégiben keriiltek forgalomba 2 pm alatti héjszerkezeti toltetek,
amelyek rendkiviil nagy kinetikai hatékonysagot mutatnak; példanak
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okaért egy 50 mm-es, 1,7 um-es héjszerkezetii toltettel akar N = 17.000,
illetve a leghjabb 1,3 pm-es, szintén héjszerkezeti toltettel akar
N =20.000-25.000 tanyérszam is elérhetd, ami kordbban elképzelhetetlen
volt.

Az 1.18. abra segitségével gyors gradiens elvalasztasokra mutatunk be
egy sajat peldat, melyben korszerti 50 mm-es kolonnékkal 14 szteroidot
valasztottunk el minddssze 2,5 perc alatt.* A gyogyszeriparban kiilonosen
nagy jelentdsége van az elvalasztasok gyorsitasanak, hiszen ennek kdszon-
hetéen mind a modszerfejlesztési, mind pedig a rutinvizsgalatok ideje
drasztikusan csokkenthetd. Hagyomanyos késziilékeken, 150-250 mm-es
kolonnaval (3-5 um-es toltet) egy hasonlé mindségl elvalasztas koriilbeliil
8-15 percet igényelne, szemben a korszerti 50 % 2,1 mm-es kolonnak
alkalmazasaval, amivel a modszerfejlesztési id6 koriilbeliil harmadara-
negyedére csokkentheto.

1.2.3. Nagyhomérsékletii elvalasztasok

A folyadékkromatografids elvalasztasok gyorsithatok a mozgotazis
hémérsékletének emelésével is, ekkor ugyanis csokken a mozgofazis
viszkozitasa és n0 az anyagatadas sebessége (n6 a diffuizios allando). A
H-u gorbék optimuma a nagyobb linearis sebességek iranyaba tolodik el,
¢s felszallo aguk (a C tagra jellemz0 tartomany) meredeksége csokken, ami
konnyen belathat6 az (1.7) egyenletbdl, hiszen a linearis sebesség optimuma
a diffuzios allando négyzetgyokével aranyos. A csokkent viszkozitas miatt
a nyomasesés is kisebb lesz, tehat a linearis sebességet fokozni tudjuk
anélkiil, hogy nagy nyomas alkalmazéasara lenne sziikség. Elméletileg tehat
nagyon igéretes a mozgofazis homérsékletének emelése. A hémérséklet
elényds hatasat természetesen mar nagyon koran felismerték, 1969-ben
a technikdt HTLC-nek (High Temperature Liquid Chromatography),
nagyhdmeérsékletli folyadékkromatografidnak nevezték el. Antia és Horvath
kiilondsen nagy elényoket tapasztaltak makromolekulak elvalasztasakor.>
Késobb, 1995-ben Chen és Horvath fehérjéket valasztottak el 120 °C-
os mozgodfazis-hdmérsékletet alkalmazva, az elvalasztds minddssze 10
masodpercet vett igénybe.’! Akkoriban ez az eredmény megddbbentette
a kromatografias vilagot, senki nem gondolta ugyanis, hogy fehérjéket
lehet ilyen magas homérsékleten vizsgalni, azota viszont a 70-90 °C-os
mozgodfazis-hdmérseklet teljesen rutinszertien hasznalt a fehérjék forditott
fazist elvalasztdsdban. Makromolekuldk anyagatadasi tulajdonsagai
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nagymértékben javithatok a diffuzids sebesség novelésével, a molekulak
diffazios allandojat pedig els6sorban a homérséklet szabja meg.

Mivel a kinetikus gorbék ugyis tekinthetok, mint egy H-u adatsor
transzformacidja, ezért a kinetikus goérbék modszerével szemléltetni lehet a
hémérsékletnek az elvalasztasi idore gyakorolt hatasat. A kinetikus gorbék
megszerkesztéséhez figyelembe kell venniink a viszkozitas csokkenését is.
Az 1.19. ébra egy 1,7 pm-es toltettel 30, 60 és 90 °C-on az elvalasztas
gyorsasaganak (7,/N) varhato ¢rtékeit mutatja be. Az abrarol egyértelmiien
leolvashaté a varhato analizisid6é csokkenése (kisebb /N értekek) a
kisebb tanyérszam-tartomanyokban; igy példaul ha N = 6000, akkor
30 °C-161 90 °C-ra emelve a homérsékletet elvileg kb. felére csokkenthetd
az analizisidd (utobbi persze nagyban fiigg az alkalmazott mozgofazistol,
attol, hogy a viszkozitasa hogyan valtozik a hdmérséklettel, illetve hogy a
komponensek retencids tulajdonsagai hogyan fiiggnek a homérséklettol).

01 7.
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1.19. abra. A mozgoftazis homérsékletének hatasa az elvalasztas gyorsasagara
(1,7 um-es tolteten)

A HTLC-s modszerek egyik kritikus eleme a mozgofazis megfeleld
elémelegitése (pre-heating), melynek mar 60 °C alatt is jelentds a hatasa.>
A nagyhdmérsekletli folyadékkromatografidban a cslcsalak nagy-
mértékben fligg az el6flitott mozgdfazis hdmérsékletétdl — amelyet a
hécseréld (pre-heater) térfogata szab meg —, az adagolt térfogattol €s a
mintaoldat oldoszerétdl.>* Azok a késziilékek, amelyek csak az oszlopteret
fiitik (lehet statikus vagy dinamikus fiités, pl. levegdkevertetéssel),
altalaban nem hasznalhatok 60 °C feletti elvalasztasokhoz. Az 1.20. dbran
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szemléltetjiik a mozgofazis eloflitésének a szerepét. A kolonna utdn viszont
a mozgofazis lehtilésére van sziikség ahhoz, hogy a karos detektorzajt
csOkkentsiik.>* A detektorcella termosztildsa nélkiilozhetetlen, illetve
megfeleld hosszusag 0sszekotd vezetékre van sziikség a kolonnakimenet
és a detektorcella kozott a Iehulés biztositasahoz, ami természetesen noveli
a kolonnan kiviili térfogatot.

(a)
70°C

. : T T 70°C
ﬁg) :o70cc # 70cc i 9—»

(b) 20%¢

2y ™ & 70°
—é) 45°C 65°C 3y, 70°C
“ten $t0m

1.20. abra. Csucsszélesedés a nagyhémérsekletii folyadékkromatografiaban
mozg6fazis-elofiitést alkalmazva (a), illetve csak a kolonnateret filitve (b)™

A nagyhomérsékletli elvalasztdsok nem nagyon terjedtek el a
gyakorlatban, van néhany specialis teriilet azonban, ahol jol alkalmazhatok.
A korlatozott mértéki elterjedésiiknek két f6 oka van: egyrészt viszonylag
kevés hdstabil allofazis kaphatd kereskedelmi forgalomban, mdsrészt
pedig szamolni kell a hore érzékeny komponensek kolonnan 1étrejové
lehetséges termikus bomlasaval. Az all6fazisok szempontjabol elsésorban
ugyan a cirkonium-oxid alapu toltetek igéretesek,’**” de mivel a retencios
tulajdonsagaik 1ényegesen eltérnek a szilikagél alapu toltetekétol, ezért a
gyogyszeripar még ,,nem fogadta el” ezt a tipust. Néhany szerves polimer
¢és grafit alapu allofazis ugyanakkor igen jo hdstabilitasi tulajdonsagokat
mutat, akar 150-200 °C-ig is alkalmazhatok.*®

Jelenleg a hémérséklet adta lehetdségeket elsésorban az elvalasztas
szelektivitdsanak modositasara/hangolasara akndzzuk ki, nem pedig a
modszerek gyorsitasara. Az elobbi cél elérése érdekében a mozgofazis
hémeérsékletet altalaban 30-60 °C kozott szoktuk valtoztatni. A komponens
visszatartasanak és a homérsékletnek a kapcsolata a kovetkezo altalanos
Osszefiiggéssel irhat6 le (van’t Hoff-egyenlet):

AH AS
Ink=-—+—+Inp, 1.32
27 TR TnA (1.32)
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ahol AH a standard entalpiavaltozas, R az egyetemes gazallando, T az
abszolut hémérséklet, AS a standard entropiavaltozas, S pedig a fazisarany.

A homérséklet emelésével a visszatartds altaldban csokken. Ha
konformacios valtozas kovetkezik be a hoémérséklet-valtoztatassal —
foleg peptidek vagy fehérjék vizsgalatakor —, akkor bizonyos esetekben a
visszatartas novekedhet, ahogy emeljiik a mozgo6fazis homérsékletét (pl.
inzulin).

A nem tul nagy hdmérsékletnek (60-90 °C) fontos szerepe lehet a
folyadékkromatografiadban, mert altala az UHPLC- és HTLC-technikak
elényeit egyarant ki tudjuk hasznalni. A kis szemcsés toltetek alkalmazasa
megemelt hdmérsékleten nagyon igéretes lehet, hiszen ezzel a viszko-
zitast csokkentjiik, tehat nagyobb térfogatdrammal is tudunk dolgozni.
Szerencsés esetben a szelektivitas is kedvezden alakulhat a nagyobb
homeérsékleten, ekkor jelentésen csokkenthetjiik az elvalasztas idejét. Az
emlitettekre mutat egy példat a 1.21. abra.>
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1.21. abra. Kismolekulas gyogyszerhatdéanyagok elvalasztasa 1,7 pum-es tolteten
30, illetve 90 °C-on. Kolonna: Acquity BEH C18 (30 x 2,1 mm), mozg6fazis:
acetonitril-viz (0,1% hangyasav) gradiens elucié, komponensek: (1) paracetamol,
(2) fenazon, (3) fenobarbital, (4) metilfenobarbital, (5) propifenazon,

(6) nitrazepam, (7) flunitrazepam, (8) diazepam

Egy masik gyogyszer-analitikai példaban pedig a levonorgesztrel
szennyezOdinek elvalasztasat mutatjuk be 150 °C-on (1.22. abra). A szerzék
cirkénium-oxid alapt allofazist és metanol-viz mozgofazist alkalmaztak,*
melyek segitségével izokratikus modban 6 komponenst valasztottak el
6 percen beliil.
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1.22. abra. Levonorgesztrel szennyezdinek elvalasztasa nagy homérsékleten
(T =150 °C), cirkonium-oxid alapu allofazison, metanol-viz mozgdfazist
alkalmazva

A nagyhOmérsékletli kromatografidnak egyik elterjedt alkalmazasi
terlilete a fehérjeanalizis, illetve a makromolekuldk vizsgalata. Az 1.23.
abran egy 18,8 kDa tomegti terapias fehérje (filgrasztim) oxidalt és redukalt
bomlastermékeinek gyors, nagyhdémérsékletli elvalasztasara mutatunk
be egy példat. A szerzok 80 °C-on nagy hatékonysaggal valasztottak el
egymastol a fehérje bomlastermékeit masfél percen beliil.*! Nagyporusu,
héjszerkezetti allofazison, 60-90 °C hémérsekletii mozgotazist alkalmazva,
nagyméretii fehérjék is keskeny, szimmetrikus cstccsal elualhatok. Szamos
tanulmany igazolta, hogy ha az analizisidé megfelelden rovid (tipikusan
rovidebb, mint 10-15 perc), akkor nem kell tartanunk a fehérjék oszlopon
torténd bomlasatol.
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1.23. abra. Filgrasztim és bomlastermékeinek elvalasztasa héjszerkezeti,
nagypoérusu alléfazison (Aeris WP C18, 50 x 2,1 mm), 80 °C homérsékleti
mozgofazist alkalmazva. Mozgofazis: acetonitril-viz-0,1% trifluorecetsav gradiens
elticio, detektalas: fluoreszcens emisszio (gerjesztés: 280 nm, emisszid: 360 nm).
Komponensek: oxidalt (1, 2), nativ (3) és redukalt (4) filgrasztim
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1.3. Modszerfejlesztés a forditott fazisu
kromatografiaban

Forditott fazisu folyadékkromatografias (RPLC) modszerek fejlesztése
a gyogyszermolekuldk (API) és szennyezdinek elvalasztidsara Osszetett
feladat, hiszen egyszerre lehet jelen az API-hoz hasonlo, illetve attol eltérd
szerkezetli szennyezO. Mivel a megfeleld kromatografias koriilmények
meghatarozasa (amit modszerfejlesztésnek neveziink) sokparaméteres
problémanak szamit, ezért nagy ido- és koltségraforditast kdvetel, ennek
ellenére mégis sokszor eléfordul, hogy a modszert nem lehet egyik
laborbol a masikba atvinni, vagy éppen nehézséget jelent a kolonnardl-
kolonnara torténd adaptéalas. Ennek leginkabb az az oka, hogy a folyadék-
kromatografidban a szelektivitast, és ezen keresztiill az elvalasztast,
befolyasolo tényezok kdlcsonhatasban allnak egymassal.

A gyogyszeriparban a szabalyozé hatosagok, példaul az amerikai Food
and Drug Administration (FDA), iranyelveikben Ujra eldvették azt a régi
megkozelitést, hogy a gyartdsnal és a folyamatok ellenérzésénél minden
olyan paramétert, amely az eredményeket befolyasolja, a tudomanyos
ismeretek alapjan elore kell jelezni. A fenti megallapitas vonatkozik
a gyartast ellen6rzd analitikai eljarasokra, igy a legtobbet alkalmazott
folyadékkromatografids modszerekre is. Ezt a megkozelitést nevezik
Quality by Design (QbD) elvnek.®* Az eldre tervezett kisérleteket nevezi
a szakirodalom Design of Experiment-nek (DoE), a mérési paramétereket
¢s azok megengedett eltéréseit, amelyeknél a méréseink még teljesitik
az altalunk megkivant kromatografids paramétereket, nevezziik a mérés
terének (Design Space, DS). Ebben a pontban azt targyaljuk, hogyan
lehetséges a jelenlegi ismereteink €s a szakértdi programok felhasznalasaval
az emlitett célokat a folyadékkromatografids gyakorlatban megvalositani.

1.3.1. Alog D meghatarozasa

Egy folyadékkromatografias modszerfejlesztés megkezdésekor az elva-
lasztando vegyiiletek harom f6 anyagi allanddjat célszeri meghatarozni,
ezek a pK , a log P ¢€s a log D. Ezeket az adatokat vagy az irodalombol
kereshetjiik ki, vagy pedig szamitogépes programokkal (pl. Pallas, ACD,
Marvin) kaphatjuk meg.¢¢

A vizsgalanddo komponensek ionizacioja befolyasolja a retenciot, a
detektalasi hatarokat, a csucsszélesedést, a szelektivitast és a moddszer
robusztussagat, kovetkezéskeéppen az oldatban jelenlévé komponensek pK,
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értékeinek ismerete fontos a modszerfejlesztési kisérletek tervezésében
¢és kivitelezésében. A log P érték a nemionos formaban 1évo vegyiilet
megoszlasat fejezi ki az n-oktanol/viz fazisok kozott. Ez az érték arrol
ad felvilagositast, hogy az elvélasztandd vegyiiletek hidrofil vagy
hidrofob tulajdonsaguak-e. Mivel folyadékkromatografias koriilmények
kozott a komponensek nem csak semleges (nemionos) allapotuk-
ban fordulnak eld, ezért modszerfejlesztéskor nagy segitséget nyujt a
log D értékek ismerete, mely megadja a vegyiiletek ionos és nemionos
formajanak megoszlasat n-oktanol/viz fazisok kozott a pH fliggvényében.’
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1.24. abra. Az amlodipin és Ph. Eur. szennyezdinek szerkezete

A log D-pH fiiggvény alapjan lehet a mozgofazisként hasznalt pufter pH-
jat optimalizalni. Ezt a megoszlasi hanyadost tigy értelmezhetjiik az RPLC-
ben, hogy az allofazis (C8, C18, fenil stb.) felel meg az n-oktanolnak, a
polaris mozgofazis pedig a viznek. Szem el6tt kell tartani azonban, hogy
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ez a modell nem veszi figyelembe azokat a kolcsonhatasokat, amelyek
kialakulhatnak a vizsgalandé anyagok ¢és az allofazis kozott, de legalabb
ad egy ,,segédmankot” a vizsgalati modszer, illetve a megfeleld 4llo- és
mozgofazis kivalasztdsdhoz. A 0 feletti érték azt jelenti, hogy az adott
komponens nagyobb mennyiségben van jelen az apolarisabb kdzegben,
tehat varhatunk megfeleld visszatartast forditott fazisu koriilmények
kozott.

Az alébbi példaban az amlodipin és az Eurdpai Gydgyszerkdnyvben
(Ph. Eur.) el6fordulé szennyezdinek kapcsan mutatjuk be a log D
meghatarozasat az ACD/LogD program segitségével. Az 1.24. abran
feltlintetett szerkezetekbdl latszik, hogy mig az amlodipin, az ImpD, az
ImpE ¢és az ImpF bazikus karakterti, mert szabad aminocsoportot tartalmaz,
addig az ImpH savas karakterti a karboxilcsoportja miatt. Az ImpA, az
ImpB és az ImpG viszont kromatografiasan semlegesnek tekintheto.
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1.25. abra. Az amlodipin és Ph. Eur. szennyezdinek az ACD/LogD program
segitségével meghatarozott log D-pH fliggvénye

Az ACD/LogD altal szerkesztett log D-pH fiiggvény alapjan
megallapithatd (1.25. ébra), hogy mindegyik vegyiilet log D értéke 0
felett van pH = 2 érték felett, tehat RPLC-modszerrel elvalaszthatok
egymastol, ennek kivitelezésére az 50 mm hossza, 2,1 mm bels6 atmérdji,
1,7 um atlagos szemcseméretii Acquity BEH C18 allofazist valasztottuk.
A log D-pH fliggvényrdl leolvasott retencios sorrend alacsony pH-
tartomanyban: ImpD, ImpF, amlodipin, ImpE, ImpG, ImpB, ImpH ¢és
ImpA. A pH emelésével a bazikus csoportot tartalmaz6é komponensek
retencioja nd, mig a savas csoportot tartalmazoé csokken.
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1.3.2. Modell alapu Kkisérlettervezés

A gybgyszeriparban sokszor eléfordul, hogy az elvalasztani kivant
vegyiiletek kromatografids tulajdonsadgai nagyon eltérnek egymastol,
ilyenkor az izokratikus elvalasztas nem lehetséges, mivel ennek megfeleld
koriilményeket alkalmazva a nagyobb megoszlasi hanyadosti komponensek
nagy retencioval eludlodnak, a retencios id6 ndvekedésével pedig jelik
szélesedik, €s szinte beleolvadnak az alapvonalba (1.26. abra). Az eluens-
erésség novelésével viszont a kevésbé visszatartott komponensek kozott
romlik a felbontas, koelucid johet létre. A fent emlitetteket nevezziik
altalanos elicids problémanak.

19.762

——— T
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Retencios id6 / perc

T T T T T T T T T
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0

1.26. dbra. Az amlodipin és Ph. Eur. szennyezdinek elvalasztasa izokratikus
koriilmények kozott. Sorrend: ImpD, ImpF, amlodipin, ImpE, ImpG, ImpB,
ImpH, ImpA

A targyalt problémara jelenthet megoldast a gradiens elucio alkalmazasa
(itt csak a linedris oldoszer gradienssel foglalkozunk, mivel gyogyszeripari
teriileten ennek van legnagyobb jelentdsége).
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1.27. abra. Az amlodipin és Ph. Eur. szennyezdinek elvalasztasa gradiens
kortilmények kozott. Sorrend: ImpD, ImpF, amlodipin, ImpE, ImpG, ImpB,
ImpH, ImpA

45



A modszer sordn a mozgofazisban a jobb oldészer (acetonitril, metanol)
megoszlasi hanyadossal rendelkez6 komponensek retencidja. Eltérd
kromatografids tulajdonsagi komponensek esetén a gradiens elucid
alkalmazasaval jelentdsen le tudjuk csokkenteni az elemzési idot, €s egyben
elérhetd, hogy azonos szélességli kromatografias csucsokat kapjunk (1.27.
abra).

A gradiens elucio egy atlagos retencios tényezdvel (k ), gradiens id6vel
(z,), gradiens meredekséggel (b), valamint kiindulasi €s vegsé oldoszer-
koncentracioval jellemezhetd:

logh, =logk, —btti, (1.33)
0
ahol k; az indul6 oldatban mért izokratikus retencios tényezd, 7, pedig a
holtidd.

Kromatografiasan rokon vegyiiletek elvalasztasanal a gradiens elucio
nem okoz sorrendvaltozast, de a szelektivitas altalaban csokken, hiszen
az allofazis hatdsanak jelentds részét lecsokkentjiik, igy tehat csak a
kezdeti kotodés mértéke a meghatarozo. Kromatografidasan nem rokon
vegylileteknél attol fiiggden, hogy azok hol elualédnak, retencios sor-
rendvaltozas torténhet, a szelektivitas akar csokkenhet, akar ndhet is.

1.3.2.1. A DryLab szoftver

A Snyder és munkatarsai 4ltal elinditott kromatografids modszer-
fejlesztés, amely egydimenzios eldrejelzésbdl indult, eljutott a harom
dimenzidig (3D).*7! A Horvath és munkatarsai altal kidolgozott szolvofob
elmélet,”>” mely a retencid mechanizmusat magyarazza az RPLC-ben,
nagyban hozzajarult a szimulacios szoftverek fejlddéséhez és robusztus
modszerek kidolgozasdhoz, igy adva ezzel egy megbizhatd segitséget
a modszerfejlesztésnek. A 3D szimulalassal a tobbezres kisérletszam
nagymértékben csokkenthetd.”*’

A DryLab egy széleskoriien hasznalhatd kisérlettervezd szofver az
RPLC-ben, melyben egy 3D modell (kocka) elkészitéséhez mindossze 12
mérésre van sziikségiink,’® igy egyszerre tudjuk kontrollalni a legfontosabb
kromatografias paramétereket, tigy, mint a gradiens 1d0 (7,,), a h6mérseklet
(7), a pH vagy a terner eluens-Osszetétel (¢.). Ennek megfeleléen tehat két
tipust kocka (z.-7-pH vagy ¢ _-T-t.) elkészitésére van lehetéségiink.”

Mielott elkezdenénk a kocka készitését, meg kell ismerniink a készii-
1éket, amellyel dolgozunk. Ehhez meg kell hatarozni a kolonnéan kiviili
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térfogatot, mely az injektor, az Osszekotd vezetékek és a detektorcella
terfogatabol tevodik 6ssze. Masik fontos paraméter a késleltetési id6 (7,),
melynek értelmezése a 1.28. abran lathatd, meghatarozéasara a Ph. Eur.-ban
is talalunk moédszert. A kés6bbi példakban szerepld késziilék egy Acquity
UPLC rendszer, melynek rendszertérfogata ~ 13 pl, a késleltetési ideje
pedig ~ 0,25 perc 0,5 ml/perc térfogataramlasi sebesség mellett.

»
»

< t

beallitott
mozgofazis
dsszetétel
%B A mozgdfazis 6sszetétele a
kolonna elején (tp értékkel
eltolddva)

A mozgbfazis dsszetétele a
kolonna végén (ty+t,
értékkel eltolddva)

1.28. abra. A késleltetési id0 (¢,) értelmezése

A kocka felépitését az 1.29. abra mutatja be. Ez a kisérlettervezés elso
szakasza, amit a szakirodalom Design of Experiment-nek (DoE) nevez.”s"

Az 1.29. 4dbran a kocka sarkain ¢és élein 1évé korok jelzik a mérési
pontokat. Az 1, 5,9, 3, 7 és 11 pontok tartoznak a révidebb, mig a 2, 6, 10,
4,8 és 12 pontok a hosszabb 7.-hez. Az 1, 5, 9, 2, 6 és 10 pontok tartoznak
az alacsony, mig a 3, 7, 11, 4, 8 és 12 pontok a magas 7-hez. A harom
kiilonb6z6 pH-ju mozgofazishoz harom kiilonboz6 un. ¢ - T sik tartozik, az
azonos pH-hoz tartozo 7 -T sikok a kovetkezok: 1, 2, 3 €s 4,5, 6, 7 €s 8;
9, 10, 11 és 12. Ha a terner Osszetételt valasztjuk harmadik dimenzionak,
célszerliugy eljarni, hogy azelsé ¢ -T'sikhoz (1,2, 3 €s 4) tartozé méréseknél
AcN-t valasztunk, a masodik 7 -T sikhoz (S, 6, 7 és 8) tartozo meréseknél
AcN:MeOH = 50:50 (V/V)-t valasztunk, a harmadik 7 _-T sikhoz (9, 10, 11
¢és 12) tartozo méréseknél pedig MeOH-t valasztunk szerves modositonak.
A szoftver a 3 mert -7 stk mellé modellez tovabbi 97-et. A modellben
minden pont egy kromatogramot reprezental, dimenzionként pedig ~ 100
pont van, ilymoddon a kockabdl ~ 10° kromatogram nyerhetd ki.
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1.29. abra. A kocka felépitése

A gyakorlatban ugy hatarozzuk meg a mérési paramétereket, hogy a
legkevesbé visszatartott komponens retencios ideje (7, ) legalabb a holtidd
(z,) kétszerese legyen, vagyis teljesiiljon a k> 1 feltétel. Tovabbi feltetel
meg, hogy az 6sszes komponens 7 -n beliil eludlédjon mind a 12 kisérletben.
Ezeket a feltételeket tigy tudjuk meghatarozni, hogy kivalasztjuk az
alacsonyabb homérsékletet, €s itt végzlink néhany kisérletet.

Amennyiben harmadik dimenzionak a pH-t valasztottuk, célszeri az
alacsonyabb ¢és magasabb pH-n is elvégezni ugyanazokat a kisérleteket,
mert a komponensek protonaltsagi/deprotonaltsagi viszonyai nagymér-
tékben befolyasoljak a retenciot. El6fordulhat, hogy egy bazikus csoportot
tartalmaz6 molekula magasabb pH-n még teljesiti a k> 1 feltételt, de a pH
csokkentésével megnovekszik az ionizaltsagi foka és csokken a retencioja,
vagyis mar nem teljesiti azt. Forditott értelemben ugyanez mondhat6 el
savas csoportot tartalmazd molekularol, vagyis a pH novelésével ndvekszik
az ionizaltsagi fok és csokken a retencio. A fenti szabalyokat alkalmazzuk
az utolsoként elualodd komponensekre is, vagyis ugy valasztjuk meg a
pH-t és a gradiens Osszetételét, hogy az 6sszes komponens elualodjon. Ha
kivalasztottuk a kiindulasi pontot (1.29. abrdn az 1-es pont), akkor néhany
egyszerl szabaly betartasaval konnyen meghatarozhatjuk a tobbi kisérleti
pontot is. Az els6 szabaly: a hosszabb 7, haromszorosa legyen a rovidebb
t.-nek; a masodik szabaly: a két hdmérseklet kozott 30 °C-nél ne legyen
nagyobb kiilonbség; a harmadik szabaly: ApH < 0,6 legyen.

Hasonloan kell eljarnunk, ha harmadik dimenzionak a terner 6sszetételt
(¢.) valasztjuk. Itt az el6kisérletek soran a pH helyett a szerves modositora

48



kell helyezniink a hangsulyt. A k> 1 feltétel teljestilését AcN-t tartalmazd
rendszerben kell biztositani, mivel az AcN jobb eluens, mint a MeOH,
vagyis a komponensek korabban eludlodnak. Ugyanezen ok miatt a
gradiens idejét és meredekségét MeOH-t tartalmazd rendszerben kell
meghatarozni.

1.3.2.1.1. A ¢ -T-pH 3D modell

Amennyiben a vizsgadlandd molekuldk valamelyike rendelkezik
protonfunkcids csoporttal, vagyis kromatografidsan bazikus vagy savas
karakterti, pH-kontrollra van sziikség. Célszerii a fejlesztést alacsony
pH-n kezdeni, mert ott az allofazison 1évé szabad szilanolcsoportok
disszocialatlan allapotban vannak, igy elkeriilhetjiik a nemkivant ionos
kolcsonhatast az allofazis és a bazikus tulajdonsagl vizsgalandod anyag
kozott. Ez a hatas a rovid szénlancu, illetve kevésbé boritott fazisokon
lehet jelentds.

A b.) 4

624375
© 87875 © 87875

1.30. dbra. A kiilonboz6 pH-tartomanyokhoz tartozé kockak. Az a.) pH = 2,0 — 3,0,
mig b.) pH = 7,0 — 8,0 tartomanyokhoz tartozik. A piros szin (Design Space) jeldli
azokat a részeket, ahol az Rsm > 1,5 feltétel teljesiil

Az 1.30. abran két pH-tartomanyban (pH = 2,0 — 3,0 és 7,0 — 8,0)
készitett kockat latunk. A piros részek jelolik azt a tartomanyt, ahol a
felbontas (R ) ertéke nagyobb, mint 1,5 az 6sszes komponensre. Ahogy
haladunk a sarga-z6ld tartoméanyokon keresztiil, egyre csokken az R_értéke,
a kék tartomanyban pedig koelticio valosul meg, vagyis két komponens
egylitt elualodik. Ha atmegylink ezen a tartomanyon, Gjra elérhetiink egy
szdmunkra elényds mérési pontot, viszont igy két komponens retencidja
felcserélodik. A pH-valtoztatas hatdsa latszik a két kockabdl kinyert
kromatogramokon is. Alacsonyabb pH-n a savas csoporttal rendelkezé
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komponens (ImpH) retencioja sokkal nagyobb, mint magasabb pH-n, mig
a bazikus csoportot tartalmazo6 (ImpD, ImpF, amlodipin, ImpE) retencidja
n6 a pH emelésével. Az 1.31. dbran a szimulalt a.)/1, b.)/1 és a mért a.)/2,
b.)/2 kromatogramokbol jol megitélhetd a ,,j0slas” hatékonysaga.
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B 8 8
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A RARA AR AR A RAR AR RARE R R R RARAARRARS RARRARRSRE]
1.0 20 30 40 50 1.0 20 30 4.0 50
Retencios id6 /perc Retencios id6 /perc

1.31. abra. Szimulalt a.)/1 és b.)/1, illetve mért a.)/2 és b.)/2 kromatogramok;
t,= 5 min (30% B — 90% B), T=40 °C. Az a.) jelzésii kromatogramok a 2,8-es,
ab.) jelzéstiek a 7,8-es pH-hoz tartoznak

1.3.2.1.2. A ¢ -T-t. 3D modell

Az el6z6 modell is jol ramutatott a DryLab szoftver hatékonysagara.
Terner 0sszetétel alkalmazasaval tovabb tudjuk finomitani modszeriinket.

™
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4 (G /perc 4 G /perc | 2 B

30%B - 999, 100% MeOH

1
30%B - 90%p 2 30%B - 90%pB

1.32. abra. A t,-T-t, modellhez tartoz6 sikok
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Az 1.32. abran egy f,-T-t. modell harom ¢ -T sikjat latjuk kiilonb6zd
szerves modositok felhasznalasaval, amibdl egyértelmiien latszik, hogy
ilymédon jobb elvalasztast érhetiink el.

6 3
a.) b.T c
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1.33. dbra. A t.-T-t. modellhez tartoz6 optimalizalt kocka a.), ¢,-T stk b.), szimulalt
c.) és mért d.) kromatogram

Az 1.33. abran egy jol optimalizalt modell lathatd. A szimulalt (kék) és
mért (piros) kromatogramok itt is nagymértékii egyezést mutatnak.

1.3.2.1.3. A szimulalt robusztussag vizsgalata

Amodszerfejlesztés koraiszakaszaban érdemes meggy6zOdni arrdl, hogy
a fejlesztett modszer mennyire érzékeny a kromatografids koriilmények
valtozasara, vagyis mennyire robusztus. A DryLab szoftver legujabb
verzidja (DryLab 4) lehetové teszi a tervezett mddszer robusztussag-
vizsgalatat, melynek soran a gradiens elucioban leggyakrabban alkalmazott
kortilmenyek (¢, T, pH vagy ., térfogat-aramlasi sebesség, indulo €s végsd
mozgofazis-osszetétel) hatasait tudjuk modellezni.®
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1.3.2.2. A mérés tervezeése

Az aldbbiakban az amlodipin-bezilat-bizoprolol-fumarat kombinalt
hatdéanyag példajan keresztiil mutatjuk be a modszerfejlesztés menetét:
Allofazis: Acquity CSH C18 50 x 2,1 mm, 1,7 pm
. ,A”: 30 mM natrium-foszfat
Mozgébfazis: o
,,B”: acetonitril
Aramlési sebesség: 0,5 mL/perc
t,, =3 perc  t.,=9perc(10% B — 90% B)
DryLab paraméterek: T,=20°C T,=50°C
pH, =20 pH,=2,6 pH, =32

A bedllitott paraméterekkel végzett 12 kisérletbdl szarmazo6 kockat az
1.34. abran mutatjuk.

[SS T

dea 2

N 5 » N 5
i 1G Ipere i 1G per®

1.34. abra. Az a.) abran a teljes kocka lathaté a munkaponttal, mig a b.) abran csak
azok a tartomanyok vannak feltiintetve (1, 2, 3 és 4), ahol teljesiil az
R .~ L5 feltétel

Az 1.34/b. abran négy tartomany lathato, melyeken beliil remény van
arra, hogy robusztus koriilményeket talaljunk. A mintaban alacsony pH-n
(pH < 2,5) a bizoprololhoz tartozé fumarsav és a B-ImpA szennyezd
kozott nincs megfeleld elvalasztas (1.34/b. abra 1-es és 3-as régioja),
magasabb pH-n (pH > 2,5) és alacsonyabb homérsékleten (7" < 30 °C)
pedig a bizoprolol és a B-Imp-G kozott nincs megfeleld felbontas (4-es
régid). Az elvalasztasra megfelelé tartomany a magasabb pH (pH > 2.5)
¢s homeérséklet (7> 40 °C) értékeihez tartozik (2-es régid). A megfeleld
munkapont paraméterei: 7, = 10 perc 10% B — 90% B (meredekseg =
8,0% B/perc), T=45 °C, pH = 3,0. Az ilyen koriilmények kozott elvégzett
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szimulacio eredménye (1.35/a. abra) €s a mért kromatogram (1.35/b. dbra)
jO egyezést mutatnak egymassal, a szimulalt és mért felbontasértékek is
nagyon hasonlok (1.35. abra). Ebben az esetben a bizoprolol és a B-ImpG
kozott 1,5-nél nagyobb felbontasi kritériumot kell eldirnunk, hiszen
a vizsgalanddé mintdban tobb nagysagrend (~ 4) kiilonbség lesz a két
komponens koncentracidja kozott. Ilyenkor ajanlatos az R > 2,5 érteket
megcélozni annak érdekében, hogy biztosan elvalaszthassuk a hatéanyag
utan kozvetleniil eludlodd komponenst. A szpajkolt (célzottan adalékolt)
minta kisérletileg kapott kromatogramja az 1.36. dbran lathato.
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1.35. dbra. Az amlodipin-bizoprolol kombinalt készitmény szimulalt a.) és mért b.)
kromatogramja
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1.36. abra. Az amlodipin-bizoprolol kombinalt készitmény szpajkolt kromatogramja

A fejlesztett modszer robusztussagvizsgalatanak elvégzéséhez be kell
allitanunk az elvalasztast befolyasold paraméterek toleranciaszintjét,
vagyis azt, hogy mekkora eltérést engediink meg az eredeti modszerhez
képest (1.4. tablazat). A megengedett eltérés mértékét a hasznalt késziilék
megbizhatosaganak fliggvényében érdemes beallitani.

1.4. tablazat. Kromatografias paraméterck és megengedett eltérésértékeik

Paraméterek Ertékek Eltérés
1, /perc 10,0 +0,1
T/°C 45 +1

pH 3,0 +0,1
aramlas /(mL/perc) 0,500 + 0,005
start % B 10,0 +0,5
végso % B 90,0 +0,5

A DryLab szoftver robusztussagvizsgald funkcidja a 6 mérési para-
métert harom szinten (-1, 0, +1) vizsgalja ¢s kombinalja azokat, vagyis
36="729 szimulalt mérést végez el. Az 1.5. tdblazatban lathatjuk a szimulalt
¢s mert 7, illetve R . ertekek kozotti eltéréseket az eredeti paramétereken
(t, = 10,0 perc, T = 45 °C, pH = 3,0, aramlas = 0,500 ml/perc, start %
B = 10,0 és végsd % B = 90,0), illetve tovabbi harom robusztus helyen.
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1.5. tablazat. Az eredeti és robusztus paramétereken végzett kisérletek 7, és R
szimulalt és mért értékei

s,crit

Eredeti Minimum Alacsony Magas
modszer R . paraméterek  paraméterek
(o] o o] o]
& & -~ & & & & &
= & = & = & = &
é = E = E = E =
Fumarsav 0,33 034 033 034 036 035 030 0,30
B-ImpA 044 044 048 048 047 046 041 043
B-ImpL 0,65 0065 072 071 0,70 0,68 0,60 0,63
B-ImpR L5 1,55 1,63 1,63 1,59 1,60 1,51 1,52
Bizoprolol 2,07 2,07 2,15 2,14 2,11 2,11 2,02 2,04
B-ImpG 2,17 2,18 225 224 221 221 2,12 2,14
A-ImpD 286 2,86 293 292 289 289 281 282
A-ImpF 299 299 3,05 3,04 303 302 293 294
Amlodipin 339 339 345 344 342 342 333 3,35
A-ImpE 3,78 3,78 384 382 381 3,81 3,72 375
A-ImpG 4,69 470 472 472 474 476 461 4,64
A-ImpB 480 482 483 482 485 486 4,773 4,77
A-ImpH 495 497 497 496 501 503 486 491
A-ImpA 6,03 6,05 6,65 663 6,67 6,69 656 6,61
R, i 2,55 252 222 2,19 229 229 281 2,84

A-ImpG - A-ImpB

A 729 kisérletbdl a legkisebb R_ . értekekhez tartozd paramétereket
(t,=9,9 perc, T=44°C, pH = 3,1, dramlas = 0,495 ml/perc, start % B =9,5
¢s vegsdé % B = 90,5), a —1-hez tartozé paramétereket (7, = 9,9 perc,
T =44 °C, pH = 2,9, dramlas = 0,495 ml/perc, start % B = 9,5 és végso
% B = 89,5) és a +1-hez tartozé paramétereket (¢, = 10,1 perc, 7= 46 °C,
pH = 3,1, aramlas = 0,505 ml/perc, start % B = 10,5 és végs6 % B = 90,5)
valasztottuk az dsszehasonlitdshoz. Az 1.37. abran latjuk az 6sszes (729)
R ¢rték eloszlasat, amirdl leolvashato, hogy minden kiserlet teljesiti
a korabban megfogalmazott R . > 1,5 feltételt. Az 1.38. abra arr6l ad
felvilagositast, hogy melyik paraméter vagy paraméterkombinacidé van
legnagyobb hatassal a felbontasra.
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1.37. abra. A729 merés R, eloszlasa, egy négyzet (W) jelképez egy mérési
paraméterhez tartozo R . értéket. R =221,R =2,88

s,crit,min s,crit,max

Ebben az esetben a T a legfobb befolyasolo tényezd, ezt koveti a 7, €s
az aramlas, a kombinalt (mas néven kereszt-) hatasoknak kis szerep jut az
elvalasztasban.

0.2

0,154

0.1

0,05
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T T 7 =5 5o C = 2 2 = = : 5 % 3 = 2 2 5 &
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1.38. dbra. A kromatografids paraméterek hatasa a felbontasra

1.3.2.3. Quality by Design a gydgyszer-analitikaban

Az aldbbiakban egy fejlesztés alatt allo gyogyszermolekula
folyadékkromatografias modszerfejlesztését mutatjuk be a QbD-elv
figyelembe vételével. A termékfejlesztés korai szakaszatdl kovetjik a
fazistermékek mennyiségét, elemezziik azokat a koztitermékekben és
a végtermékben, vizsgaljuk tovabba a szintézis soran keletkezd egyéb
szennyezOket is. A vizsgalt minta (API) két ismert (Impl és Imp2),
tovabba két ismeretlen (Imp3 és Imp4) szerkezeti szennyez6t tartalmaz
a kiindulasi anyagok (Stm1 és Stm2) és fazistermékek (Intl-Int7) mellett.
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Megjegyezziik, hogy a DryLab szoftverrel torténd fejlesztéshez nem kell
ismerni a vegyliletek szerkezetét, csupan a retencidjukat kell nyomon
kovetniink a kromatografias rendszerben.

A targyalt esetben eltekintiink a log D-pH fliggvény meghatarozasatol,
chelyett egy kiterjesztett DryLab 7 -T-pH modellt készitiink a korabban
leirt feltételeket alkalmazva. Ez azt jelenti, hogy hat megtervezett kockat
készitlink, ahol 60 °C-os hdmérséklet- s 3,6-es pH-tartomanyban vizsgal-
juk a rendszeriinket. Pufferként citratot valasztunk, mert ennek nagy a
pufferkapacitasa pH = 2,8 és 6,4 kozott, tehat a modszerfejlesztést ugyan-
azzal a pufferrel végezhetjiik el az altalunk valasztott pH-tartomanyban
(allofazis: Acquity BEH C18 50 x 2,1 mm, 1,7 um; mozgéfazis: ,,A” =
10 mM citrat puffer, ,,B” = acetonitril; aramlési sebesség: 0,8 ml/perc).

A, kockaterveket” az 1.39. dbra szemlélteti. A hat kocka elkészitéséhez
6 x 12 = 72 mérés helyett csupan 42 mérésre van sziikségiink, hiszen a
kockak kozott vannak atfedések. Az 50 °C-on mért eredmények alkalmaz-
hatok mindkét hdmérséklet-tartomanyhoz (az egyiknek a felsd, a masiknak
az also értékét jelenti). A pH esetében a 4,0 €s 5,2 értékhez tartozd mérések
jelentik a kockak felso és also értékeit.
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1.39. dbra. Design of Experiment hat kocka elkészitésé¢hez; az atfedések miatt
elegendd 42 kisérletet végezniink 72 helyett

A mérések elvégzése utan megalkotjuk a kockakat, melyekben csak
azokat a tartomanyokat tiintetjiik fel, ahol az 6sszes komponensre teljesiil
azR . > 1,5 feltetel (1.40. abra).
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1.40. abra. Az elkészitett kockakban a piros szinli tartomanyokat nevezziik
Design Space-nek

A Kkisérletek soran 80 °C-on, 5,2-es pH folott az egyik komponens
bomlik, igy a magas homérsékleten pH = 5,2-6,4 tartoméanyban 1évd
kockat nem tudjuk elkésziteni. A 2,8-4,0 és 4,0-5,2 tartomanyban néhany
komponens retencidja nagyon pH-fliggd, vagyis nem tudunk robusztus
modszert megvalositani. A legjobb valasztas az alacsony homérséklet-
tartomanyhoz tartozo pH = 5,2-6,4 tartomany; itt valasztottuk ki a mérési
pontot, melynek paraméterei a kovetkezdk: 7, = 4,0 (10% B-80% B),
T=40°C,pH=06,2 (1.41. abra).
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1.41. abra. A valasztott kocka a munkaponttal
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A szimulalt a.) és a mért b.) kromatogramok (1.42. abra) a korabbi-
akhoz hasonloan itt is nagyon jo egyezést mutatnak.
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1.42. abra. A szimulalt a.) és a mért b.) kromatogramok

Az el6z6 példdhoz hasonldan itt is beallitjuk a kivalasztott mérési
ponthoz tartoz6 megengedett mérésiparaméter-eltéréseket (1.6. tablazat).
50

40

1.78 1.98 218 238
Rs, Crit

1.43. abra. A 729 robusztus kisérlet Rs,cril értékeinek eloszlasa
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1.6. tablazat. Kromatografias paraméterek és megengedett eltérésértékeik

Paraméterek Ertékek  Eltérés
t, Iperc 4,0 +0,1
T/°C 40 +1
pH 6,2 +0,2
aramlas /(mL/perc) 0,80 + 0,04
start % B 10 +1
végsd % B 80 +1

A beallitott robusztussagparamétereken elvégzett szimulacido eredmé-
nyeit latjuk az 1.43. és 1.44. dbrakon. Megallapithatod, hogy mind a 729
kiserleti paraméter teljesiti az R . > 1,5 feltételt, illetve hogy ilyen
kortilmények kozott az aramlasi sebességnek, a homérsékletnek, a gradiens
idonek, és ezek kombinacidinak van a legnagyobb hatdsa az elvalasztasra.
Megjegyezziik tovabba, hogy a gyakorlatban nem kell minden paraméterre
ilyen széles tartomanyokat megadni, hiszen a mai modern késziilékek
nagyon jol reprodukalhatoan miikddnek a rendeltetésszerti hasznéalatukkor.
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1.44. abra. A kromatografias paraméterek hatasa a felbontasra

1.4. Szuperkritikus és szubkritikus fluid
kromatografia

A szuperkritikus fluid kromatografia (SFC) olyan kromatografias
elvalasztasi modszer, melyben a mozgofazis kozel szuperkritikus allapota
fluidum. A ,,szuperkritikus” megnevezés, illetve SFC rovidités annak
ellenére elterjedt, hogy a valdésagban a mozgo6fazis szubkritikus allapota
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fluidum (az angol nyelvii szakirodalomban gyakran hasznalt elnevezés a
»subcritical fluid chromatography” vagy ujabban az ,,enhanced fluidity
chromatography”). Az oszlopban talalhato allofazis vagy kis méretii
szilard szemcsékbdl all (mint példaul a folyadékkromatografidban is
hasznalt szilikagél, pordzus grafit és kémiailag modositott allofazisok),
vagy — kapillaris oszlopok esetében — lehet térhalds folyadékfilm, mely
egyenletes filmbevonatot képez a oszlop falan. Ez a kromatografias
modszer mar tobb mint 50 éve ismert; Klesper nevéhez kotik, aki mar
1962-ben beszamolt a technika lehetdségeirdl.®! Az SFC akkor nem terjedt
el, mert a késziilékek miiszaki szempontbdl nem voltak megfeleloek, de
2008-ban, az ,,acetonitrilvalsag” idején, mind az ipari, mind az akadémiai
szakemberek ujragondoltak az SFC lehetdségeit.

Szuperkritikus  vagy kozel szuperkritikus allapotban bizonyos
anyagok striisége és oldasi képessége hasonlo a folyadékkromatografias
mozgodfazisokéhoz, mig viszkozitdsa és diffuzids tulajdonsagai pedig a
gazok és a folyadékok kozott van. Utdbbi sajatsagaikbol fakaddan benniik
az anyagatadas gyorsabb, mint a folyadékkromatografidban, de ugyanakkor
lassubb a gazkromatografidban szokasoshoz képest. A folyadékoknal
kisebb viszkozitdsuk miatt a nyomasesés is kisebb, mint a folyadékkroma-
tografidban. A szuperkritikus fluidumokban a komponensek diffizios
alland6i nagyobbak a folyadékokéndl, az anyagatadasi ellendllasuk ki-
sebb még nagy linearis sebességeken is. Ez az oka annak, hogy hatékony
elvalasztasokat lehet elvégezni a mozgofazis linearis sebességének
novelésével, emiatt ezt a modszert is a gyors folyadékkromatografias
modszerek kozé sorolhatjuk.

Novotny és Lee munkainak koszonhetden eldszor a kapillaris SFC-t
vezették be a gyakorlati életbe (c-SFC).#%7 A ¢-SFC-ben a szén-dioxid
mellett szénhidrogéneket, dinitrogén-oxidot ¢és ammonidt alkalmaz-
tak mozgofazisként, és a gazkromatografia egyfajta kiterjesztésének
tekintették. Biztonsagi és technikai okokbol azonban hamarosan a szén-
dioxid (kritikus pontja: 31 °C, 74 bar) vette at a mozgofazisok kozott a
vezetd szerepet. A szuperkritikus szén-dioxidot mozgoéfazisként sikere-
sen alkalmaztak hdlabilis komponensek elvalasztasara,®®® ekkortajt
gazkromatografokat {izemeltettek szuperkritikus mozgofazissal, és
leggyakrabban langionizacids detektorokat hasznaltak. Az elsé SFC-
késziilek 1983-ban keriilt piacra a Hewlett Packard cég jovoltabol. Ez
a késziilék mar lehetdvé tette a toltetes kolonnak alkalmazasat (packed
SFC, p-SFC), s6t, eloszor nyilt lehetéség arra, hogy a szuperkritikus
mozgofazist egyéb oldoszerekkel (pl. metanol) keverjiik.” A p-SFC
szamos elonyt mutatott (tobb lehetdség a szelektivitas hangolasara, rovid
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analizisidd, polaris komponensek elvalasztasanak lehetdsége), mégis egy
évtizedbe telt, mire elfogadott kromatografias technikava érett. A 90-es
¢vekre a kapillaris SFC kezdett visszaszorulni a technikai problémak ¢és a
sziik alkalmazasi teriilete miatt.

Mivel a tiszta szén-dioxid apolaris, ezért csak apolaris komponenseket
képes oldani, igy felhasznalasa kizarolag a nempolaris anyagok és
petrolkémiai alkotok elvalasztasara korlatozodott — ezzel szemben a
p-SFC szamos teriileten nyert alkalmazast. Berger, a modern SFC egyik
uttordje, szerint a kétkomponensti (szén-dioxid €s egy szerves modifikator)
mozgotazisok alkalmazasaval az SFC felhasznalasi lehetdségei, illetve
a segitségével megvalositott elvalasztasok kinetikai hatékonysaga
valahova a gaz- és a folyadékkromatografiaé kozé esik.’’ Elsdsorban
metanolt, etanolt és izopropanolt hasznaltak szerves modifikatorokként,
mely polaris olddszerek jelentdsen novelték a vegyiiletek oldhatosagat, s
egyben a megfeleld ,,mozgotazis-erdsséget” is be lehetett veliik allitani.
Kis mennyiségli polaris modifikdtor hozzaadasaval a szuperkritikus
fluidum még megtartja kis viszkozitasat, igy a diffuzio gyors lesz, aminek
eredményeként az anyagatadas sebessége no.*?

Jelenleg az SFC legfobb elonyei a kovetkezok:

* a mozgofazis viszkozitdsa kisebb, mint a folyadékoké, ebbdl
kovetkezOen gyorsabb a molekularis diffuzio, keskenyebbek a
kromatografias csucsok;

* a kis viszkozitds megengedi nagy aramlasi sebességek hasznalatat a
kinetikai hatékonysag csokkenése nélkiil;

e a kritikus elvalasztasok is megvalosithatok a kolonnak sorba
kapcsolasaval.

Mivel a gyakorlatban altalaban 2-25% szerves modifikatort adunk a
mozgbfazishoz, tehat a szerves olddszer felhasznaldsa csokkent mértéki,
ezért sokszor Un. ,,z61d” vagy kornyezetbarat elvalasztasi technikdnak
tekintik az SFC-t. Ennek kiilonosen a félpreparativ és —a gyodgyszeriparban
gyakori — preparativ elvalasztasokban van jelentdsége.

Az SFC masik gyakran emlegetett elony0s tulajdonsaga az, hogy a
forditott fazist kromatografidhoz képest (ami a leggyakoribb gyogyszer-
analitikai elvalasztasi mod) Un. ortogonalis vagy alternativ szelektivitast
biztosit. A szén-dioxid apolaris mozgo6fazis, az SFC-ben alkalmazott
allofazisok pedig polarisak, tehat a szelektivitds a normal fazisu
kromatografidéhoz hasonl6. Jol alkalmazhatd kiralis elvalasztasokra is,
a legtobb enantiomerelvalasztas megoldhato polaris poliszacharid tipusu
allotazisokon szuperkritikus koriilmények kozott.
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A modern SFC alkalmazasi teriilete jelenleg rendkiviil széles. SFC-vel
olyan polaris komponenseket is lehet mérni, amelyeket forditott fazisu
kromatografias koriilmények kozott nem lehetséges, mivel az utdbbi esetben
nincs megfeleld visszatartds. SFC-ben a szelektivitds és a visszatartas
elsdsorban az allofazissal valtoztathatd, de mindkét kromatografias
paramétert a polaris modifikator mindsége €s koncentracidja nagyban
befolyasolja. A leggyakrabban alkalmazott polaris allofazisok a szilika,
diol, ciano és 2-etilpiridin tipusuak, ezeket f6leg polaris vagy konnyen
protonalhaté/deprotonalhatdo komponensek elvalasztasara hasznalhatjuk.

Az SFC fejlesztési iranyai jelenleg azonosak a forditott fazisu
kromatografidéival, itt is megjelentek a 2 um alatti pordzus toltetek, kis
atmérdjt rovid kolonnak, és a kis oszlopon kiviili diszperzioval rendelkezd
ujgeneracios késziilékek.” A 2 um alatti toltetekkel hasonld kinetikai
hatékonysag érhetd el, mint az UHPLC-ben, ez vezetett az ij nomenklatira
megsziiletéséhez, nevezetesen az UHPSFC-hez (ultranagy-hatékonysagu
szuperkritikus fluid kromatografia).”* Nemrégiben héjszerkezetli toltetek
alkalmazasardl is beszdmoltak, amelyekkel koriilbeliil 50%-os kinetikai
hatékonysagnovelés érhetd el a 3 um-es teljesen porozus toltetekhez képest
(hasonldan, mint a forditott fazisi kromatografiaban).’>¢
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1.45. abra. Antiretroviralis hatéanyagokat tartalmazé kombinalt
gyogyszerkészitmény bomlasvizsgalata forditott fazisu kromatografiaval (RP-LC,
feliil) és szuperkritikus fluid kromatografias modszerrel (SFC, alul)

A modern SFC, UHPSFC —sokszintiségének kdszonhetéen — a korabban
emlitett preparativ és kiralis elvalasztasok mellett egyre jobban kezd el-
terjedni a gyogyszeripari kutatd és mindség-ellendrzo laboratoriumokban.
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Alexander ¢s mtsai. forditott fazist folyadékkromatografias és ortogonalis
szelektivitast biztositd SFC-modszert mutattak be antiretroviralis
hatdéanyagokat (lamivudin, efavirenz és fesztinavir) tartalmaz6 kombinalt
gyogyszerkészitmény mindsitésére,”” melyet be is vezettek gyogyszeripari
mindségellendrzd laboratoriumban. Az 1.45. abran a kétféle elvalasztast
mutatjuk be.

Taylor és mtsai. peptideket valasztottak el SFC-koriilmények kozott,”
melynek sordn a terner mozgofazis (szén-dioxid—metanol-viz) vizes
részébe ionparképz6 adalékot (trifluorecetsav, ammonium-acetat) adtak.
Perrenoud gyogyszerhatdanyagok elvalasztasara dolgozott ki UHPSFC-
modszereket, €s részletesen tanulmanyozta a kinetikai hatékonysag
fokozasanak lehetéségeit.”” Kolonnak sorba kapcsolasaval és a gradiens
kortilmények megfelelé modositasaval igen nagy csticskapacitasokat értek
el viszonylag rovid analizisid6 mellett (1.46. abra).
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1.46. dbra. Benzodiazepinek UHPSFC-s elvalasztasa. Elucids sorrend: prazepam,
flunitrazepam, klorazepat, dezmetilflunitrazepam, nitrazepam, klonazepam,
midazolam, brotizolam, 7-aminoflunitrazepam, alprazolam ¢s triazolam). Kolonna:
Acquity UPC2 BEH 100 mm x 3 mm, 1,7 pm, mozgdfazis-hémérséklet: 40 °C,
hats6 nyomas: 150 bar, gradiens eltcioé: 2-17% MeOH, térfogataram: 2,5 mL/perc,
gradiens idd: 5 perc (A) és 10 perc (B). Két oszlop sorba kdtésével (20 cm-es
oszlop), térfogataram: 1,25 mL/min, gradiens id6: 20 perc (C) és 40 perc (D)

A szuperkritikus fluid kromatografia — elsésorban az UHPSFC —
egyre jobban kezd elterjedni, és ugy tlinik, hogy a gyogyszeripar is
kezdi elfogadni a technikaban rejlé lehetoségeket, ezért a forditott fazist
folyadékkromatografia igéretes kiegészité modszere lehet a kozeljovoben.
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2. Termikus analizis
Pokol Gyérgy, Madarasz Janos

2.1. Bevezetés

Valoszinlileg a tliz felhasznalasaval egyidds annak felismerése és
felhasznalasa, hogy a hevités és hiités kozben lejatszodd folyamatok
megfigyelésével a kiilonb6z6 anyagok Osszetételérdl, tulajdonsagairdl
sok mindent meg lehet tudni. Torténeti szempontbdl ebbdl eredeztethetd
a termikus analizis, melynek f6 moddszerei a XIX. és XX. szazadban
alakultak ki.

Azokat a modszereket soroljuk a termikus analizis korébe, melyekben a
vizsgalati anyagbol vett minta homérsékletét hdmérsékletprogram szerint
valtoztatjuk, s ekdzben valamilyen fizikai vagy kémiai sajatsag vagy
sajatsagok valtozasat kovetjiik. Igy példaul, ha a hémérséklet-program
végrehajtasa kozben a tomeget (annak csokkenését vagy novekedését)
mérjiik, termogravimetriarél van szo, ha a minta entalpiavaltozasat
kovetjiik, differencialis pasztazo kalorimetriarél (DSC) beszéliink,
mig a szilard vagy folyékony mintdbdl felszabaduld gézok vagy g6zok
mindségének €s mennyiségének leirasat fejloddgaz-elemzésnek (EGA)
nevezik. A gyogyszerkutatds és gyogyszer-analitika szempontjabol
fontosabb termoanalitikai mddszereket a 2.1. tablazatban soroljuk fel.

A fenti definici6 fontos eleme a hdmérsékletprogram, vagyis az, hogy a
kisérletben a hdmérséklet nem spontan, hanem tervezett médon alakul (igy
tehat pl. az adiabatikus kalorimetria nem része a termikus analizisnek).
A homérsékletprogram matematikailag egy hémérséklet—1dé fliggvény,
kovetkezésképpen a mérés kozvetlen eredménye egy termoanalitikai
gorbe, mely a megfigyelt tulajdonsag valtozasat a homérséklet vagy az ido
fliggvényében adja meg.

A termoanalitikai méréstechnikak kondenzalt, leggyakrabban szilard
anyagok jellemzésére alkalmasak. A moédszerek tobbsége nem igényel
bonyolult minta-elokészitést, gyakori, hogy a vizsgalati anyag (pl. szilard
por) részletét minden elézetes kezelés nélkiil behelyezhetjiik a méro-
késziilékbe.

A termoanalitikai mérések célja haromféle lehet:

a) A minta 0sszetételének megallapitasa. Itt a kémiai Osszetétel mellett

gyakran a fazisok szerinti Osszetétel (pl. polimorf modosulatok
mennyiségének aradnya) is kérdés lehet.
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b) A minta bizonyos fizikai, illetve fizikai-kémiai paramétereinek
meghatarozasa (pl. olvadash6, amorf polimerek iivegesedési
hémérséklete), vagy ilyen paraméterek (pl. a fajhd, hotagulasi
egylitthato stb.) homérsékletfiiggésének leirasa.

c) Fazisatalakulasok és kémiai reakciok kovetése az id6 és/vagy a
hémérséklet fliggvényében. Az ilyen alkalmazasok kozott meg-
jelenik mind a lejatszodd folyamatok kvalitativ leirdsa (pl.
hogy a kiinduldsi anyagb6l milyen hdmérséklet-tartomanyban
milyen termékek jonnek Ilétre), mind pedig az atalakulasok

termodinamikajanak ¢€s kinetikajanak szamszeri jellemzése.

2.1. tablazat. A fontosabb termoanalitikai modszerek

Vizsgalt Elnevezés Angol elnevezés Rovidités
tulajdonsag
Tomeg termogravimetria | thermogravimetry, TG,
derivativ thermogravimetric
. . . o TGA
termogravimetria | analysis; derivative
thermogravimetry DTG
Felszabadul6 | fejloddgaz- evolved gas EGA
gazok analizis analysis,
mindsége és | (fejlodogaz- (evolved gas (EGD)
mennyisége | detektalas) detection)
Entalpia- differencialis differential thermal DTA
valtozas termikus analizis; | analysis;
differencialis differential
pasztazo scanning DSC
(szkenning) calorimetry
kalorimetria
Meéret termodilatometria | thermodilatometry TD
Mechanikai termomechanikai | thermomechanical TMA
tulajdonsag analizis; analysis;
dinamikus dynamic DMA
termomechanikai | mechanical
analizis analysis
Kiilsé termo- hot-stage (FTIR,
megjelenés, mikroszkdpia; Raman, VIS)
optikai termooptometria | microscopys;
tulajdonsagok thermooptometry

Ahogy arra az el6z6ekben ramutattunk, a termoanalitikai vizsgalatokhoz

legtobbszor szilard, ritkabban folyékony mintat mériink be. Mivel a
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hémérséklet valtozasa kdzben altalaban fazisatalakulasok és/vagy kémiai
reakciok jatszodnak le, a mérési eredményekre a minta sajatsagain
(Osszetétel, szerkezet, morfologia) kiviil a kisérleti koriilmények (hevitési
sebesség, a minta nagysaga, a mintaval érintkez géz mindsége stb.) is
hatnak. Ugy is fogalmazhatunk, hogy a termikus analizis mérékésziilékei
kis, programozott reaktorok, melyekben az atalakulas lefolyasat a minta
anyagi tulajdonsagai €s a miiveleti paraméterek egyiitt hatarozzék meg.

A termikus analizis — ahogy a fenti vazlatos attekintés is mutatja
— sok modszert foglal magadban. Alkalmazasa is szertedgazd: az
anyagtudomanytél a bioldgiai rendszerek vizsgalataig terjed. A jelen
fejezet — tekintettel a kotet céljara és a szabott terjedelemre — nem torekszik
teljességre a gyogyszerekkel kapcsolatos lehetdségek ismertetésében sem.
Ehelyett azokra a médszerekre és alkalmazasokra koncentralunk, melyek a
gyogyszerhatdbanyagok kutatasaban leginkabb bevaltak ¢s — véleményiink
szerint — a jovOoben is nélkiilozhetetlenek lesznek. A méréstechnikak
koziil a termogravimetriat (TG), a differencialis pasztazd kalorimetriat
(DSC) ¢s a fejlodogaz-elemzést (EGA) targyaljuk részletesen. A
témakorok, illetve alkalmazasok kozil a polimorfiara, a hidratokra,
szolvatokra és mas szupramolekularis vegyiiletekre, a szilard-olvadék
fazisdiagramokra, valamint a bomlasi folyamatokra koncentralunk. Ez a
sulypontozas természetesen azzal jar, hogy mas témakorok kimaradnak
vagy csak emlitésszertien jelennek meg. Ilyenek elsdsorban a polimerek
termoanalitikdja, €és az ehhez kapcsolodd termomechanikai analizis
(TMA) és dinamikus mechanikai analizis (DMA), amelyek egyébként a
készitményfejlesztés szempontjabol igen fontosak.

A termikus analizis alapjairdl tobbek ko6zott Brown kézikonyvébol!
tajékozodhatunk, a gyogyszerek termikus analizisérdl pedig Craig ¢és
Reading kotete? jelent meg néhany éve.

2.2. A termoanalitikai méroberendezések
felépitése

A termoanalitikai késziilékek elvi felépitését a 2.1. &bran mutatjuk
be. A kemence villamos fiitésii. A program szerinti hiitésre (altalaban a
kemencét hiitik, és ez vonja el a h6t a mintatol) a homérséklet-tartomany
¢és a kivant hitési sebesség szerint kiilonbozo hiitokozegeket hasznalnak.
A kornyezeti homérséklet felett ez lehet aramlo levegd, vagy viz is. Sok
berendezés hasznalhatd szobahdmérséklet alatt is, ilyenkor a hiitékozeg
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altalaban cseppfolyos nitrogén vagy a bel6le fejlodo hideg géz. Bizonyos
mérokésziilékekben Peltier-elemes hiitést alkalmaznak.

é Mérécella amért tulajdonsag jele 1 E
jelkezelés és
orogtamons. [-—<llenérzs dFosites, Somitas
és h8m. jele regisz’trélés,
-szabalyz6 fiits tarolas,
fesziltség szamitadsok
L
I 1
: : a h8mérséklet
X -t hiitd jele
\ berendezés
! kemence
! atmoszféra mintatartd
o __ - beallité v. minta
szabalyozo

2.1. abra. A termoanalitikai berendezések f6 egységei. A folytonos vonallal jelzett
kapcsolatok minden modern késziilékben miikodnek

A minta homérsékletérol és a vizsgalt fizikai tulajdonsagrol egy-
egy ¢érzékeld ad jelet. A hémérséklet mérésére a termikus analizisben
leggyakrabban termoelemet hasznalunk. A teljesitménykompenzéacios
DSC-késziilékek (Id. késobb) a homérsékletet platina ellendlléas-
hémérdovel mérik. Igen nagy homérsékletekhez (1600 °C folott) optikai
pirométereket (is) hasznalnak, ezek a hdsugarzas jellemzdi alapjan adjak
meg a hdmeérsékletet.

A termoelemek elonye, hogy ,,pontszerii” mérést tesznek lehetdvé
(az érzékelo feliilet egy négyzetmilliméter tortrésze), hatranyuk, hogy az
ellenallas-héméréknél pontatlanabbak.

A késziilekek kifejlesztésekor arra torekednek, hogy a minta és a
hémérseklet-érzékeld kozott minél kisebb legyen a termikus ellenallés.
Ennek ellenére szamolnunk kell azzal, hogy a minta valosagos
hémérseklete a mért értéktdl eltér, s6t gyakran szamottevéek a mintan
beliili hémérséklet-kiilonbségek is. Ha pl. egy hengeres tégelyben tobb
szaz mg porszerii anyagot hevitiink 10 °C/min sebességgel és az anyagban
jelentds hoeffektussal jaro reakceio jatszodik le (pl. bomlas), a mintan beliili
hémérséklet-kiilonbség tobbszor tiz fokot is kitesz.

Amaitermoanalitikai berendezésekben vizsgalt mintak tomege altalaban
mg nagysagrendii, sokszor ennél kisebb, igy az el6bb emlitett hdmérséklet-
kiilonbségek is kicsinyek, sokszor elhanyagolhatok. Lényegesen nagyobb
tomegli mintak mérése akkor indokolt, ha igen kis valtozast kell kdvetni,
vagy ha a vizsgalati anyag inhomogenitasa miatt kis tdmeg esetén nem
reprezentativ a minta.
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A hoémérséklet-programozé €s -szabalyozo egység a kivant program
és a valosagos homérséklet figyelembevételével valtoztatja a kemence
flitéfesziiltségét (és esetleg kapesolja a hiitoberendezést). A leggyakrabban
allando fltési/htitési sebességli ¢és allandd homérsékletli programokat,
illetve ezek kombindcioit hasznaljak. Bizonyos célokra azonban jobban
megfelelnek az olyan programok, melyekben a homérséklet alakulasa attol
is fligg, hogy a mintaban folyik-e reakcio, és milyen sebességgel. llyenkor a
minta mért tulajdonsaganak (pl. tdmegének) valtozasat is figyelembe veszik
a hémérséklet programozasaban. Ezt szabalyozott atalakuldsi sebességii
termikus elemzésnek (Controlled Rate Thermal Analysis, CRTA) nevezik,
melynek els6 megvalositoi a Paulik fivérek és Erdey? voltak.

Szamos késziilékben szabalyozhaté a mintatérben uralkodé nyomas,
illetve program szerint valtoztathatd az 6blitdgaz mindsége és térfogat-
arama is.

2.3. Termogravimetria

A termogravimetria (TG, TGA) a (szilard vagy folyékony) minta
tomegvaltozasat irja le az ido, illetve a homérséklet fiiggvényében. A TG-
gorbéket termomeérleg segitségével veszik f0l. Az eredmények attekintését
gyakran segiti a tomegvaltozas sebességének az dbrazolasa, ezt derivativ
termogravimetrias (DTG-) gorbének nevezik.

Az elso, kereskedelemben is kaphaté termomérlegeket mechanikus
analitikai mérlegekre épitették fol, a szokdsos bemérés néhany szaz
mg volt. Az ilyen nagysdgi mintakon belill azonban igen nagy
homeérsékletkiilonbségek (és sokszor koncentraciokiilonbségek) alakulnak
ki a valtozdo hémérsékletli kezelés kozben a ho- és anyagtranszporttal
szembeni ellendllds miatt. Ezért a mai késziilékektdl azt kivanjuk meg,
hogy néhany mg-nyi (esetleg kisebb tomegili) minta tdmegvaltozasat is
megbizhatéan lehessen kovetni. A leggyakrabban alkalmazott hevitési
sebességek: 5 és 10 °C/min.

A kis mintaméreteken kiviil a valtozé hémérséklet is neheziti a pontos
mérést: egyrészt mindig van konvekcio (természetes vagy kényszeraramlas)
a minta kornyezetében, masrészt a kemence munkaterének hdmérseklete
helyrdl helyre valtozik. Ez utobbi miatt altalaban nullamérlegelést célszerii
hasznélni, amikor is a mintara haté nehézségi erdnek a tomegvaltozasbol
adodo csokkenését vagy novekedését egy visszacsatolds segitségével
az elektronikus mérleg kiegyenliti. Egy termomérleg vazlata lathato a
2.2. abran.
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8 0

2.2. abra. Vizszintes elrendezésti termomérleg: 1 - tekercs, 2 - kvarcrud,
3 - mintatartd, 4 - hideg mérlegkar, 5 - ellenstly, 6 - a mérlegkarra szerelt zaszl9,
réssel, 7 - fotoérzékeldk, 8 - minta termoelem, 9 - kvarccsd, 10 - tivegbura,
11 - kemence (DuPont Instruments)

Ez a mérleg vizszintes elrendezési, az egyik kar a flitott térbe nyulik. A
karnak a flitott térbe érd része kvarciivegbdl késziil, mert ennek igen csekély
a hdtagulasa. A mérleg masik karjanak helyzetét egy fotodiddakbol allo
detektor érzékeli. A késziilék ugy valtoztatja a kiegyenlitd elektromagnes
aramat, hogy a mérleg ne mozduljon el. A kompenzal6 aram erdssége adja
a tomegnek megfeleld jelet. A mintatéren at kiilonb6z6é 6blité gazokat
vezethetiink keresztiil; egyes késziilékekben a mintateret evakualni is lehet.

TG /% DTG(-dm/dt) / (%/min)
5
100f TG
4
90 o o
1s0ec  226°C 255°C 3
70°C
2
80
1
DTG
70 :

T T T T 0
0 50 100 150 200 250 300
Hémérséklet /°C

2.3. abra. Gybgyszerhatdéanyag TG- és DTG-gorbéje (dehidratacio zajlik 150 °C-ig,
majd azt kdvetden termikus bomlas miatt 1ép fel tomegvesztés)
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A 2.3. dbran bemutatott TG- és DTG-gorbék szakaszai egy kristalyhid-
termogravimetria a mintatartoban 1év0 szilard anyagok és/vagy folyadékok
tomegvaltozassal jaro atalakulasait koveti, a modszer eredményeit igen jol
egészithetik ki a mintabol felszabaduld gaz halmazallapoti termékekrol
fejlodogaz-analizissel (EGA), illetve kapcsolt moddszerekkel szerzett
informaciok, illetve az atalakuladsokhoz tartozo entalpiavaltozésok kdvetése
(DSC). (Magébdl a termogravimetrias vizsgalatbdl a fenti példaban sem
dertil ki, hogy 150 °C-ig valéban viz tavozik el.) Mindez forditva is igaz:
Uj anyag vizsgalatat mindig célszerii a termogravimetraval kezdeni. A
késobbi fejezetek példaiban is altalaban bemutatjuk a TG-gorbéket.

2.4. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A mintdban a hdmérsékletprogram végrehajtasa kozben lejatszodo
folyamatok entalpiavaltozdsanak kovetésére két termoanalitikai modszer
all rendelkezésre: a DTA (differencialis termikus analizis) és a DSC
(differencialis pasztazo kalorimetria).

Mindkét mddszer a minta altal felvett vagy leadott h draméara jellemzd
jelet allit eld, és hasonld a DTA- és DSC-gorbék alakja is. A DTA- és DSC-
technikak kozott a felhasznalas szempontjabol az a donto kiillonbség, hogy
az utobbiak kvantitativ kalorimetrias meghatarozasokra is alkalmasak
(tehat olvadashd, reakciohd, fajhd meghatarozasara), mig a DTA-gorbékbol
altalaban csak kvalitativ, az anyagban lejatsz6do6 folyamatok hémérséklet-
tartomanyara, jellegére stb. vonatkozd felvilagositast kaphatunk, és
pontatlanabbak a kalorimetrikus adatok. Emiatt a gyogyszerek kutatasaban
¢s mindségbiztositasdban ma mar csak a DSC-t haszndljadk 06nallo
modszerként. A DTA a szimultdn mérésekben (1d. a Szimultan és kapcsolt
modszerek c. fejezetben) jut szerephez, mivel a termogravimetriaval
egyiitt sokkal konnyebben megvalosithatd, mint a DSC. Az, hogy a DTA
nagy homérsékleteken (akar 1500 °C felett) is hasznalhat6, a gyogyszerek
vizsgalata szempontjabol altalaban érdektelen. A DSC-moddszer a DTA
tovabbfejlesztésével jott 1étre, és a DSC két alaptipusanak egyike a DTA
mikodési elvét hasznalja. A méréstechnikdk fejlesztése soran a sziikséges
mintaméret csOkkentésével és konstrukcios megoldasokkal javitottak a
DTA kalorimetrids megbizhat6sagan, igy — kivéve a nagy homérsékleteket
— a két modszer kiilonbsége elmosodott, ezért a részletes targyalast a DTA
bemutatasaval kezdjiik.
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2.4.1. ADTA és DSC miuikodési elve

A DTA a ma is hasznalt termoanalitikai médszerek koziil elsdként jott
létre, a méromiiszer felépitése egyszeri. A DTA mukodését a 2.4. abra
segitségével szemléltetjiik.

A kemencében egymassal egyenértéki helyzetben két tégely van, az
egyik a vizsgalt mintahoz, a masik egy inert dsszehasonlité anyaghoz. A
tégelyek vagy a kemence légterében helyezkednek el (ahogy az abran is
lathato), vagy egy flitétdombben, azzal kozvetleniil érintkezve.

2.4. abra. DTA-késziilék vazlata: 1 - kemence, 2 - mintatarté a mintaval, 3 -
mintatart6 a referenciaanyaggal, 4 - termoelemek érintkezési pontjai,
5 - mintahémérséklet mérése, 6 - kiegyenlitd ellenallas, 7 - a DTA-jel mérése

A minta és az Osszehasonlitdé anyag homérsékletét egy-egy azonos
tipust termoelem méri, a DTA-jelet pedig a két, szembekapcsolt termoelem
eredo fesziiltsége adja. A DTA-jel tehat kozelitdleg aranyos a minta és a
referenciaanyag hdmérséklet-kiilonbségével.

Ha a hémérsékletprogram végrehajtasa kozben a mintaban valamilyen
endoterm atalakulds zajlik le, a minta hdmérséklete kisebb lesz, mint
az Osszehasonlitd anyagé; exoterm esetben pedig meghaladja azt. Igy a
latens hovel jaro folyamatok a gorbén egy-egy csticsot adnak (2.5. abra).
Megallapodas szerint a DTA-jel, AT=T_ T, .. vagyis endoterm
esetben az alapvonaltol lefelé tér ki a jel. Osszehasonlitdé (mas szoval
referencia vagy inert) anyagnak altalaban olyan anyagot valasztanak, amely
a kérdéses homérséklet intervallumban semmiféle valtozast nem szenved,
pl. a-AlLO,-ot.
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T (°C) DTA, AT (°C)

Mintahé6mérséklet, T

v

Referencia
hémérséklete, T,

DTA, AT=T-T,,

Endo

1d6

2.5. abra. A DTA-jel szarmaztatasa a minta és a referenciaanyag homérsékletébol,
alland¢ fiitési sebesség esetén. A minta el6szor megolvad, majd exoterm
folyamatban bomlik

Tekintve, hogy a DTA-gorbéken mind a kémiai reakciok, mind a
fazisatalakulasok ¢€s a kondenzalt fazisokban lejatsz6dd szerkezeti
valtozdsok jelentkeznek, a modszer — a rendelkezésre allo egyéb
informaciokkal kiegészitve — igen jol hasznalhat6 a vizsgalati anyag
hevités hatasara bekovetkezd valtozasainak kvalitativ leirasara. A kiilon-
b6z6 tudomanyos ¢€s gyakorlati alkalmazasok azonban a minta altal ho
forméjaban felvett vagy leadott energia mennyiségi megismerését is
igénylik, ez a DSC-technikaval mérheté megbizhatoan.

A DTA-késziilékeket két f6 okbol nem lehet pontos kalorimetrias
mérésre hasznalni. Egyrészt nem kellden allandok a kemence €és a minta
kozotti hoatvitel feltételei. A 2.4. abran felvazolt elrendezésben példaul
a ho a kemence belsejét kitoltd gazon at hovezetéssel €s aramlassal,
valamint a kemence €s a mintatartd kozott sugarzassal megy at, s ezek
igen érzékenyek a koriilmények kis megvaltozasara is (a mintatartod kis
elmozdulasa, feliiletének allapota, az Oblitdgdz mindsége és aramlasi

77



sebessége, stb.). Masrészt ahhoz, hogy a AT -nek megfeleld fesziiltséget
erdsités nélkiil tudjuk mérni, a termoelemet viszonylag nagymennyiségii
minta (100 mg - 1 g), ill. referenciaanyag belsejében kell elhelyezni. Igy
viszont a mért jel attol is fligg, hogy mekkora a hdellenallas a mintatarto és
minta kozott, illetve a mintan beliil. (Ez utobbi miatt nem hanyagolhatok
el a mintan beliili hémérséklet-kiilonbségek sem.) E nehézségek kovet-
keztében a DTA-csucsok teriiletébol szamitott atalakulasi hé hibaja gondos
elokészités és kalibracio utan is meghaladja a 10, sokszor a 20%-ot.

A kvantitativ kalorimetrids mérésekhez olyan modszerre van sziikség,
amely a fentiekben emlitett hatranyokat kikiiszoboli, €s igy a héaramok
kiilonbségével egyenesen aradnyos jelet ad, ¢és ennek kovetkeztében a
csucsok teriilete is aranyos lesz az atalakulasi (latens) hével. Ez a modszer
a differencialis pasztazo (szkenning) kalorimetria, a DSC, melynek két,
kiilonboz6 elven alapuld, de gyakorlatilag — a felhasznalas szempontjabol
— egyenértékii technikai megoldasa létezik: a hodaram (heat flux) DSC,
illetve a teljesitménykompenzacios (power compensation) DSC.

2.4.2. Hoaram-DSC és teljesitménykompenzacios DSC

A héaram-DSC miikodési elve megegyezik a DTA-val: a jelet két
szembekapcsolt termoelem szolgaltatja. A kemence és a mintatarto (ill.
a referencia) tégely kozott azonban a hd dontd részét egy vizszintesen
beépitett fémkorong szallitja. A korong méretei €s hovezetése szabjak meg
a hoellenallast, igy az jol reprodukalhato, s csak a cella homérsékletétol
fligg. A termoelemek érintkezési pontjai a korongon, a minta €s a referencia
tégely alatt vannak. A jel erdsitése lehetdvé teszi, hogy altalaban néhany mg
tomegli mintat mérjlink, melyen beliil mar elhanyagolhat6 a homérséklet-
kiilonbség. A referencia tégely tobbnyire iires.

A mért homérséklet-kiilonbség és a minta jellemzdinek Gsszefiiggését
kissé egyszertsitve a 2.6. abra alapjan vizsgalhatjuk meg.

A kemence bels6 feliiletének homérséklete legyen a program szerinti,
T, Aminta- és areferenciatégely talpanal mérhet6 hdmérsekletet 7, , illetve
T, jeloli. A korong hdellenallasat bontsuk harom részre: a kemence €s a
tegelyek kozott R, a minta €s a referenciatégely kozott R, a hoellenallas.
A vizsgalt anyagot tartalmazd tégely a kemencével és a referenciatégellyel
cser¢lhet hot, a tégely felé mutatd hoaram pedig a tégelyt és a mintat
melegiti, illetve 4talakulds esetén annak latens hdjét fedezi.
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Kemence

T,

minta referencia

TM TR
2.6. abra. A hoaram-DSC vazlata

fgy a tégely felé mutatd héaram:
Q :TP—TM+TR—TM di{_d_h
M R R Yode o ode]
ahol C|, a tégely és a minta egylittes hdkapacitasa, ¢ az id6 és h az
atalakulashoz kapcsolodo entalpiavaltozas. Hasonlo kifejezés irhatod f6l a
referenciaoldalra is, de ott latens hdvel nem kell szamolni:
. I,-T, T;-T1, dT,
Oc= " R, Modr
Mivel a mért hémérséklet-kiilonbség AT = T,,— T, a fenti két egyenletben
szerepl6 idoderivaltak 6sszefiiggése:
d7,, dT; N d(AT)
d dr dr

Ha (2.3) jobb oldalanak els6 tagjat a program szerinti fiitési sebességgel
(P) tekintjik egyenldonek, majd a (2.3) Osszefliggést a (2.1) egyenletbe
behelyettesitjiik, és kivonjuk beldle a (2.2) Osszefiiggést, a kdvetkezd
eredményre jutunk:

AT
R, +1/2R,

Tehat a minta- és referenciaoldal héaramanak kiilonbsége egyfeldl
aranyos a mért homérséklet-kiilonbséggel, masfel6l harom tag 6sszegeként
foghato fel. Ezek koziil az elsd a latens hével, a masodik a hdkapacitasok
kiilonbségével fiigg Ossze. A harmadik, tranziens tag lassu valtozasok
esetén elhanyagolhato, ha pedig a cstics kezdetétdl a végéig integralunk,
ez a tag kozelitdleg zérust ad gyors atalakulasok (pl. tiszta anyag olvadasa)
esetén is. A DSC-gorbék tehat lehetdvé teszik mind az atalakulasi hd

2.1)

D D

(2.2)

D

(2.3)

=0u—r dt+(CM Gp+Cy py . (24
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(latens hod), mind a hokapacitas (s ebbdl a fajhd) meghatarozasat. Az
el6bbi a csticsteriiletbdl, az utdbbi az alapvonal eltolodasabol szamithato,
megfeleld kalorimetrikus kalibracio utan. A DSC-késziilékek homérsékleti
leirasa a termikus analizis kézikonyveiben megtalalhato.

A differencialis pasztazé kaloriméterek masik tipusaban, a teljesitmény-
kompenzacios DSC-ben (2.7. dbra) a minta és a referencia tere el van
kiilonitve.

S T

Programozo
és
szabalyozo

2.7. abra. Teljesitménykompenzacios DSC-késziilék elvi vazlata

A tégelyek alatt egy-egy ellenallas-homérd ¢€s egy-egy fiitdellendllas
helyezkedik el. A két oldal fiitéfesziiltségét a szabalyozo6 ugy valtoztatja,
hogy egyrészt megvaldsuljon a homérsékletprogram, masrészt kiegyen-
litédjon a homérséklet-kiilonbség. Eppen a pontos kiegyenlités végett
hasznélnak ellenallas-hémérét, amely a kis eltéréseket a termoelemeknél
megbizhatobban méri.

hém.
jel

R programozé

er§sitd  |q—T

er§sitd
-]
DSC

iel |(killonbseg) (itlag) |
-P, y atlagolo [~
Referencia
oldal
T, ! T
R /:'\ R

2.8. abra. Teljesitménykompenzacios DSC-késziilék szabalyozo korei
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A teljesitménykompenzaciés DSC-ben két szabalyozé kor van,
ezeket a 2.8. abran egy szaggatott vonal valasztja el. A flitteljesitmény
egyik komponensét (P,) a program szerinti hOmérseklet ¢€s a két oldal
atlaghomérséklete kozotti kiilonbség alapjan szolgaltatja a késziilék.
A masik szabalyozokor a két oldal hémérséklet-kiilonbsége alapjan
miikddik, s az ennek megfeleld teljesitménykomponens (P,) a hidegebb
oldal flitételjesitményét noveli, a masikét csokkenti. A DSC-jel a két eredd
flitdteljesitmény kiilonbsége.

Ha feltételezziik, hogy a két oldal tokéletesen egyforma, akkor a
futoteljesitmények kiilonbsége egyenld a minta-, ill. a referenciatégely felé
iranyul6 hdéaram kiilonbségével.

. . dh
AP:QM_QR:E_'_(CM_CR)IB (2.5)

Mind a hédram-, mind a teljesitménykompenzacios DSC-cellak
kalibracios tényezdjét altalaban tiszta fémek, illetve vizjég olvadasi
gorbéibdl hatarozzak meg. A kalibracios tényezd az egyiitthatdja a mért
jel és a héaramkiilonbség, valamint a csucs alatti teriilet és az atalakulasi
hé kozotti Osszefliggésnek. A hdéaram-DSC-k kalibracios tényezdje
homérsékletfiiggo; ezt a valtozast a késziilékek altalaban elektronikusan
kiegyenlitik.

A 90-es években fejlesztették ki a moduldlt homérsékleti DSC-
méréstechnikat (Modulated Temperature DSC, MTDSC), mely mindkét
késziiléktipussal megvalosithatd. Ennek alapjait az amorf anyagok DSC-
vizsgalatdhoz kapcsolodoan tekintjiik at, egy, a gyogyszerkutatasbol vett
alkalmazasi példat is bemutatva.

2.4.3. Polimorfia vizsgalata

Ha egy vegyliletnek tobb, kiilonboz6é kristalyszerkezetli szilard
forméja, modosulata van, polimorfiarél beszéliink. A polimorfia igen
gyakori jelenség mind a szervetlen, mind a szerves vegyiiletek vilagaban.
A szerkezeti kiilonbségek természetesen jelentkeznek a kiilonbozo fizikai
¢és kémiai tulajdonsagok eltérésében is.

Bar a gyodgyszerek hatdanyagai a testnedvekben oldva fejtik ki
hatasukat, a készitményekben a szilard allapott anyagok polimorfidja tobb
szempontbdl is fontos:

* akristalyszerkezet befolyasolja az oldhatosagot és az oldodas sebes-

ségét (tehat a biologiai hozzaférhetdséget), ennek kiillondsen a vizben
rosszul oldodo vegyiiletek esetében van jelentdsége;
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* a modosulatok stabilitasa, bomlékonysaga, reakciokészsége szamot-
tevéen eltérhet;

* iparjogvédelmi szempontbol ugyanazon vegyiilet polimorf mddo-
sulatai kiilon anyagnak mindsiilnek, igy iizleti érdekbdl is fontos a
polimorf formak ismerete.

Tekintsiikk el6szor at a polimorfia termodinamikai hatterét. A

fazisok stabilitasat, a kozottik kialakuld egyensulyi viszonyokat (adott
hémérsékleten és nyomason) a szabadentalpia, G jellemzi:

G=H-TS, (2.6)

ahol H az entalpia, S az entropia és T az abszolut homérséklet. Két polimorf
modosulat kozotti egyensuly lehetdségét Gibbs fazistorvénye segitségével
vizsgalhatjuk meg:

SZ=K-F+2=1-2+2=1, 2.7)

melyben SZ a szabadsagi fok, K a komponensek, ill. ' az egyensulyi
fazisok szama. Esetiinkben a szabadsagi fok 1, ami azt jelenti, hogy adott
nyomason a két szilard modosulat legfeljebb egy hdmérsékleten tarthat
egyensulyt; azt azonban, hogy kiilonbozé nyomasokon és hdmérsékleten
Osszesen hany modosulat johet 1étre, a fazistorvény nem korlatozza.

A termodinamika a kristalyos modosulatok kozotti atalakulas
lehetdségérdl is felvilagositast ad. Két modosulat ebbdl a szempontbol
enantiotrop vagy monotrop viszonyban allhat. A kovetkezOkben A-val
jeloljik a kisebb energiaju, kis homérsékleteken stabilisabb format,
B-vel pedig a nagyobb energiaji, kis homérsékleteken kevésbé stabilis
format. Enantiotropia esetén a stabilitasi sorrend fligg a hdmérséklettdl,
a modosulatok kozotti szilard-szilard atalakulas a hdmérséklettdl fliggden
mindkét iranyban 6nként (spontdn méddon) végbemehet. Ha a rendszer
monotrop, az A forma a teljes homérséklet-tartomanyban stabilisabb,
onként csak a B — A atalakulas jatszodhat le. Hangstlyozzuk, hogy az
atalakulasok lejatszodasanak nemcsak termodinamikai, hanem kinetikai
feltételei is vannak — igy gyakran el6fordul, hogy termodinamikai
szempontbdl kevésbé stabilis modosulat a nagy aktivalasi energiagat miatt
hosszt (akar gyakorlatilag korlatlan) ideig fennmaradhat.

A kovetkezé sematikus abrak segitségével el0szor a két polimorf
modosulatbol 4ll6 rendszerek termodinamikéjat, majd DSC-gorbéik
lehetséges tipusait targyaljuk.* Az egyszerliség kedvéért az abrakon a
G —T fiiggvényeket egyenesekként jelenitettiik meg. A hasznalt jelolések:
T a homérséklet, H az entalpia, G a szabadentalpia; ,,A” a kisebb energidju
forma, kis hémérsékleteken mindenképp ez a stabilabb; ,,B” a nagyobb
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energiaju forma, kis hdmérsékleteken ez a kevésbé stabil; ,,L” a folyadék
(olvadék); AH a fazisatalakulasi ho (olvadas, szilard-szilard atalakulas);
,,m’” az olvadasra utal; ,,AB” a két forma kozotti szilard-szilard atalakulasra
utal6 index.

Tag Tma Tm,B

2.9. abra. Enantiotrép rendszer sematikus szabadentalpia—hémérséklet diagramja

A 2.9. és 2.10. dbrdkon az A ¢s B kristdlyos modosulatok mellett a
folyadék (olvadék) szabadentalpia—homérséklet fliggvényét is abrazoltuk.
Tekintve, hogy a termodinamikai stabilitds kritériuma a szabadentalpia
minimuma, lathat6, hogy enantiotrop rendszerben a kis hémérsékletektol
elindulva el6szor az A, majd a B modosulat, végiil a folyadék stabilis. A
T, hémérsékleten a két szilard forma egyensulyban van, mig 7' ,, illetve
T sa modosulatok olvadaspontja.

4

G

Tme Tma

2.10. abra. Monotrop rendszer sematikus szabadentalpia—hémérséklet diagramja
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A szaggatott vonalakkal azt jelezziik, hogy metastabilis fazisként kis
hémérsékleteken a B forma, a T, egyensulyi hdmérseklet felett az A
forma, a B modosulat olvadaspontja alatt pedig talhiitott folyadék 1étezhet.

Monotrdp rendszerben csak az A modosulat €s — annak olvadaspontja
felett — az olvadék stabilis, a B forma és a talhttott olvadék lehet
metastabilis. Az A forma olvadaspontjan kiviil egyensuly alakulhat ki a
szilard B ¢és az olvadek kozott is 7', homersekleten.

A fentiekbdl kiindulva a kovetkezd abrakon azt szemléltetjiik, hogy
milyen latenshd-értékek tartoznak a stabilis, illetve a metastabilis fazisok
kozott lehetséges atalakulasokhoz az egyensulyi hdmérsékleteken.

A
I-IL
H'G HmB
|'ImA
”’,, Hg
L Nl -
<\\ Hps
B
\\\ v Vi H,
\\
A N
T, GA
\ G,
G
TAB TmA TmB T

2.11. abra. Az egyenstlyi homérsékletekhez tartozo atalakulasi hok
enantiotrop rendszerben

Lathatd, hogy enantiotropia esetében a magasabb olvadaspontu forma
olvadashdje a kisebb, mig monotropia esetében ez a nagyobb, ami gyakran
hasznalhato a rendszer jellegének eldontésére (2.11. és 2.12. abra).

Az egyensuly koriilményei kozott az atalakulasok természetesen
mindkét irdnyban lejatszodhatnak, mig az egyenstlyi homérséklettol
eltavolodva csak az instabil — stabil atalakulds mehet végbe Onként.
Az pedig, hogy a termodinamikailag megengedett spontan atalakulasok
valoban megtorténnek-e, kinetikai hatasokon mulik. Mindezt figyelembe
véve, Giron* gondolatmenetét kovetve attekinthetjiik, hogy milyen hevitési
DSC-gorbéket kaphatunk két polimorf modosulatbol 4ll6 rendszerekben.
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2.12. abra. Az egyensulyi hémérsékletekhez tartozo atalakulasi hok
monotrop rendszerben

Az alabbi gorbéken mar nemcsak a termodinamikailag stabilis fazisok
jelennek meg, hanem a metastabilisak is.

A B L

dQ/dT

TAB TmA Tm B T

2.13. abra. Sematikus DSC-gorbék enantiotrop rendszer esetén

Enantiotrop viszony esetén mind a szilard-szilard atalakulds, mind
a nagyobb homérsékleten stabilis forma olvaddsa megtorténhet az
egyensulyi homérsékletén, pontosabban annak kozvetlen kozelében,
ahogy azta 2.13. dbra a gorbéje mutatja. Ha az A — B atalakulas gatolt (b),
az A forma elérheti az olvadaspontjat (kozéps6 gorbék). Az itt kialakulod
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olvadék vagy megmarad az egész homérséklettartomanyban, vagy a B
forma kristalyosodik ki bel6le exoterm folyamatban, annak olvadaspontja
alatt (akar az els6 olvadas meginduldsa utdn kézvetlentil), amit kovetéen
egy masodik olvadasi cstcs jelenik meg. Végiil ha a kis hdmérsékleten
metastabilis B format melegitjiik (c), az vagy fennmarad egészen a B
forma olvadaspontjaig, vagy atalakulhat az A formava, a T, egyensulyi
hémérséklet alatt. Az utdbbi esetben a DSC-gbrbe az a vagy b barmelyik
esetének megfelelden folytatodhat, az dbran ebbdl az a esetnek megfeleld
menet szerepel.

v

TmB TmA T
2.14. abra. Sematikus DSC-go6rbék monotrop rendszer esetén

Monotrdp rendszerben, ha a stabilis médosulatot melegitjiik, csak ennek
olvadasa lathato a DSC-gorbén (2.14. ébra, a gorbe). Ha a metastabilis
modosulatbol indulunk ki, az — olvadaspontja alatt — atalakulhat a stabilis
formava (2.14.b). Ha ez nem torténik meg, akkor a B modosulat olvadasa
utan vagy nem torténik tovabbi atalakulas, vagy kikristalyosodik az A, ami
kés6bb megolvad (2.14.c).

Hiutési DSC-gorbék esetében még tobbféle gorbét kaphatunk, hiszen
ekkor a folyadék esetleges tulhtitésével is szamolnunk kell.

Példaként a szorbit polimorf modosulatainak viselkedését és a
szorbitolvadék beoltasos kristalyositasanak modellezését mutatjuk be. A
2.15. abra bal oldalan a két kristalyos modosulat és a megdermedt, csak
részlegesen rendezett olvadék DSC-felvételei lathatok. Jobbra az A és B
modosulat 1:1 aranyu keverékének lassu fiitéssel felvett gorbéjét mutatjuk
be. Itt az A forma olvadasa indul meg, az olvadék azonban a jelenlévd
szilard B modosulattal érintkezve azonnal kristalyosodik az utobbi
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formaban. Végiil az egységes B forma olvadasi cstcsa jelenik meg. Ezek
az eredmények egy 0j olvadékkristalyositasi technologia kifejlesztésében
hasznosultak.’

dQ |DsC
dat
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dQ |
5mwW itz
endo
86°
2
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83°
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55°
750 95°
20 60 100 €0 g 20 : 100
Ti°C T-2c

2.15. abra. A szorbit kristalyos modosulatainak, valamint az A és B forma 1:1
keverékének olvadasa

DSC-vizsgalatok segitségével tehat sok informaci6 szerezhetd
arrol, hogy adott anyagnak léteznek-e polimorf modosulatai, s ha igen,
ezek milyen viszonyban vannak egymadssal és milyen atalakulasokat
mutatnak (itt még egyszer utalunk a metastabilis fazisok eléfordulasanak
lehetdségére). Gyakran a DSC-vizsgalat alapjan vetddik fel, hogy polimorf
rendszerrel van dolgunk. Emiatt a polimorfia vizsgéalatdban a modszer —
méltan — nagyon elterjedt. Az eredmények megbizhato értelmezéséhez
azonban a szerkezeti vizsgalatok (XRD, IR- és Raman-spektroszkopia)
elengedhetetlenck. Hasznos az atalakulasok mikroszkopi megfigyelése
flithetd targyasztalon. Célszeri mindig felvenni a rendszer TG-gorbéjét is,
hogy nincs-e tomegvaltozas a vizsgalat hdmérséklet-tartomanyaban.

2.4.3.1 Polimorf médosulatok mennyiségi mérése

A modosulatok olvadasi hdje, illetve a szilard fazisok kozotti
atalakulasok hdje alapjan keverékekben DSC segitségével sok vegyiilet
esetében mérhetjik az egyes formak mennyiségét, illetve egymashoz
viszonyitott aranyat. Ehhez az adott fazisatalakulas (olvadas, szilard-
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szilard moddosulatvaltozas) mért atalakulasi hdjét a tiszta modosulat
értékéhez kell viszonyitanunk. A mennyiségi elemzés termodinamikai
alapjai egyszeriek, a DSC-mérések gyorsan végrehajthatok, és gyakran
megfeleld az egyes formak kimutatési hatara és az érzékenység is.

A polimorf médosulatok mennyiségi méréséhez azonban ellendrizniink
kell, hogy az adott rendszerben megbizhatoan mikddik-e a modszer. Ahogy
az elobb lattuk, mind az enantiotrop, mind a monotrop rendszerekben
kiilonféle DSC-gorbéket kaphatunk attél fliggden, hogy az atalakuldsok
a termodinamikai egyensuly kozelében jatszodnak-e le, vagy a kinetikai
tényezok jelent6sen befolyasoljak azok homérsékletét. Erre a matrix
is hatassal lehet, ha nemcsak egyazon anyag formainak keverékérdl
van sz0. Az ellendrzéshez mindenképp hozza kell tartoznia mas, a
kristalyszerkezettel kozvetleniil 6sszefliggd modszerrel (XRD, IR, Raman)
val6 Osszehasonlitasnak. A kdvetkezo példa is ezt tamasztja ala.

Német ¢és munkatarsai a famotidin esetében vizsgaltdk meg a
moédosulatkeverékek mennyiségi elemzési lehetdségeit, valamint a nyomas,
az Orlés és a mikronizalas hatasat a formak egymas kozotti atalakulasara.
Az Osszehasonlitasban a rontgendiffrakciot és a Raman-spektroszkopiat
hasznaltak.

B 50 % A
\! AV
\i 70%A
b A ;
5% \!v \I\/
| 9 %A
10% A [
i 95%A
20%A ' [
~ N N
30%A \f - r

W |

I T d T b T . 1 v 1 v 1
120 130 140 150 160 170 180 120 130 140 150 160 170 180
Hoémérséklet / °C Hémérséklet / °C

2.16. dbra. Famotidin A + B keverékek DSC-gorbéi®

A famotidin két médosulata monotrop rendszert alkot, az A forma stabil
(op. 170,6 °C), a B metastabil (op. 162,9 °C); a Quamatel tabletta (Richter)
az utobbit tartalmazza. Kristalyositassal mindkét forma tisztan eléallithato.
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A vizsgalatok — a keverékek megfelel6 mennyiségi elemzési modszerének
(vagy modszereinek) kivalasztasan és optimalizalasan tal — valaszt
kerestek arra a kérdésre, hogy a nagy nyomads (préselés), az Orlés, illetve a
mikronizalas hatdsara lejatszodik-e a B — A atalakulas. Keverékekben az
A modosulatra nézve a DSC adta a legjobb kimutatasi hatart (0,5%), tehat
ez latszott a legalkalmasabbnak a B forma tisztasaganak igazolasara.

A két modosulat keverékeinek DSC-gorbéit lathatjuk a 2.16. abran.
Szembetting, hogy mig a kis A-tartalmu keverékekben jol lathat6 a forma
olvadasi cstcsa, a B komponensrdl ez nem mondhatd el. A csucsok
terliletaranyabol szamitva az A hanyada a beméréshez képest nott, tehat a
felvétel kozben a metastabil forma egy része atalakult a stabil modosulatta,
haaz utobbi a keverékben jelen volt. (Ezt a ndvekményt, ha reprodukélhat6,
természetesen figyelembe lehetne venni a kalibracioban.)

A2.17. dbraanyomas hatasat vizsgald méréssorozat eredményét mutatja.
A kiindulasi anyag tiszta B volt, ezt kiilonb6z6 nyomason préselték, majd
felvették a mintdk olvadési gorbéit. Az A mddosulat endoterm effektusa
mar a 100 MPa nyomdason kezelt mintaban megjelent, 800 MPa esetén
pedig csaknem teljesnek tlinik az atalakulds.” A rontgendiffrakcio és a
Raman-spektroszkopia ezt azonban egyaltaldn nem igazolta: valamennyi
préselt keverék valtozatlanul tiszta B kristalyszerkezetii volt.®

Hédram /W gt

ny

150 155 160 165 170 175
Hémeérséklet / °C

2.17. abra. A nyomas hatasanak vizsgalata a famotidin modosulatvaltozasara.
Alulrdl felfelé a nyomas 0,1; 100; 200; 400 és 800 MPa®
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Hasonlé eredmények sziilettek az 6rlés €s a mikronizalds hatasanak
vizsgalataban is.” A tapasztaltakat a nyomas, az 6rlés és a mikronizalas
mechanikai aktivald hatasaval lehetett megmagyardzni: a kezelés kozben
1étrejott aktivalt gocok a DSC-mérés kozben inditottdk meg a szilard-
szilard atalakulast, melyben a stabil forma létrejott.® A DSC ebben az
esetben is részletes felvilagositassal szolgalt a polimorf atalakulasokrol,
ugyanakkor megmutatkozott az is, hogy a termoanalitikai mérés kdzben
létrejohet olyan fazis, amely eredetileg nem volt jelen a vizsgalt anyagban.

2.4.4. Fazisdiagramok felvétele DSC-mérések alapjan.
A termikus analizis alkalmazasa Kiralis vegyiiletek
elvalasztasanak tervezésében

A szilard-folyadék fazisdiagramok jol hasznalhatok

* tobb kémiai komponensbdl alld6 rendszerek viselkedésének, a
komponensek kozotti kdlcsonhatasoknak a jellemzésében, tovabba

e frakcionalt kristalyositason, illetve oldason alapuld elvalasztasi
modszerek tervezésében és optimalizalasaban.

A folyékony halmazallapotban korlatlanul elegyed6 kétkomponensii
rendszerek szilard-folyadék (szilard-olvadék) fazisdiagramjai harom
alaptipusra épiilnek.

Ha a komponensek szilard fazisban egyaltalan nem elegyednek, az
olvadék htitésével a két komponens tiszta kristalyainak keverékéhez
jutunk. Ha ezt a kristalykeveréket melegitjiik, az eutektikus hdmérsékleten
megjelenik a folyadékfazis (2.18. 4bra, bal oldali diagram).

kokristaly

elegykristalyok

kristalykeverékek

X

SR* RR* SR* RR* SR* RR*

eutektikus szupramolekularis
vegyliletképz6

szilard oldatos

2.18. abra. Sematikus szilard-olvadék fazisdiagramok: eutektikus,
molekulavegyiiletet, illetve szilard oldatot tartalmazoé rendszer

E hémérséklet felett altalaban az egyik komponens tiszta kristalyai és az
adott komponensre nézve telitett oldat tartanak egyensulyt, egészen addig,
amig el nem érjlik az adott szilard fazis teljes beoldodasat, ahol a szilard
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fazis eltiinik. Ha a rendszer eutektikus Osszetétel, akkor az eutektikus
ponton egységesen, szilard maradék nélkiil olvad meg.

A szilard allapotban is korlatlanul elegyedd kétkomponensii rendszerek
fazisdiagramjan (jobb oldali diagram) kis hOmérsékleteken a szilard
oldat (elegykristaly) teriiletét talaljuk, efolott helyezkedik el a kétfazisu
tartomany, melyen beliil az egyik komponensre nézve telitett elegykristaly
tart egyensulyt a masikra nézve telitett (folyékony) oldattal.

Akét komponens szildrd molekulavegytiletet — kokristalyt — is képezhet,
mely onallé fazisként jelenik meg. A 2.18. abra ko6zépsoé diagramja
olyan rendszernek felel meg, amelyen beliil a molekulavegyiiletben a
két komponens molardnya 1:1, és szilard allapotban egyik komponens
sem elegyedik a molekulavegyiilettel; a fazisdiagram igy két eutektikus
rendszerbdl all.

DTA- és DSC-mérések alapjan kétkomponensii rendszerek szilard-
folyadék fazisdiagramjat is fel lehet venni.

DSC jel
endo

l

A

z'0 ‘o 00

Xe

Xg

90 S0 ¥0o €0

X

o'l 6'0 80 20

B

Te T, T T
2.19. abra. Fazisdiagram felvétele DSC-vel vagy DTA-val

A 2.19. éabra alsé részén egy eutektikus tipusu fazisdiagram (az
el6z0hoz kepest derekszogben elforgatva), felsé részén az x, dsszetételnek
megfelel6 DTA-/DSC-gorbe talalhat6, a két csucs az eutektikum
megolvadasahoz, illetve a visszamaradt szilard B anyag feloldodasédhoz
tartozik. A fazisdiagram kimérhet6 megfelelé szamu keverékkel, illetve
kozelitdleg szamithatd a tiszta komponensek olvadaspontjabol és
olvadash6jébol.'>! A 2.20. abra két eutektikus rendszer olvadasat mutatja
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be.!? Mindkét gorbén élesen jelenik meg az eutektikum olvadasa, majd
a szilard maradék oldddasa a folyadékfazisban, ahogy azt sematikusan
bemutattuk a 2.19. dbran.

DSC, héaram / a.u.

6
ﬁ 123°C
4
2
N _____ 100°C
A A -
b) L ~=
¥ 137°C
- ]
2 \
86°C
4 L] T T

20 40 60 80 100 120 140 160
Hémérséklet /°C

2.20. dbra. Olvadasi DSC-gorbék két eutektikus rendszerben'?

Az enantiomerek (optikai izomerek) -elvalasztdsanak mindmaig
legelterjedtebb modszere, hogy a két izomerbdl egy enantiomertiszta
rezolvalo agenssel diasztereomereket (leggyakrabban sokat) hoznak létre,
ezeket frakciondlt kristalyositassal valasztjak el, majd a diasztereomerbdl
kinyerik az enantiomert. Az elvalasztds varhatd hatékonysagat a két
diasztereomerbdl és az oldoszerbdl all6 haromkomponensii rendszer
oldhatosagi fazisdiagramjabol becsiilhetjiik."® A kovetkez6 gondolatmenet
eutonikus (eutektikus) rendszerre vonatkozik, amikor szilard allapotban
nincs a komponensek kdzott elegyedés.

A fazisdiagram egy izotermajat sematikusan a 2.21. dbra mutatja be.
A tiszta oldoészert X jeloli. A haromszogdiagram felsé tartomdnyat az
oldatfazis foglalja el. A tartomany als6 hatara az egyik, illetve a masik
diasztereomerre nézve telitett oldat. Az abra szerinti rendszerben az SR*
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diasztereomer oldddik kevésbé; ha racém Osszetételti oldatbol indulunk
ki, ennek a kristalyosodasa indul meg el6szor. Az oldatbol a tiszta SR*
diasztereomer valik ki mindaddig, amig el nem érjiik az E pontot, a rendszer
eutonikus (eutektikus) pontjat. Ha tovabb folytatjuk a kristalyositést, a
termék a két diasztereomer kristalyaink keveréke lesz. Tehat az E pont
hatarozza meg a termodinamikailag lehetséges legjobb elvalasztast. Az
oldhatdsagi diagramok felvétele — kiilonb6z6 hémérsékleteken — igen sok
munkat és 1d6t igényel.

o \
SR* 11 RR*

2.21. abra. Oldhatdsagi izoterma

Jacques €s munkatarsai mutattak ra a két diasztereomerbdl 4116 rendszer
szilard-olvadék fazisdiagramjanak hasznalhatosagara a rezolvald agens
kivalasztasaban ¢s az eljaras optimalizalasaban.'* A két fazisdiagram
ugyanis altalaban azonos tipusu (tehat példankban a két diasztereomer
eutektikus rendszert alkot). A két diasztereomer ardnya a kiilonbozd
hémérsékletekhez tartozd eutonikus pontokban pedig jo kozelitéssel
megegyezik a kétkomponensii rendszer eutektikus Osszetételével, amire
konkrét példat a 2.22. dbra mutat."

A haromszogdiagramon feltiintetett oldhatdsagi izoterméak eutonikus
pontjait a felso csticsponttal (tiszta olddszer) dsszekotve kapott egyenes
mentén a két diasztereomer s6 aranya azonos. Ahol ez az egyenes eléri
a vizszintes tengelyt, a rendszer kétkomponensiivé valik, az Osszetétel
megfelel az eutektikusnak. Igy a kétkomponensii rendszer vizsgélata
alapjan elére tudtuk jelezni az elvalasztas hatékonysagat, amit szamos
esetben sikerrel alkalmaztunk konkrét rezolvalasi eljarasok tervezésében.'
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: Xn
2.22. abra. A biner és terner fazisdiagram osszefliggése

A kovetkezd példa — mely szintén a rezolvalashoz kapcsolodik — a
kiilonb6z6 termoanalitikai méréstechnikak és a szerkezetvizsgalat egyiittes
alkalmazasanak eldnyeit kivanja kiemelni. Az optikailag aktiv borkdsavat
¢s szarmazékait — igy az 0,0 ’-dibenzoil-(2R,3R)-borkdsavat (DBBS) —
gyakran hasznaljak enantiomerek rezolvalasara.

A 2.23. abran a DBBS-monohidrat TG-, DTG- és DSC-gorbéi lathatok.
Az 50 és 80 °C kozotti tomegveszteség (1d. a TG- és DTG-, valamint a DSC-
gorbét) a viztartalom elvesztését jelzi. (A TG-1épcs6é magassaga egyébként
azt mutatja, hogy az adott minta esetén a viz mennyisége az elméletinél
kisebb volt.) A vizmentes vegyiilet tomegcsokkenése 180 °C felett indul
meg. A vizvesztés és a DBBS bomléasa kozott azonban a DSC-gorbe tobb
atalakulast is jelez. A 90 °C feletti endoterm cstics a hidrat-kristalyszerkezet
Osszeomlasahoz, az ezt kovetd exoterm effektus a vizmentes DBBS
kristalyainak kialakulasahoz, a 156 °C-os csticshémérsékletii éles endoterm
csucs a vizmentes anyag olvadasahoz rendelhetd. A TG- és DSC-gorbék
mellett az el6z6 megallapitasokhoz flitott targyasztali mikroszkdpias €s
rontgendiffrakcios vizsgalatokat is felhasznaltunk.!”
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2.23. abra. Dibenzoilborkdésav-monohidrat TG-, DTG- és DSC-gorbéje. Az elso,
0,51%-0s tomegcsokkenés egy molekula viznek felel meg. A vizmentes vegyiilet
bomlasa 180 °C koriil indul"’

Azoptikailagaktiv DBBS tobbek kozottkiralis alkoholok rezolvalasahoz
is hasznalhato; a DBBS—alkohol diasztereomer szupramolekularis
vegyiilet formajaban kristalyosodik. A termogravimetrias vizsgalatokkal
tisztazhatd volt e vegyiiletek sztochiometriaja. A 2.24. dbran a DBBS
¢s a mentol szupramolekularis vegyiiletének viselkedését mutatjuk be.
Az alkohol tavozéasa kb. 80 °C-tol figyelhetdé meg, majd — miel6tt ez
befejezédne — 180 °C koriil megindul a DBBS bomlésa. 118 °C-on a
szupramolekularis vegyiilet olvadasa jelentkezik. A DBBS — kiralis alkohol
vegyiiletek egykristaly-rontgendiffrakcios vizsgalata 1:1 aranyt adott, a
polikristalyos anyag TG- gorbéinek értékelése kozelitdleg ugyanezt az
aranyt mutatta. Erdekes, hogy az akiralis helyettesitett ciklohexanolokkal
az arany 1:2-nek adodott.'" Az optikailag aktiv DBBS a mentollal (és
mas, hasonlo szerkezetli kiralis alkoholokkal) enantioszelektiven alkot
szupramolekularis vegyiiletet,”” melyre alapozva Kozma és munkatarsai 0j
rezolvalasi eljarast dolgoztak ki.?!
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2.24. abra. DBBS—mentol szupramolekuléris vegytilet termikus atalakuldsai

Szupramolekularis vegytiletek vizsgalatara tovabbi példakat a kapcsolt
modszerekrdl szolo fejezetben targyalunk.

2.4.5. Amorf anyagok vizsgalata. Modulalt homérsékletu
differencialis pasztazo kalorimetria (MTDSC)

Az amorf szilard anyagok (illetve amorf-kristalyos keverékek) DSC-
vizsgalata a mesterséges polimerek, miianyagok korében nélkiilozhetetlen
mind a fejlesztés, mind a mindségbiztositas szempontjabol — ez a teriilet a
DSC-mérések egyik legnagyobb ,,fogyasztdja”. Ugyanakkor a gyogyszerek
kismolekulas anyagai korében is el6fordulnak amorf szilard fazisok.

Az amorf szilard anyagokban csak rovidtava rendezettség érvényesiil,
a kristalyok hossztava transzlacidés szimmetridja nem. Az amorf anyag
termodinamikai értelemben mindig instabil, adott vegyiilet esetén
mindig nagyobb energiaju, mint a kristalyos forma (formak). Az amorf
gyogyszerhatoanyagok oldhatosadga, oldodasi sebessége éppen emiatt
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nagyobb, ezért johet szoba készitményekben torténd alkalmazésuk.
Esetiikben ugyanakkor természetesen nagyobb a kockazata annak,
hogy hosszabb 1d6 alatt a szilard anyag szerkezete atalakul, akar lasst
kristalyosodas, akar kémiai atalakulas kovetkeztében.

Az amorf anyagok melegitésekor az {iiveges allapot megsziinése
masodrendli atalakulas: nincs hatarozott olvadaspont és olvadashé
(valamint ugrasszerli moltérfogat- és entropiavaltozds sem), hanem a
termodinamikai allapotfiiggvények masodik derivaltjai, a fajhd és a
hétagulasi egyiitthato valtoznak meg. A fajh6é megvaltozasa a DSC- gorbén
egy lépcso formajaban jelenik meg (2.25. abra).
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2.25. abra. Uvegesedési atmenet és jellemzéi a DSC-gorbén
(endoterm irany: kitérés felfelé)?

Az tlivegesedési atmenet homérséklete fiigg a minta eldéletétdl,
elsdsorban attdl, hogy milyen gyors hiitéssel allitottak el6 az amorf
szerkezetet, amelyet a mérés soran melegitliink. Ha az atmenet a nagyobb
hémérsékletek iranyaba tolddik el, a hdkapacitas valtozasan (a DSC-
1épcson feliil) egy endoterm relaxacids csucs is jelentkezik (2.26. abra).

A DSC igen fontos tobbek kozott a liofilezéssel (fagyasztva szaritassal)
eléallitott termékek vizsgalataban. A 2.27. abran vizbdl és oldott anyagbol
allo rendszer fazisdiagramjanak vazlatat lathatjuk. A példaban szerepld
rendszer eutektikus tipusu, a telitett oldat (1d. a fels6, V-alakban talalkozé
gorbéket) a tiszta kristalyos komponensekkel tarthat egyensulyt. Ha vizben
gazdag oldatot hiitiink, akkor jég kikristalyosodasa mellett eljuthatunk
az eutektikus homérsékletig és Osszetételig (a diagram b pontja). Itt a
folyadék megszilardulhat a két komponens kristalyainak keverékeként,
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lassan hokezelt tiveg
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Hoéaram mW i

2 F hirtelen lehiitott iveg
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Hoémérséklet — OC it

2.26. dbra. Relaxacios atmenet (endoterm irany: kitérés felfelé)?

ahogy azt a fazisdiagramok targyaldsakor érintettiik. Ha azonban ez nem
kovetkezik be, az oldat — mikdzben a szaritas hatadsara toményebbé valik

az oldott komponensre nézve — végiil elérheti az liveges atmenet gorbéjét,
¢s megdermedhet (1d. a szaggatott vonalat).?

liveg

0 x (az oldott anyag méltértje) 1
2.27. dbra. Liofilezés: kétkomponensii rendszer tivegesedési atmenettel 2
AT x gorbe ismerete azért fontos, mert ha a tarolt termék hdmérséklete

eléri az adott Osszetételhez tartozo iivegesedési homérsekletet, az

anyag Osszeomlik: fajlagos feliilete lecsokken, s6t bomlasi folyamatok
indulhatnak meg benne.
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A modulalt hémérsékleti DSC alapjait Reading és munkatarsai
dolgoztak ki a 90-es évek elején azzal a céllal,® hogy az atalakulasok
soran fellépd reverzibilis ¢€s irreverzibilis folyamatokat meg lehessen
kiilonboztetni. E méréstechnika lényege, hogy a hdmérsékletprogram
egy hagyomanyos, allando flitési vagy hiitési sebességli komponens
¢s egy periodikusan valtozo (altalaban szinuszos) komponens Gsszege
(2.28. 4bra):

T=T,+Bt+ Bsin(ot) (2.8)
VAR
80 - "\‘/ 10

N
601 \/'\

N »
dRRRRRRAY

20 T T T T T T S

1
4 6 8 10 12 14 16 18 20
1d6 /perc

Homérséklet 7/ °C

Hémérsékletvaltozas sebessége /°C perc™!

2.28. abra. A hémérséklet és a flitési sebesség valtozasa MTDSC-mérésben

A 2.29. ébran — tankonyvi példaként — poli(etiléntereftalat), PET
modulalt DSC-gorbéjét, illetve a hevitési sebesség idébeli alakulasat
mutatjuk be. A kapott DSC-g6rbén is latszik a periodikus modulacio hatasa.

Az MTDSC-gorbeék értékelése abbol indul ki, hogy az 1d6 fiiggvényében
mért héaram is két komponensbdl all:

dQ/dr = C,-dT/de + i1, ), (2.9)

ahol az elsO tag a hokapacitassal fiigg 0ssze (mint pl. az livegesedési
atmenet), a masodik pedig a kinetikus komponens (pl. gatolt szerkezeti
atalakulds vagy kémiai reakcid6 eredménye). A mért hdédramjel
dekonvolucidjaval (felbontasaval) pedig egy megforduldé és egy nem-

megfordulé gorbét kapunk, melyek a hékapacitassal 0sszefiiggd, illetve a
kinetikus folyamatokat irjak le.
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Az emlitett két Osszetevd altalaban nem felel meg a termodinamikai
¢értelemben vett reverzibilis €s irreverzibilis folyamatoknak, mert fiiggenek
a kisérleti paraméterektél (a hoémérséklet-modulacid frekvencidjatol
¢s amplitudojatol) is — angol elnevezésik is ,reversing signal” és

2.29. abra. PET modulalt DSC-gorbéje

LHhonreversing signal”.

A modulélt DSC alkalmazasa akkor hasznos, ha egymassal atlapolo
folyamatokat kell szétvalasztanunk; ezt a Saquinavir példajan mutatjuk be

(2.30. 4bra).
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Az abran a teljes hédram, valamint a megfordul6 és a nem-megfordulo
komponens szerepel. A felbontassal sikeriilt az amorf anyag tivegesedési
atmenetét (hokapacitds tag) elvalasztani a relaxaciés komponenstol
(kinetikus tag).*

Béar ahogy az elézéekben korvonalaztuk, a modulalt DSC-
méréstechnika a gyogyszerkutatdsban is hasznalhatd, a szakteriileten
egyelore nem terjedt el. Ennek egyik oka a mérések nagy iddigénye, és
az, hogy a hdmérsékletprogram paramétereinek megallapitasahoz alapos
elOkisérletekre van sziikség.

2.5. Szimultan és kapcsolt modszerek.
Fejlodogaz-elemzés (EGA)

2.5.1. Szimultan TA-modszerek megvalodsitasa, elonyei

Szimultdn mérésrol akkor beszéliink, ha egyazon mintan tobb sajatsag
valtozasat kovetjiik egyidejileg. fgy egyrészt tobbféle informaciohoz
jutunk egy és ugyanazon mintaallapotrdl és annak valtozasairol, masfeldl
megbizhatobban és meggy6zobb erdvel tudjuk Gsszevetni €s magyarazni
a mért gorbéket, mintha azokat kiilon-kiilon berendezésben kaptuk volna.
Utobbiak gyakran szignifikansnak latszo6 homérsékleti eltéréseket is
mutathattak/mutathatnak a kemencés méréterek eltéré miiszaki kialakitasa,
a mintatarto és az érzékeld elhelyezésére szolgaldo megoldasok, és az egyes
berendezésekhez ajanlott optimalis mérési paraméterek (6blitd gazaramok,
mintamennyiségek, fltési sebességek) fiiggvényében. (Minderrdl a
kisérleti koriilményeknek a termoanalitikai mérési eredményekre gyakorolt
hatasaval kapcsolatban kordbban mar széltunk.)

Az els6, sorozatban gyartott szimultan termoanalitikai miiszert a
BME Altaldnos és Analitikai Kémiai Tanszékén fejlesztették ki (Erdey
Laszlo, Paulik Ferenc, Paulik Jend), s ezt a MOM (Magyar Optikai
Miivek) segitségével allitottak el6 és forgalmaztak Derivatograph néven.?
A késziilék elészor tette lehetévé TG-, DTG- és DTA-gorbe egyideji
felvételét, amelyek korét a késobbi fejlesztések soran termodilatometrids,
termogaz-titrimetrias, vizgézméré és egyéb specidlis kiegészitd
egységek segitségével tovabb is bovitettek.”> Ma mar a miszergyartok
tobbsége szintén forgalmaz termikus miiszervalasztékaban ilyen
szimultan (els6sorban TG/DTA-nak, wjabban TG/DSC-nek nevezett)
méroberendezéseket.
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Gyodgyszerhatdanyagok, kiilonbozd szerves intermediermintak DSC-
mérése soran az olvadaspont tajékan gyakorta tomegvaltozassal is jard
folyamatok is megindulnak; pl. az olvadaspont eldtt szublimacio, az
olvadassal egyiitt, vagy azt kdvetden, parolgas, ill. gazképzddéssel jaro
kémiai bomlas, degradacio. A lezart tégelyben végzett DSC-mérések soran
a szublimacio altalaban csak kismérték (visszaszorul), ill. a kissé hidegebb
tégelyteton bekovetkezO kondenzacid miatt ritkan ad jelet elkiiloniilten,
mig az olvadaspontot kovetden megjelend kiszélesedd endoterm
héeftektusok parolgasra, esetleg bomlasra utalhatnak. Ezeket a mintakat
a szimultan TG/DTA-, ill. TG/DSC-berendezésekben mérve az emlitett
tomegvaltozassal jar6 folyamatokon tal arrdl is megbizonyosodhatunk,
hogy a végsd olvadaspontot megeldzden szintén sok esetben varatlanul
jelentkez6 hoeffektusokhoz tartozik-e szamottevd tomegvaltozas, avagy
azokat csupan a kondenzalt fazisokban bekovetkezo modosulatvaltozas,
vagy esetleg termotrop folyadékkristalyos viselkedés okozza-e.

Nagyon hasznosak a gyogyszeripari kutatasokban az tun. filithetd
targyasztal (,,hot-stage”) jelleggel megvalositott, kombinalt termoanalitikai
vizsgalatok, igy pl. polarizacids, IR-, ill. Raman-spektroszkopias mikro-
szkopia, ill. magas hdmérsékletli por-rontgendiffrakcio, HT-XRD, melyek
soran elektromagneses sugarzas (polarizalt fény, infravoros, ill. Raman-
spektroszkopids sugarforras fénye, vagy éppenséggel rontgensugarzas)
vetiil a mintara, azzal kolcsonhatasba 1épve elforgatodik, elnyelddik,
szorodik vagy akar elhajlik, és azt a kemencébdl kivezetve a minta krista-
lyossagara, ill. spektralis tulajdonsagaira, szerencsés esetben dsszetételére
kaphatunk érdemi felvilagositast. Az emlitett analitikai modszerekhez a
nyitott mintatart6ju DSC-berendezés is jol kapcsolhat6. Egy-egy ilyen 1j,
szimultan méréstechnikai kombinacionak tekinthet6 a XRD-DSC?® vagy a
FTIR-mikroszkopia—DSC? 6tletes megvalositasa is.

2.5.2. Fejlodogaz-elemzés (EGA) specialis detektorokkal

Fejlodégaz-analizisrdl (Evolved Gas Analysis, EGA) akkor beszéliink,
ha a programozott hdmérsékletii flités soran a mintdbol képz6dd gazokat,
gbézoket — 4ltalaban Oblitégaz segitségével — kivezetjiik (ui. az in situ
szimultan mérésiiket a kemencén beliil altalaban rendkiviil nehéz mérnoki
feladat lenne megoldani), de aztan az Osszetételiiket on-line moédon
(analogjel-képzés segitségével, ill. siirli mintavételezéssel) kozvetlentil és
gyakorlatilag folyamatosan, avagy off-line moédon szakaszosan mintazva,
utolagosan mérjlik-elemezziik. Példaul egyfajta ilyen otletes megoldas
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volt a mar emlitett Derivatograph és egy-egy automata titrator dsszeépitése
kapcsolt termogaz-titrimetrias berendezéssé.”’

Kordbban a termoanalitikai kemencéhez — az anyagmintakbol
fejlodd és megfeleld modon kivezetett gazok kovetése, detektalasa és
mérése végett — a gazkromatografidban hagyomanyosan alkalmazott
ionizacios detektorokat, illetve egyedi (pl. vizre, szén-dioxidra specifikus)
érzékeloket épitettek be. gy pl. a szerves gézoket univerzalisan és széles
koncentracidhatarok kozott érzékeld hidrogénldng-ionizacios detektort
(FID) is, mellyel igen sok értékes vizsgalatot tudtak elvégezni kollégaink.
A 2.31. abra gorbéit egy olyan késziilék segitségével vették fol, melyben
a mintateret nitrogén Obliti, és ez a vivogaz viszi be a felszabadulo
komponenseket a FID-detektorba.?®

EGD |
jel v
0 3
226* I
0. 2
228°
0‘ l

100 200 300 T.'C

2.31. abra. E-vitamin-acetat (1), a vitamin és -ciklodextrin fizikai keverékének
(2) és komplexének (3) FID-EGD-gorbéi 8 °C/min hevitési sebességgel?®

A ciklodextrin zarvanyvegyiileteket tobbek kozt érzékeny anyagok
(gyogyszerhatdanyagok, aromak) illékonysaganak csokkentésére, tarolas

crer
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eldontésére iranyult, hogy a preparatum a B-ciklodextrin €s az E-vitamin-
acetat zarvanyvegyiiletének tekinthetd-e, avagy még szabad allapotban is
tartalmazza-e a vitamint.

A mechanikai keverék EGA-gorbéjén a vitamin bomlasanak megfeleld
csucs megegyezett a tiszta vitaminéval (2.31. abra). A preparatum fel-
vételén (a felsé gorbén) a szabad vitamin bomlasara jellemz6 cstiics nem
jelentkezett, tehat a komplexképzés sikeres volt, az érzékeny vendég-
molekula csak magasabb hémérsékleten, a ciklodextrinnel egyiitt bomlott
el. Ha zarvanyvegyiilet és szabad hatéanyag is van a mintaban, az utobbi
mennyiségét a csucs teriilete alapjan hatarozhatjuk meg.

2.5.3. Kapcsolt EGA-modszerek: TG-EGA-MS, TG-
EGA-FTIR

Altalanosan elmondhaté, hogy jol megvalasztott méréstechnikak
Osszekapcsolasaval részletesebb és sokkal megbizhatobb eredményekre
juthatunk, mint az egyes modszerekkel kiilon-kiilon végzett vizsgalatok
révén. Tekintve, hogy a leggyakrabban alkalmazott termoanalitikai
modszerek (TG, ill. DSC/DTA) a szilard vagy folyékony mintdknak csupan
a tomeg-, illetve az entalpiavaltozasat kovetik, a fazisatalakulasokban
¢s kémiai reakciokban felszabaduldé géazok azonositasara, elemzésére
alkalmas spektroszkopids technikdk hozzéajuk kapcsolasa igen hasznos
informaciokat szolgaltathat a mintak termikus viselkedésérol, stabilitasarol,
ill. felgyorsitott degradacigjarol, termikus bomlasarol.

Leggyakrabban termomérlegekhez, illetve szimultin TG-DTA(DSC)
berendezésekhez kapcsolnak a felszabadul6 illékony anyagok elemzésére
alkalmas miiszereket, igy a tomegvesztéssel jaro 1épésekben egyértelmiien
megismerhetové és hozzarendelhetové valhatnak az adott hdmérsékleti
tartomdnyban tavozd légnemili anyagok, bomlastermékek. Ma a
legelterjedtebbek a termogravimetrias-tomegspektrometrids (TG-MS) és
a termogravimetrias — Fourier-transzformacios infravords spektrometrias
(TG-FTIR) kapcsolt rendszerek. Tovabba kifejlesztettek és alkalmaznak
gazkromatografias (GC) berendezésekkel torténd Osszekapcsolasokat
is, féleg olyan esetekre, amikor az elemzéshez a gazkomponensek
szétvalasztasa is sziikséges. Azonban a gazkromatografias elemzési idok
altalaban hossztiak a termogravimetriaban szokasos flitési sebességekhez
képest (tehat két kromatogram felvétele kozott olyan sok 1d6 telhet el, hogy
kdzben jelentésen megvaltozhat a minta hémérséklete, s vele a fejlodod
gazok mindsége, Osszetétele). Igy a csatolt gazkromatografia kevésbé
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elterjedten hasznalatos, legalabb is valos idejii elemzések soran, mint a
kapcsolt FTIR- és MS-technikak. A rokon modszernek szamito pirolizises
gazkromatografia (Py-GC-MS) {6 alkalmazasi teriilete pedig a természetes
¢€s mesterséges polimer rendszerek vizsgalata, ahol igen sokféle, kisebb-
nagyobb molekulaju illékony bomlastermék megjelenése varhato, amelyek
a megfeleld elvalasztas utan ujjlenyomatszerti kromatogramot adva az
MS-detektorok segitségével jol elemezhetok. A pirolizishez azonban
kezdetben igen gyorsan fiitik fel a mintat, ennek kovetkeztében mas
(vagy részben mas) folyamatok jatszoédnak vagy jatszodhatnak le, mint a
termoanalitikai berendezésekben. Az aldbbiakban a TG-MS ¢és TG-FTIR
technikakat mutatjuk be roviden, a kovetkezd fejezet pedig ezek néhany
tipikus alkalmazasat targyalja.

A tomegspektrometria jelentds elonye, hogy képes (a spektrométerre
jellemzo fels6 tomeghatarig) az érkezo 6sszes gazhalmazallapotu kompo-
nenst rendszerint nagy érzékenységgel detektalni. A spektrumsorozatok-
ban megjelend molekulaionok, ill. a fragmentalodasi folyamatokban
keletkez6 ionok alapjan kisérelhetdé meg a gazok/gézok azonositasa, a
jellegzetes egyedi fragmensionok tobbcsatornas figyelésével pedig az
egyes komponensek fejlédésének nyomon kovetése, esetleg mennyiségi
mérése.

A termoanalitikai berendezés €s a tomegspektrometrias (leggyakrabban
elektroniitkozéses, EI) ionforrds jelentdsen eltérd nyomast tereinek
a nyomaskiilonbséget fokozatosan dathidalo kozvetlen 0Osszekotése
sziikséges. TA-MS kapcsolt rendszerekben erre a célra napjainkban
kapillarisok alkalmazasa valt a leggyakoribb csatolasi modda. Leginkabb
a kapillaris gazkromatografidban jol ismert keskeny nyilast (,,narrow
bore”, 0,1 mm koriili bels6 atmérdji) flexibilis kvarciiveg (fused silica)
kapillarisok kertilnek alkalmazasra. A szilanolos OH-csoportok okozta,
polaris komponensekre (pl. H,O, HCI) gyakorolt visszatarto hatast pedig
a kvarciiveg-kapillaris belsé feliiletének megfeleld dezaktivalasaval
(leggyakrabban gyart6ibelso trimetilszililezéssel) mérséklik, ill. kiiszobolik
termosztalasarol szintén gondoskodni szoktak (2.32. ébra).

A TG-MS rendszerekben tobbnyire kvadrupol tomegspektrométert
(QMS) alkalmaznak, ennek f6 oka a QMS alacsony ara. A QMS egyik
korlatja az, hogy kisfelbontasti, azaz az egyszerre jelentkezd kiilonbozo
molekuldk kozel azonos tomegszamt fragmensei kozvetleniil nem
kiiloniilnek el, valamint, hogy a mérhet6 tomegtartomany viszonylag sziik,
rendszerint 1-t61 200-400 amu-ig terjed. Ez utdbbi altaldban elegendd
ugyan szervetlen gazokra és nem til nagy molekulatomegli szerves
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gbzokre, ill. a beldlik képz6dd fragmensionokra, de a polimereket
vizsgald Py-GC-MS alkalmazasokhoz szélesebb tomegtartomany valhat
sziikségessé. Az MS elonye az FTIR-es megoldasokhoz viszonyitva, hogy
képes detektalni az IR-elnyeléssel nem rendelkezd kétatomos elemi gazok
molekulait (O,, H,, N, sit.) is.

QMS-rendszer adapter (250°C)
lenérzé termoel gazfelesleg
$sssssesssss [3sss! o
| csatolo kvarciiveg-kapillaris
(200°C)
mikrokemence
?
minta
gazbeléptetd ) mintatarté

TG-cella

2.32. abra. TG-MS—fejlodogazelemzé berendezés egy lehetséges kapcsolasi
megoldasa [STA 409 (Netzsch) with QMS (ThermoStar, Balzers)]*

Az FTIR-spektroszkopias EGA-megoldasok elénye viszont a MS-hez
képest az, hogy a mérések nem kivannak vakuumot, és igy olyan kiilonleges
Osszekapcsold elemet sem, amely a nyomas lecsokkentéséhez kellene.
Egy egyszert fiitott csé is elegendd ahhoz, hogy az FTIR-spektroszkopias
gazcellat 6sszekdssek a termikus alapkésziilékkel (2.33. abra).

FTIR-gazcella ellenérzé termoelem adapter (250°C)
ellenérz6 termoelem

—
EXXXXXXEXXKX EXEXXEXXEX XY B —2¥ a
el P L RATERA L hs: i 1 PR, -
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(P S 3 L]

csatolé

200°C
( ) mikrokemence

minta

mintatarté
—e gazelvezetés

2.33. abra. TG-FTIR—fejlédogazelemzd berendezés egy lehetséges kapcsolasi
megoldasa [TG 209 (Netzsch) with transfer line for FTIR (Vector 22, Bruker)]*
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Mind a tobbatomos szervetlen gazvegyiileteket, mind a sokatomos
szerves gozoket jellegzetes rezgési spektrumaik alapjan azonosithatjuk,
ill. karakterisztikus rezgési savjaik alapjan kovethetjilk nyomon azokat,
szerencsés esetben tobb légnemii termék egyidejii megjelenése soran is.
Ebben nehézségek, spektralis atfedések formajaban, azonos funkcios
csoportokat tartalmazé homoldg gozok keverékének megjelenése esetén
varhatoak. Az MS-, ill. FTIR-kapcsolasok, ha mindkét kapcsolt modszerrel
elvégezziik egyazon anyag vizsgalatat, sok esetben kompenzalni képesek
egymas hatranyait, mivel a spektralis atfedések ritkan jelentkeznek
egyszerre mindkét modszernél. Erre alapozva késziilnek ¢és jol
hasznélhatok a kombinalt, sorba, ill. parhuzamosan kapcsolt TG-FTIR-MS
mérdrendszerek is.

Mind az FTIR- és MS-megoldds a kimutatasi hatarok tekintetében
rendkiviil érzékeny lehet, bar az egymashoz viszonyitott érzékenységiik
nagymértékben valtozhat a termoanalitikai kemencébdl érkezo kiillonbozo
termékek Osszetétele és az Oblitd gaz természete szerint. Mindkét modszer
alkalmassa tehet6é mennyiségi meghatarozasra is, de a legtobb TA-
EGA mérés mégis mindségi vagy félmennyiségi jellegli. Kiilonosen sok
munka sziikséges ugyanis a kisérleti eljarasok és kalibracios technikak
fejlesztésében ahhoz, hogy alacsony koncentracioban megjelend termékek
pontos mennyiségi meghatarozasat is el lehessen végezni.

2.5.3.1. Kristalyhidratok, -szolvatok és oldoszerzarvanyok
jellemzése

A gybgyszeripari szerves hatéanyagok és segédanyagok korében is
szamos esetben taldlkozhatunk olyanokkal, amelyek kristalyracsabakisebb-
nagyobb stabilitassal viz- vagy egyéb oldoszer-molekuldk is beépiilnek.
A képletegységre jutd beépiild vizmolekuldk sztochiometriai szamarol al-
talaban termogravimetrias mérés segitségével szoktunk tajékozodni. Ezt
a tajekozodo értékelést megnehezitheti a minta lazdn k6tddoé — gyakran a
szemcsék fajlagos feliiletétdl is, de els6sorban a kornyezeti paratartalom
¢€s a minta egyensulyi géznyomasa kozotti viszonytol fliggd mértéki — ak-
tualis nedvességtartalom, tovabba a mintaba kémiailag beépiild, de ennek
ellenére még viszonylag alacsony homérsékleten kiszabaduld szerkezeti
viztartalom is. A viz-, ill. oldészer-molekulak felvételének, ill. leadasanak
részletes €s alapos vizsgalatara altalaban dinamikus g6zszorpcids, illetve
-deszorpcios (DVS) méréseket végeznek kvarckristaly ultramikromérlegek
segitségével szabalyozhatdé hémérsékletii és paratartalmi kamrakban.*
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Az eldallitasok, kristalyositasok ¢és levalasztasok soran eldallhatnak
olyan esetek is, hogy az oldoszer aprobb zarvanyok formajaban zarul a
szemceseékbe, ill. a szemcsék koze, tovabba olddszerelegybdl kristalyositott,
ill. levalasztott kisérleti mintdk esetén nem lehetiink teljesen biztosak
a beépiild kristalyoldoszer mindségében, ill. Osszetételében. Ilyenkor
tajékozodasul hasznos lehet TG-MS, ill. TG-FTIR kapcsolt fejlodégaz-
elemzési mérések segitségiil hivasa.

Elsé példankban a 195-196 °C-on észlelt olvadaspontjan a szerves
anyagminta — a szimultan TG/DTA-felvétele alapjan — igen kismértéki
(kb. 0,33-0,37%-nyi), de — ismételt mérések szerint — szignifikdns
sulycsokkenést mutat. A derivativ termogravimetrias (DTG-) gorbe is
megerdsiti ezt, viszont az olvadasi endoterm cstcsnal nem észlelhetd
elkiiloniilé hoeffektus (2.34. abra).

A segitségiil hivott TG-FTIR-spektroszkopias fejlodogaz-elemzo
berendezésiinkkel sikeriilt a minta olvadasa soran, 7" = 195 °C koril,
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2.34. abra. Oldészerzarvanyt tartalmazo szerves anyagminta szimultan TG/DTA-
mérése soran nyert TG-, DTG- és DTA-gorbéi (130 ml/perc levegdaram, 10 °/perc
felftitési sebesség, kezdeti bemérés 6,93 mg)
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vélhetden zarvanyformajukbol kiszabaduld szerves gbézoket észlelni,
melyek kotésnyujtasi CH-rezgései aztan a tovabbi melegités soran mar
nem jelentkeztek ujra. A 2.35. dbra fels6 spektrumaban a vizgdz rezgési-
rotacios savrendszerei kozott, 2976 cm™ koriil 1athatd, hogy megjelentek
valamely atmenetileg el6toré szerves oldoszer gozének alifas CH
kotésnyujtasi rezgéseinek abszorpcids csucsai.

A2.35.abraalso FTIR-gézspektruma alapjdn a magasabb hdmérsékleten
(T'=292 °C-on) lejatszodo folyamatokra is ramutathatunk. Ekkor mar csak
az el6zotol jelentdsen eltérd spektrummal bird, megolvadt minta gézének
fejlodése lathatd a novekvé homérséklettel egyre novekvd koncent-
racidban, bar némi szén-dioxid-fejlodés is jelentkezik; ez utdbbi a gézok
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2.35. abra. Az oldoészerzarvanyt tartalmazo szerves anyagminta kapcsolt TG-FTIR-
spektroszkopias fejlédogaz-mérése soran 7'= 195 °C-on (feliil) és 7= 292 °C-on
(alul) kapott gézspektrumok levegdaramban

Kovetkez6 példankban egy B-laktam-karbaldehid®? eldallitasa soran
sosavas vizes dimetil-formamidos oldatbdl nyert szildrd mintarol sikeriilt,
tobbek kozott szimultin TG/DTA-MS moddszer segitségével, igazolni,
hogy az a vart karbaldehid geminalis dioljanak kristalyvizes modosulata
(2.1. séma). A TG-gorbén két, viszonylag jol elkiiloniild 1épésben 3,6, ill.
4,5%-nyi tomegvesztés volt tapasztalhatd, amelyek a DTG-gorbe szerint
68 és 132 °C-on voltak maximalis sebességlick. A légnemi termékek
tavozasa a DTA-gbrbén is endoterm hdéeftektusokat mutatott, mégpedig a
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2.1.séma. A p-laktam-karbaldehid geminalis dioljanak vizvesztési Iépései

vizmentes vegyiilet 219 °C koriil észlelt (s az irodalmival viszonylag jol
egyezd) olvadaspontja alatt (2.36. abra).
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2.36. abra. A f-laktam-karbaldehid geminalis diol-hidrat mintajanak szimultan TG/
DTA-mérése soran nyert TG-, DTG- és DTA-gorbék (130 ml/perc levegéaram, 10 °/
perc felftitési sebesség, kezdeti bemérés 10,05 mg)

A TG- és DTG-gorbén 215 °C-on jelentkez6 gyors tranziens hatast az
okozza, hogy a szilard szemcsékbdl keletkezd olvadékeseppek a feliileti
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szabadenergia-tobbletiiket csokkentve hirtelen egyesiilnek, s ennek
mechanikai hatasat érzékeli a mérleg.

A kapcsolt kvadrupdl tomegspektrométeres mérdrendszer segitségeé-
vel megaéllapithatd volt az is, hogy az elsé két tomegvesztési 1épésben
egyarant vizgdz tavozott. A tdvozo vizgdz elektronionizacids tomeg-
spektrumaban megjelend kiilonb6zé tomeg/toltés aranyl pozitiv ionok
iondramdnak nyomon kovetésével, utobbiakat logaritmikusan abrazolva
a mintahémérséklet fliggvényében, parhuzamos lefutastt vizgdz-
fejlédésmenet gorbéket kaptunk, melyeket a 2.37. dbran mutatunk be.
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2.37. abra. A p-laktam-karbaldehid gemindlis diol-hidrat mintdjanak kapcsolt TG/
DTA-MS mérése soran tobbszords ionkdvetési modban, tobbesatornasan nyert
vizgozfejlodésmenet-gorbek, a vizgoéz jellegzetes MS-ionjaira mérhetd ionaramok
(logaritmusa) alapjan (130 ml/perc levegdaram, 10 °/perc felfiitési sebesség,
bemérés 10,05 mg;a harmadik vizgdzfejlodési 1épés mar maganak a vizmentes
aldehidnek az oxidativ bomlasat kiséri)

Mivel més olddszerre utald fragmensionokat nem észleltiink, az elsd
tomegcsokkenési 1épést racskozi kristalyviz, a masodikat pedig a geminalis
diolbdl eliminacidval kilépo szerkezeti viz tdvozasanak feleltethetjiik meg.
gy a kiilonbozo erésséggel és jelleggel kotott viztartalom elkiiloniild
hémérséklet-tartomanyban torténd tavozasara is egy Ujabb demonstrativ
példat lathattunk.

2.5.3.2. Bomlasi folyamatok leirasa

A szerves hatdéanyagok esetén biztosan felmeriil a fejlodogaz-elemzés
igénye, ha a vegyiilet viszonylag alacsony (100 °C alatti vagy ahhoz kozeli)
hémérsékleten mar bomlast, degradaciot szenvedhet, és ekkor fontos meg-
tudni a kishdmérsékletii bomlas termékeit, beleértve a légnemiieket is.
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2.2. séma. A Benomil és elsddleges bomlastermékei

A Benomil (vagy mas néven Benlate, ismert gombadlo szer, 2.2. séma)
a vildg szdmos orszagaban azért keriilt tiltolistara, mivel magasabb
hémérsékleteken (foleg tropusi teriileteken tortént szakszerlitlen tarolas
alatt) id6 eldott bomlani kezdett, és beldle artalmas légnemii termék
szabadult fel.
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2.38. abra. Benomil minta szimultdn TG/DTA-mérése soran nyert TG-, DTG- és
DTA-gorbék (levegdaramban, 10 °C/perc)
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Szobahdmérsékleten még nem, de 10 °C/perces fiités mellett
90-100 °C kozott, ill. még lassabb felfiitést alkalmazva (pl. 1 °C/perc
esetén) pedig mar kb. 65 °C koriil megindul a bomlasi folyamata.** Mind
TG-FTIR, mind TG-MS—fejldd6égaz analizis szerint butil-izocianat-géz
fejlodik a mintabol ebben az elsé bomlasi 1épésben (2.2. séma).** A kdzel
sztochiometrikus bomlasi reakcié szilard terméke pedig karbendazim,
amely a kiinduldsi anyag a Benomil eldallitdsdnak utolsod Iépésében. A
folyamatnak ezt a leirasat a csoportunkban végzett TG-FTIR és TG-MS
vizsgalatok is megerdsitették (2.38. dbra), st a tovabbi bomlasi 1épcsdkben
keletkezo fobb légnemii termékeket is sikeriilt azonositanunk és nyomon
kovetniink,* amit a 2.39. dbran az észlelt g6zok/gazok jellegzetes FTIR-
spektroszkopids elnyelési savjai alapjan megrajzolt fejlddésmenetek
forméjaban mutatunk be.
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2.39. dbra. Benomil minta levegéaramban végzett, kapcsolt TG-FTIR-
spektroszkopias fejlodégaz-elemzési mérése soran jol azonosithatd termékgazok
fejlddésmenetei, jellegzetes elnyelési savjaiknal integralva az abszorbanciaértékeiket

Abban az esetben is sziikségessé valhat a fejlod6 gazok azonositasa,
ha az elvégzett DSC-vizsgalatok alapjan felmeriil annak gyantja, hogy
a minta a ,nagyenergiaju” (esetleg robbanasveszélyes) anyagok kozé
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soroland6. Leginkabb levegdben exotermen bomld anyagok esetén
fordulhat ez eld, amikor a DSC-n tul pl. kapcsolt TG/DTA-MS és vagy
TG-FTIR vizsgalatok segithetnek a véalasz megadasdban. A kovetkezd
példankban bemutatott szintetikus termék 145 °C koriil bekovetkezd
olvadasa utan, exoterm folyamatban bomlik. A minta DSC- és TG/DTA-
MS mérésének eredményei szerepelnek Osszerajzolva a 2.40. abran, ahol
a legals6 gorbe az egyetlen, tomegspektrometridsan észlelt ion (m/z = 43)
iondramat mutatja a felftités soran.
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2.40. abra. Exotermen bomlé anyagminta DSC- (hermetikusan lezart Al-tégelyben,
10 °/perc, bemérés 2,066 mg) és TG/DTA-MS (lezart, majd a tetején tiivel
kilyukasztott Al-kapszulaban, levegéaramban) mérésének gorbéi. A DTA-gorbe
megerésitette a DSC-vizsgalat eredményét, ezért kiilon nem mutatjuk. A bomlas
héfoktartomanyaban csupan az m/z = 43 tomeg/toltés aranyu ion mutatott valtozast®!
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A péarhuzamosan elvégzett TG-FTIR-spektroszkopias kapcsolt
fejlodogaz-elemzés is, némi szén-dioxid-fejlodésen tal, egyetlen
fokomponenst jelzett, mégpedig az izocidnsav (HNCO) abszorpcios IR-
sédvjainak megjelenésével (2.41. abra). Ez Osszhangban van a tomeg-
spektrometrias eredménnyel, hiszen az izociansav molekulaionjanak
az m/z-¢értéke éppen 43. Ennek az anyagnak a megjelenése azonban
semmiképpen sem utal heves hdtermeléssel lejatszodd oxidacios
folyamatra. Az olvadast kovetd exoterm csucs valdszinfileg a minta
feliiletén, illetve a gazfazisban lejatszodo (részleges) oxidaciohoz
rendelhetd.
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2.41. abra. Exotermen boml6 minta levegdéaramban végzett TG-FTIR mérésének
eredményei: a bomlas els6 1épésében, a legnagyobb gazfejlodési sebességnél észlelt
gozspektrum, és az ott fokomponensként azonositott izociansav fejlédésmenete. Az

abszorbancia integralasa 2215 és 2300 cm™! koz6tt tortént

115



2.5.3.3. Szupramolekularis vegyiiletek, kokristalyok
vizsgalata

A fejlodogaz-elemzés, kiilondsen a termogravimetriaval kapcsolva
(TG-EGA), a szilard szupramolekulédris vegyliletek jellemzésében is
hasznos. A réacsvegylileteket (kokristalyokat) alkoté molekuldk sokszor
hidrogénion-atadassal soszertien, avagy a semleges molekuldk kozotti
masodlagos kotderdkkel (van der Waals-erokkel, de leggyakrabban
hidrogénhidas kolcsonhatasokkal) kapcsolodnak egymashoz. Kiilonosen
kézenfekvd a kapcsolt termoanalitikai modszerek alkalmazéasa olyankor,
amikor a szupramolekularis vegytilet alkotoinak illékonysaga jelentésen
eltér egymastol (pl. ha az egyik konnyen parolgo folyadék vagy szublimalo
szilard anyag). Azokban a szerencsés esetekben, amikor a szupramolekularis
képz6dmény bomlasa soran az illékonyabb komponens tavozasa még a
kevésbé illékony alkotd degradacioja eldtt teljes mértékben bekovetkezik,
a TG-Iépcsok alapjan még az eredeti szupramolekularis vegytiletek
kezdetben ismeretlen sztochiometridjara is visszakovetkeztethetiink,
amint azt az etanolammonium-teofillinat (1:1), a teofillin és az ikerionos
etiléndiaminkarbamat kokristalya (1:1),%¢ ill. az 1,4-diammoéniumbutan-
bisz(teofillinat) (1:2) esetén’®’ tehettiik.

(0] (6] (0] 0
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I o I o]

teofillin-ftalsav kokristaly teofillin ftalsavanhidrid  vizgoz
2.3. séma. A teofillin-ftalsav kokristaly és elsddleges bomlastermékei

Ha a szupramolekularis vegyiilet hdstabilitdsa viszonylag nagy,
el6fordulhat, hogy a bomlasi hémérsékleti tartomanyaban az illékonyabb
komponens mar sajat forrpontja kozelében, avagy folotte, ill. sajat
termikus stabilitdsdnak hatdran szabadul ki. Ilyenkor nem mindig
lehetiink bizonyosak abban, hogy a kérdéses komponenst eredeti
kémiai formajaban (tehat bomlas vagy mas atalakulas nélkiil), azaz a
beépiilésével egyezd alakjaban tudjuk azonositani. A teofillin ftalsavas
1:1 modlaranyt szildard molekulavegyiiletének (2.3. séma) szimultan
TG/DTA-EGA vizsgéalata soran a ftalsavmolekulanak megfeleld
tomegveszteség volt észlelhetd a TG-gorbén (2.42. abra, fels6 gorbe).
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2.42. abra. Teofillin-ftalsav 1:1 szupramolekularis vegyiiletének szimultin TG/DTA-
mérése soran nyert TG- és DTA-gorbék (130 ml/perc levegéaram, 10 °/perc felftitési
sebesség, kezdeti bemérés 7,71 mg)

Viszont a TG-FTIR vizsgalatok gézspektrumai a NIST Chemistry Webbook
adatbazisaval Osszevetve mar a ftalsavanhidrid gézeinek megjelenését
mutattak (2.43. abra), vagyis a tdvozo ftalsavat annak anhidriddé alakult
formajaban sikeriilt észlelni és azonositani.*®

A specialis detektorokkal végzett fejlodogaz-elemzésrdl szol6 alfejezet-
ben mar emlitettiik a ciklodextrinek zarvanykomplexeinek vizsgalatat,
melybenafelszabadul6 szerves gazok detektalasa langionizacios detektorral
tortént. E vizsgalatokat kapcsolt TG-EGA technika segitségével meg-
ismételve tovabb novelhetd a zarvanykomplexekrdl kaphato informaciok
mennyisége és mindsége.*

Uj rendszerek vizsgalatan tGl tehat a kapcsolt termoanalitikai
méréstechnikdktol a korabbi eredmények kiegészitése és pontositasa is
varhato.
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2.43. dabra. Teofillin-ftalsav 1:1 szupramolekularis vegyiiletének szimultan TG-

FTIR mérése soran 210 °C-on (az els6 tomegvesztési 1épcsd legnagyobb tavozasi

sebességénél) nyert FTIR-g6zspektrum; a csillaggal jelzett elnyelési savok a

ftalsavanhidrid g6zét6l szarmaznak® (130 ml/perc leveg6aram, 10 °C/perc felfiitési

2.

sebesség, kezdeti bemérés 15,63 mg)
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3. Pasztazo tuszondas modszerek
Nagy Péter Miklos, Kiirti Jeno

3.1. Bevezetés

A mikroszkopi leképzés fontos szerepét a természettudomanyok,
gyogyaszat ¢és a technika teriiletén bizonyosan nem kell hangsulyozni. A
»hogyan miikodik?” kérdés nem csak az egyes ember, de az emberiség
gyermekkoraban is megfogalmazodott, és végigkiséri életiinket és
torténelmiinket. Ez a megismerési vagy hajtja az Embert az egyre nagyobb
¢s az egyre kisebb dolgok, jelenségek megismerésére, és ez kovetelte,
koveteli meg az ehhez sziikséges eszkozok, a tavesovek és mikroszkopok
megalkotasat és folyamatos fejlesztését. Mindkét eszkozt nagyjabol egy
idében, a XVI-XVII. szdzad forduldjan alkotta meg Galileo Galilei,
Hans Lippershey és Zacharias Jansen. Ezek az eszk6zok hatalmas kaput
nyitottak a tudomanyos megismerésre, terjedésiik és fejlodésiik mind a
mai napig toretlen.

Az optikai mikroszkop fejlédése a XIX. szazad masodik felében Ernst
Karl Abbe munkassadgaval forduléponthoz érkezett; egyrészt hatalmas
technikai fejlddésen esett at, masrészt vilagossa valtak korlatai: az optikai
mikroszkop felbontasa nem novelhetd tovabb, mint a fény hulldamhosszanak
nagyjabol fele (Abbe toérvénye).” Erre a kihivasra adott valaszt harom
miszercsalad kifejlesztése a XX. szdzadban: az atvilagito (transzmisszids)
elektronmikroszkop (transmission electron microscope, TEM) az 1930-as
évek, a pasztazo elektronmikroszkop (scanning electron microscope, SEM)
az 1960-as évek, és a pasztazo tiiszondas mikroszkopok (scanning probe
microscope, SPM) az 1980-as évek gyiimdlcse. Technikai tokéletesitésiik
napjainkban olyan szintre ért, hogy a TEM és az SPM alkalmas az atomi
felbontasra, a SEM pedig ennek kozelébe ért. Ezzel bizonyos értelemben
befejezettnek tekinthetjiik a mikroszkopok fejlesztését: az atomok belseje
mar nem tanulmanyozhat6, nem leképezhetd, de nem is elképzelhetd a
szokasos képi abrazolassal, tehat a feloldas €s a nagyitas tovabbi ndvelése
mar nem lehet a mikroszkopok fejlesztésének célja.

A felsorolt mikroszkopokat két nagy csaladba sorolhatjuk: az optikai
€s a transzmisszios elektronmikroszkop képe a targy megvilagitasa és
optikai leképzése altal jon létre, mig a pasztdzd mikroszkopok (SEM

* Arra, hogy ez még sincs kébe vésve, hanem az Abbe-féle limit optikai modszerekkel
is meghaladhat6, a legszebb bizonyiték a 2014. évi kémiai Nobel-dij, amelyet a
szuperfelbontdsu fluoreszcens mikroszkopia kifejlesztéséért itéltek oda.
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¢és SPM," de pl. a konfokalis mikroszkop is) mas elven miikodnek: egy
paranyi szondat mozgatnak a targy feliiletén, és az adott ponthoz rendelt
képpont fényességét a szonda és targy kozotti valamilyen kolcsonhatas
erdssége szerint allitjak be. Ebbdl a pasztazd mikroszkopok tobb fontos
tulajdonsaga kovetkezik:

* a képalkotasban nem jatszik szerepet az optikai leképzeés, tehat a
felbontéast sem korlatozhatja;

* a nagyitas annak kovetkezménye, hogy a targyon pésztazott teriilet
sokkal kisebb, mint a kép;

* az igy eldallitott kép csak laza kapcsolatban van (vagy akar
semmilyen kapcsolatban sincs) a targy lathato képével, az pusztan a
targyrol gyljtott informaciok képszert abrazolasa;

* ez a kép a targynak vagy mintanak nem csak alakjat, hanem mas
tulajdonsagait is jellemezheti, pl. a kémiai Osszetételét bizonyos
SEM-felvételeken, vagy akar elektronszerkezetét bizonyos STM-
képeken.

Mi vezetett ezen kiilonleges miiszerek kifejlesztéséhez, €s miért
nevezzik ezeket mikroszkopoknak? A masodik kérdésre konnyebb a
felelet: ezek az eszkozok is a targy nagyitott képét allitjak eld, bar nagyon
mas elvek alapjan mitkddnek, mint a tobb szaz éve hasznalt mikroszkopok.
Az altaluk szolgaltatott ,,kép” gyakran nincs kapcsolatban azzal a képpel,
amit abban az esetben latnank, ha szemiink felbontdsat akkorara tudnank
novelni, mint ezen ,,mikroszkopok™ felbontasa, de mérési eredményeiket
képszeri formaban szolgaltatjak, igy konnyen értelmezhetdek képként.
Az ilyen, tagabb értelemben vett mikroszkopok megalkotasat a tudomany
¢s technika, a mikroelektronika, az anyagtudomany, a biologia és
az orvostudomany fejlodése kényszeritette ki. Talan nem véletlen,
hogy a pasztdzd tliszondds mikroszkopok csaladjanak elsd tagjat
1980/81-ben G. Binnig, H. Rohrer és munkatarsaik az IBM Ziirich
melletti kutatolaboratoriumaban fejlesztették ki,'? amelyet pasztazod
alagutmikroszkopnak neveztek el (Scanning Tunneling Microscope, STM).
Ez a berendezés forradalmasitotta a mikroszkdpiat és a feliiletanalizist,
megalkotdinak nagyon révid ido, alig 5 év alatt Nobel-dijat hozott,
mivel eszkoziik a tudomany (€s a mikroelektronika) égetd kérdéseinek
tisztazasaban segitett, mint példaul a szilicium-egykristaly feliiletén
tapasztalhatd, az elemi cella méretét lényegesen meghaladd méretii atomi
atrendez6dés (rekonstrukcid) megismerése.”

Ez az eszkoz azutan tobb, hasonlé elven mitkodoé miszer, ,,mikroszkop”
megalkotasahoz szolgalt példaként. Ebben a sorban az elso ketté az atomi

*Tobb, foleg angol nyelvii konyv foglalkozik az SPM-ek elméletével és gyakorlataval.>>
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erdmikroszkop (Atomic Force Microscope, AFM)°® és a pasztazod optikai
kozeltérmikroszkop (Scanning Near-Field Optical Microscope, SNOM).”
Bér az SPM-ek csalddja napjainkban tobb mint 30 tagot szamlal, a felsorolt
3 tipus adja ma is az SPM-es vizsgalatokkal elért tudomanyos eredmények
nagy tobbségét. Mindegyikiik tobbféle mitkddési modban alkalmazhato,
ez a sokféleség az — a hatalmas nagyitas mellett —, ami nélkiil6zhetetlenné
teszi ezeket a biologus, orvos, vegyész vagy anyagtudos szamara. Ebben a
fejezetben ezeket a mikroszkopokat ismertetjiik eldszor egy rovid technikai
leirasban, majd kiilonb6z6é szempont alapjan valogatott alkalmazasokon
keresztiil.

A pasztazo tliszondas mikroszkopok miikodése két alapvetd elven
nyugszik: a pasztazas és a kozeltér-kolcsonhatas elvén. A két elv egylittesen
teszi lehetéve, hogy megfeleld szonda €s kdlcsonhatds valasztasa esetén
egy-egy képpont informaciotartalmat egyetlen atom elektronfelhdjének
toredék része hatarozza meg, igy a mikroszkoppal az anyag atomi, sét
szubatomi felbontassal vizsgalhat6. A fent emlitett elsd alapvetd elv azt
jelenti, hogy ezekben a mikroszkdpokban a képet képpontrol képpontra
haladva tapogatjuk le egy precizidés mozgatomechanizmus segitségével, a
masodik pedig azt, hogy a képjel kialakuldsdban, a mozgatas vezérlésében
¢s a feloldds meghatdrozdsaban a szonda-minta kozti kozeli kolcsonhatas
meghatarozd szerepet jatszik. Az ilyen miikodés soran alkalmazhatd
kolcsonhatasokat késébb ismertetjiik részletesebben, eldszor a kozos
funkciokat, a szonda szabalyozott mozgatasat, a kolcsonhatas-erdsség
szabalyzojell¢ alakitasat és a kép szamitdgépes eldallitdisanak modjat
mutatjuk meg.

3.2. A pasztazo tiiszondas mikroszkop miikodési
elve

Az optimalis miikddés biztositasa érdekében valamennyi SPM néhany
altalanos konstrukcios elvet kovet fliggetleniil attol, melyik tipushoz
tartozik, illetve milyen marka gyartmanyaként keriil piacra. Ezen elveket
az alabbiakban foglaljuk Gssze:

* a szonda biztonsagosan megkdzelitse a mintat (durva kozelités);

* a szonda a minta felett, annak feliiletével parhuzamosan, megfeleld

tavolsagban, kis Iépésekben pasztazzon (finom mozgatas);

* a képjelként valasztott mérési adatok konnyen értékelhetd vizudlis

formaban jelenjenek meg a képernydn a mérés folyaman;
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e és végiil, de nem utols6 sorban, a berendezés mechanikus és
elektromos-elektronikus zaja olyan alacsony szinten maradjon, hogy
ne okozzon jelentds zajt a képjel(ek)ben.

szonda-minta kdlcsénhatas
erésségének érzékelbje

@ —m

durva
kozelités

, . szonda
visszacsatolas

A

Vi Il NN

piezo mozgatd
amintax, y, z

mozgatasara szamitégép

VAVl

3.1. abra. A pasztazo tiszondas mikroszkop altalanos felépitése

Egy pasztazd tliszondads mikroszkép altalanos elvi felépitését a
3.1. abra szemlélteti. A szerkezet 1ényegében egy merev vazba épitett
piezomozgatobol all. A vazban meg kell oldani a szonda és a minta
kozelitését, erre leggyakrabban harom, gombben végz6dé menetes orsot
hasznalnak. A harompontos alatamasztas mechanikailag a legstabilabb, de
az SPM-ek konstrukcidjaban ezt egy kiilonleges megoldassal is javitani
szoktak, ahogy azt a 3.2. abran megfigyelhetjiik. A 3 gdmb egyike kipon
fekszik fel, €s ezzel a 3 transzlacids mozgasi szabadsagi fokot hatarozzameg,
a masodik egy vagaton fekszik 2 rotaciés mozgast blokkolva, a harmadik
egy sikfeliileten nyugszik a 3. rotacidos mozgast akadalyozza meg. Ezzel
ugy, hogy a szerkezetben nem ébrednek fesziiltségek, melyek relaxacidja a
mérés soran képhibat, , kiaszast” okozhatna. A szonda mintdhoz val6 durva
kozelitése a csavarok emelésével vagy siillyesztésével torténik. A 3.2.
abran bemutatott szerkezetben két menetes orsé segitségével a szondat a
minta kozvetlen kozelébe juttatjuk, majd az automatikat bekapcsolva egy
Iéptetébmotor a harmadik csavar segitségével elvégzi a kozelités végso
szakaszat. A kozelités soran a finommozgato-mechanizmus (altalaban
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piezoelektromos elven muikodd™ szerkezet, gyakran egy egyszerl
piezokeramia csO) z iranyban kinyujtott allapotban van, majd elérve azt
a minta-szonda tavolsagot, ahol az SPM tipusara jellemzd kolcsonhatas
erdssége eléri az eldre beallitott értéket, az automatika a kozelitést leallitja.
Fontos, hogy a finom mozgat6 szabalyzasa képes legyen a durva mozgatd
leallasa alatt a piezocso kinyulasat oly mértékben csokkenteni, hogy a
szonda hegye ne sériiljon. Ez a pésztazo alagitmikroszkdpok esetében
gyakran probara teszi a szabdlyozas sebességét.

" Piezocsd & tiitarté

3.2. abra. A pasztazd tliszondas mikroszkop vaza szétszerelve. A kozelitést végzo
gdmbben végzddo csavarok is megfigyelhetdk (jobboldali alkatrészen nyilakkal
jelolve). A kupos, arkos ¢és sik fészkek a baloldali alkatrészen vannak nyilakkal

jelolve. A piezocsO és a palastjara ragasztott tlitarto is jol lathatod

A piezokeramia alaptl finom mozgatd, azaz pasztazoelem alkalmazasa
lényegében az STM feltalalasa ota altalanos. Kezdetben un. ,, TriPod”
haromaglt mozgatdkat alkalmaztak (3.3. abra).

A ,, TriPod”-okat a piezocsdvek kb. egy évtized utan csaknem teljesen
kiszoritottak, mivel a szokdsos méretli piezokeramidk nemlinearitassal,
hiszterézissel és mas, 1dofliggd hibakkal terhelt fesziiltség-elmozdulés-
fliggvényét legegyszeriibben a csovek alkalmazasaval lehet linearizalni:
azonos elmozdulas a csdvekben kb. tized akkora deforméacioval jon 1étre,
mint a ,,TriPod” elrendezés esetén. A csé elrendezés tovabbi elénye a
nagyobb mechanikai stabilitdsban, konnyebb gyarthatosagban keresendd.
A piezocso6 kiilsé palastjan négy negyedre osztott, belsd palastjan pedig
egybefliggd fémbevonat taldlhatd. A belsé fémbevonatot foldelve és a

* A piezoelektromos hatast mutaté anyagok elektrosztatikus tér hatasara megvaltoz-
tatjak alakjukat: a térrel parhuzamos iranyban megnyulnak vagy 6sszehuzodnak, mig
a masik két iranyban forditva, 6sszehuzdédnak vagy megnyulnak.
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3.3. abra. ,,TriPod” haromagu mozgatd Binnig és Rohrer elsé STM-jének
modelljében. (Az eredetit szétbontottak)

kiils6 palast egymassal szemben fekvo kvadransaira ellentétes fesziiltséget
kapcsolva a cs6 meggorbiil, a csé vége a csétengelyre merdlegesen
elmozdul (3.4. dbra). Ezzel a mozgassal all el6 az x-y pasztazas. A z iranyu
mozgast vagy a belsé palast fesziiltségének valtoztatasaval, vagy a cs6
szonda feldli végén kialakitott z mozgatd gylriire kapcsolt fesziiltséggel
allitjuk eld.

Y+ Z Z

X-
T e v

~1 |~

3.4. abra. A piezocsoves szkenner felépitése és mikodése

Egy ujabb évtized elteltével, az utdbbi évtizedben a finommozgato-
elemek linearitasanak tovabbi ndvelése céljabol a ,,stage” rendszerii, harom
fiiggetlen, visszacsatoltan szabalyozott tengellyel rendelkez6 mozgatok
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terjednek. Ezek a ,, TriPod” és piezocsé mozgatokhoz képest komoly
finommechanikai és elektronikai elemeket tartalmaznak, a mozgast ,,piezo
stack” vagy bimorf tipusit mozgatok generaljak.

3.5. abra. Korszeri 50 p-os x-y ,,flat scanner” képe ¢s a felhasznalasaval mikodo
AFM (forras: http://parksystems.co.kr)

Fontos konstrukcidos szempont az SPM-ek tervezésekor a miiszer
vazanak merevsége: az egyes alkatrészek rezgése kicsi amplitudoju
¢s jol csillapitott kell, hogy legyen. Az SPM-ek z iranyu feloldasara
a 0,005 nm, x-y iranyara pedig a 0,05 nm jellemzd, ez természetesen
csak akkor valosulhat meg, ha a szerkezet rezgései ennél lényegesen
kisebbek. Tanulsagos ezen adatokat az interferométereknél megengedett
negyed hullamhossz, azaz kb. 100 nm-es rezgésekkel Osszevetni. A
masik oldalon az SPM-berendezések elhelyezésénél is fontos szempont
a rezgésmentes kornyezet, gyakran pneumatikus vagy elektromechanikus
rezgésmentesitést alkalmaznak a kdrnyezeti rezgések csillapitasara, de sok
esetben egy egyszerii rugalmas felfliggesztés is megfelelé eredményt ad a
rezgések képen megjelend hatasanak kikiiszobolésére.

Az SPM szerkezetét dontden befolyasolja, hogy a szonda vagy a
minta keriil-e a piezomozgatéra. A kérdést praktikus szempontok alapjan
dontik el. Ha az adott SPM-et nagy tomegli mintak vizsgéalatara tervezték,
akkor altalaban a szonda mozog, ha a minta mérete és tomege korlatozott,
akkor a mikroszkop konstrukcios elvei a dontdéek. Az egyszerliség
altalaban a szonda mozgatasa mellett sz6l, mert igy a minta behelyezését
¢és a mikroszkopba vald rogzitését egyszeriibb megoldani, de pl. AFM-
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ben a minta mozgatasa az eldnydsebb, mivel igy a fénymutatd optikéja
egyszeriibb lehet, nem kell optikailag kompenzalni a szonda l1ézerdiddahoz
¢s a detektorhoz viszonyitott pasztazé mozgasat. A viszonylag nagy méretii
¢s teherbirasu ,,flat scanner”-ek elterjedésével a legijabb miiszerek szinte
kizarolag a mintat mozgatjak az (ebben a két iranyban) 416 ti alatt, mialatt
a z iranyu mozgast a tiszonda végzi, ezzel elektromosan és mechanikusan
is fliggetlenitve az x-y pasztazast a domborzat z irdnyu kovetésétdl (3.5.
abra).

A piezokeramia alapii mechanikus mozgatok alkalmazasa okozza a
pasztazo tliszondas mikroszkopok két jelentés hatranyat mas mikrosz-
kopokkal szemben: a lassu képalkotast és a nagyjabol 100-200 pm-re
korlatozott legnagyobb képméretet (vagy nagyjabdl N = 1000-szeres
legkisebb nagyitast). A szonda csucsat valamennyi SPM-ben a minta
feliilete felett néhany tized nm tavolsagban kell mozgatni, a minta
domborzatatol fliggetleniil. A feliiletbe {itkozés a tliszonda (és a minta)
karosodasaval jarhat (pl. STM esetén), a nagyobb eltdvolodéas pedig
a képalkotas megsziinését okozhatja. A nagy pasztazasi sorfrekvencia
€s a nagy pasztazott kép ellentmondasos kdvetelményeket tamaszt az
elektromechanikus szabalyzassal szemben: a minta egyenetlenségei felett
viszonylag ,,nagy” (de azért < 1 mm/sec) sebességgel mozgo tliszonda
itkdzésmentes mozgatasa megkdveteli, hogy nagyon gyorsan, nagyon
nagy elmozdulasokra legyen képes a tii hegye, szaknyelven fogalmazva
magas atviteli hatarfrekvenciat és nagy nyilthurk( erdsitést biztositson a
szerkezet. Az atviteli frekvenciat a rendszer legalacsonyabb mechanikus
rezonanciafrekvenciaja hatdrozza meg, ami nagyméreti (= 100 pum)
piezomozgatoknal 1 kHz koriili érték, a nagy nyilthurkl erdsités pedig
az elektromos és mechanikus dngerjedés valosziniiségét noveli meg. Igy
nehéz olyan konstrukcidt alkotni, ahol a pixelrél-pixelre ugras frekvenciaja
meghaladja az el6bb emlitett 1 kHz-et, illetve ahol 3-4 Hz-nél nagyobb
sorfrekvencia alkalmazhat6. Ez az oka annak is, hogy az SPM technikaban
gyakori a 256x256 képpontbol allo kép, de még a 128x128-as képek is
elé6fordulnak: nagy ara van a képpixelszam emelésének, ezzel aranyosan
né minden egyes kép felvételének ideje is!

Az elektromechanikus mozgasvezérld legalabb olyan fontos
eleme a pasztdzo tliszondas mikroszkopoknak, mint maga a mozgatd
mechanizmus: egyrészt ez biztositja, hogy a tii ne iitkdzzon a mintaval,
ilymodon karositva mindkett6t; masrészt ez allitja elé a képjelet, amit
egy digitalis kép eldallitasara haszndlunk fel. Ez a mozgasvezérld egy
visszacsatolt szabalyzokor, ami, mikdzben az x-y pasztazas eldirt program
szerint halad, folyamatosan biztositja, hogy a tii hegyén a kivalasztott
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fizikai kolcsonhatas (alagutaram, ,,cantilever” lehajlasa, fényerdsség stb.)
nagyjabol allando intenzitast legyen. Mivel minden szabalyzokor (3.6.
abra) gy miikddik, hogy ha a szabdlyozott jel megvaltozik, azaz hibajel
keletkezik, beavatkozik a jel helyreallitasa érdekében, ezért a kdlcsonhatas
intenzitasa a szabalyzokor beallitasatol fiiggden kicsit valtozik, ez generalja
az SPM-ek kétféle képjelét:

e domborzati” képet a szonda-minta kolcsonhatas allandé értéken

tardsa Utjan, vagy

 kolcsonhatas” képet a szondat a minta feliiletével parhuzamos

sikban pasztazva.

Az elsO esetben a szabalyz6 elektronika ugy véltoztatja a szonda Z
magassagat, hogy az adott kolcsonhatasi paraméter allandé maradjon,
képjelnek pedig a Z irdnyu piezomozgatora adott fesziiltséget tekintjiik. A
masodik esetben a Z piezomozgato allando vagy lassan valtozo fesziiltséget
kap, a képjelként pedig a kolcsonhatés er@sségével aranyos elektromos jelet
alkalmazzuk. Ez kiilonleges jelleget kolcsondz az SPM-szabalyzasnak: a
szabalyozott jel és a szabalyzas hibajele egyarant a rendszer kimendjelét
jelentheti. A valosagban egyik képalkotasi modellt sem lehet megvaldsitani
tiszta formaban, mindig megjelenik egy gyenge ,.kolcsonhatasi” kép a
»domborzati” kép felvételekor, és forditva. Ha a ,kolcsonhatasi” kép
hordozza a 6 informaciot a mérés soran, és a tii biztonsagos tavolsagban
van a mintatol, lehetdség van a pasztazasi sebesség jelentds novelésére,
egy-egy kép felvétele azonban igy is nagyjabol 1 percig tart.

Minta Jelatalakito
- 'QL—|>— U=f(x)
Kolcsonhatas g o, nqa
Detektor,
eléerésitd
Piezo Sen
A\
Komparator \/\
Nagyfesz. Erdsité Szabalyz6
<1 PID
o ~
Keplel Hibajel

3.6. abra. Az SPM-szabalyzas altalanos blokkdiagramja
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Az SPM-technika kifejlesztése nagyjabol egybeesik a személyi szamito-
gépek (PC-k) megjelenésével, €s ezek a kis szamitogépek nagyon hamar
alkalmassé valtak az SPM-képek felvételére, megjelenitésére, feldolgoza-
sara ¢és kiértékelésére. Ezért néhany kezdeti probalkozast leszamitva
valamennyi, a kereskedelemben megjelent késziiléket PC vezérel, és a
kép a PC képernydjén jelenik meg. Ez a megoldas lehetdvé teszi, hogy a
szabalyzasi feladatokat ne analog szabalyzdval oldjak meg, hanem ugyan-
ezt a feladatot mikroprogramozott processzorral kombinalt adatgyijtd
kartya végezze, ami nemcsak a fejlesztési €s gyartasi koltségeket csokkenti,
hanem rugalmasabba teszi a berendezést. Példaul elterjedt megoldas, hogy
a piezomozgatok linearizalasat a piezocsOre adott fesziiltség ellentétes
hatasti nemlinearitasaval kompenzaljak, ami a probléma bonyolultsagara
val6 tekintettel elképzelhetetlen lenne analdg elektronikai megoldassal.
A felhasznald szempontjabdl ez a bonyolult rendszer egyszeri P vagy
PID (proporcionalis, integrald, derivalo) szabalyzoként jelenik meg, ahol
a szabalyzasi paramétereket ugy kell megvalasztania, hogy a magassagi
jel ,tallovések”, illetve lokalis rezonancidk nélkiil kovesse a minta
felszinét, és a hibajel (a ,,kdlcsonhatasi” kép) elhanyagolhato legyen. A
3.6. abra ezt a szabalyzokort, illetve ennek analog megfeleldjét szemlélteti.

Section Analysis

i
1.
‘\”" |||1| |

HHH
|\|

3.7. abra. A piezocsd rezonanciaja altal okozott képhiba

A 3.7. é4bra olyan hibat mutat be, ami a pasztazo tliszondas
mikroszkopokban alkalmazott mechanikus pasztazasnak a kovetkezménye.
Feliil egy SPM-kép részlete lathato, alatta pedig a kép atlagos intenzitasa
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a vizszintes tengely mentén. Jol megfigyelhetd, hogy a kép bal szélétol
csillapod6 rezgés indul, ami nagyjabol 1,5-2 um széles savban eltorzitja a
képet. Ezt a jelenséget az okozza, hogy ezt a viszonylag kis nagyitasu képet
gyors pasztazassal vettiik fel, ezért a sorvégi fordulondl a piezocsdben
rezgés gerjed. Ez a cs6 hosszvaltozasaval jar, és igy nyomot hagy a felvett
képen. A jelenség oka az SPM-re jellemz6 mechanikus pasztazas, az ilyen
hibakat az SPM miikodési paramétereinek optimalizaldsaval csokkenteni
lehet, de nem lehet teljesen kikiiszobdlni.

Altalanossagban elmondhatjuk, hogy egy étlagos allapotban 1évé
SPM képén mérhetd, barmilyen tavolsagra vagy kolcsonhatéasra jellemzo
paraméter nagyjabol 5-10% pontossdgi. Ezt minden esetben vegyiik
figyelembe, amikor ilyen paramétereket SPM-es méréssel hatdrozunk
meg, mert sajnos altalanos, hogy a miiszer szoftvere ennél lényegesen
pontosabbnak latszo adatokat szolgaltat. Ez ne tévesszen meg benniinket, a
mérés hibaja nem azonos a miiszerbe épitett A/D konverter legalacsonyabb
bitjének értekével!

3.3. Pasztazo alagutmikroszkop

A pasztazo alagitmikroszkopot (Scanning Tunneling Microscope,
STM) 1981-ben fejlesztette ki G. Binnig és H. Rohrer,' felfedezésiiket
1986-ban Nobel-dijjal jutalmaztak. Ennél a miszernél a mikroszkop
miikddését vezérld kolesonhatés a tli és a minta kozott folyo alagtdram,
ami az alagttjelenségnek koszonhetd, €s erdssége exponencialisan fiigg a
tlitavolsagtol, nagyban megkonnyitve az allando tli-minta tavolsag tartasat
a pasztazas soran (3.8. abra).

Az STM-ben a minta és a tliszonda kozott az elofeszito fesziiltség (un.
,,bias” fesziiltség) hatasara folyo alagutaramot hasznaljuk képalkotasra.®'
Az alagttaram a kvantummechanikai alaguteffektus kovetkeztében folyd
aram, ennek magyarazatara szolgal a 3.9. abra. Feltessziik (szokasos
miiszerekben tényleg ez a helyzet), hogy a tli és a minta kozotti tavolsag
elegendden nagy ahhoz, hogy a két fémdarabban az elektronallapotok
fiiggetleneknek tekinthetéek. Ekkor, amint azt a 3.9. abra szemlélteti, a
két fémben a Fermi-szintek 6 = eU, energidval eltolodnak (U, az el6feszitd
fesziiltség, e az elektron toltése), lehetdséget teremtve az elektronoknak
az egyik oldal betoltott allapotaibdl a masik oldal betdltetlen allapotaiba
valé mozgasara. Az aram azonban a klasszikus felfogds szerint nem
indulhat meg, mert az elektronoknak egy potencialgaton kell atjutniuk,
melynek magassagat a két fém kilépési munkaja (W2, W®), szélességét
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3.8. dbra. At és a minta kélcsOnhatasa

pedig az elektrodok tavolsaga hatdrozza meg (megint csak a minta
¢s szonda ,,elegendb6en” nagy tavolsagat feltételezve). Az abran ezt a
potencialgatat linearis kozelitésben a vastag vonallal jeldlt vilagossziirke
trapéz abrazolja. Mivel azonban a kvantummechanikai felfogas szerint
az elektront egy (viszonylag) kiterjedt hullamfiiggvény irja le, amely
»atloghat” a potencialgat tiloldalara, a két fém kozott ,,alagutaram” indul,
melynek nagysagat a trapéz alakl gat esetén kozelitdleg érvényes

Ad D,

I pyp, e G.1)
d

kifejezés adjameg, ahol p ,p, az elektronok, illetve a lyukak allapotstiriisege
a két fém Fermi-nivoja kozelében, @ a potencialgat atlagos magassaga,
U, az elbfeszitd fesziiltség, d a minta €s a szonda tavolsaga, az 4 allando
értéke pedig ~ 1 A'eV'"2(~ 10 nm' eV'?).

Figyelembe véve, hogy az STM-ben a szonda hegyén nem valtozhat
a kilépési munka ¢és az allapotstirliség, az alagitaram a minta-szonda
tavolsag mellett a minta lokalis allapotstirtiségétol és lokalis kilépési
munkajatol fiigg. fgy allandé aramu iizemmoédban (ez felel meg az
altalanossagban emlitett alland6é kolcsonhatasnak) az allapotsiiriiség
valtozasai a minta domborzataba transzformalddnak, az allando p (r, E,)
feliileteket letapogatd STM apré dombocskakkal, mig allandé magassagu
iizemmodban arampupokkal abrazolja az atomokat. Ez az atomi felbontas
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3.9. dbra. Az alagttaram létrejottének sematikus rajza

azonban csak akkor johet Iétre, ha a szonda hegye valdban egyetlen pontban
vesz mintat a lokalis elektronallapot-stirliségbdl, azaz egyetlen atom iil a tii
hegyén. A kép atomi korrugacidja’ akkor is 1étrejohet, ha a szonda hegyét
tobb atom képezi, ez a kép azonban tobb atomi felbontast kép 0sszege. A
3.10. abran egy ilyen esetet mutatunk be egy rosszabb felbontasu képen. A
tobbszords hegyli STM-tli a grafit hexagonalis lapjan az atomi 1épcsot az
egymas melletti csucsoknak megfelelden két kisebb magassagu lépcsdként
jeleniti meg, a Iépcsd egyrészt a csucsok magassagkiilonbségébol,
masrészt a 1épcsod tetején maradt egyik csticson folyd teljes (az adott
csucsra vonatkoztatva nagyjabol megdupldzodo) dram miatti titavolsag-
csokkenésbdl ered.

Mivel az STM-ben a jellemz6 kolcsonhatés, az alagutaram, minimalis,
de véges vezetést igényel, az STM-mel csak vezet6 vagy félvezetd
mintdk vizsgalhatoéak. A 3.11. abra csillamra gdézologtetett aranyréteg
STM-felvételét mutatja. Baloldalon a kialakult teraszok morfoldgiaja
tanulmanyozhato, a jobboldalon pedig a megjelolt teriilet atomi feloldasu
képe lathatd. Fémekrdl nehéz atomi felolddsu képet késziteni, mivel

* A korrugacio a sik feliiletli mintan a képjelben tapasztalhaté vagy a domborzatatol
fiiggetleniil megjelend hullamossag. A feliilet atomi szerkezete okozza azt, hogy a
nagyobb elektronsiiriiségli helyeken (az iontérzsekhez kdzel) az alagutaram megnd,
vagy (ennek kompenzaldsara) a tii magasabbra emelkedik; és forditva, alacsony
elektronstiriségli pozicidkba, az iontdrzsektdl tavolabb az alagutaram csokken, vagy
a ti lestillyed.
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3.10. abra. STM-felvétel tobbhegyi tliszondaval

gyakran legaldbb részlegesen szigeteld oxidréteggel fedettek, ami néhany
pasztazas soran a ti roncsolodasdhoz vezet. Példaul aluminiumrél a
nativ oxidréteg miatt lehetetlen STM-képet késziteni még (nem tal jo)
vakuumban is a visszamaradt oxigén oxidald hatdsa miatt. Természetesen
ez a probléma az arany esetében nem all fenn, de az arany atomi
korrugacidja tobb mas fémhez hasonl6an nagyon kicsi, igy csak nagyon
jO jel/zaj aranyu berendezéseken, nagyon tiszta koriilmények kozott lehet
megjeleniteni atomi feloldasu képet.
1 100.00 mn

3.11. abra. Csillam feliiletére parologtatott aranyréteg STM-felvétele (1 nA, 0,8 V),
¢és atomi felbontas ugyanezen a feliileten (0,3 nA, 0,250 V)!

3.3.1. Vakuum alatt miikodtetett mikroszkopok

A hagyomanyos feliiletvizsgalati modszerek sokszor csak vakuumban
alkalmazhatok, mivel ezek a vizsgalatok altalaban valamilyen részecske-
sugarral vannak kapcsolatban. A pasztazd tliszondas mikroszkdpok
nagy elénye, hogy nem igényelnek vakuumot, igy olcsobbak, mint
pl. az elektronmikroszképok. Ez a tulajdonsag azonban nem elOny
minden szempontbdl, mivel a vakuum a feliilet tisztasagat is biztositja.
A hagyomanyos feliiletvizsgalati moddszerek koziil sok valamilyen
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diffrakcios jelenséget alkalmaz a feliilet szerkezetének vizsgalatara (pl.
LEED, XRD), ezért csak (legalabbis nm-es skalan) periodikus feliileti
morfologiakat tud kimutatni. Ezzel szemben az SPM nagy elénye, hogy
lokalis médszer, néhany szaz atom elhelyezkedését is meg tudja hatarozni,
ezért aperiodikusan ismétlodo alakzatok feltarasara is alkalmas.

3.12. abra. Rutilszerkezetii TiO, feliileten végbemend atomi atrendezddések '

A katalizis-alapkutatasokban nagy jelentdsége van a rutilszerkezetli
TiO, un. felileti rekonstrukcios formainak, azaz felileten végbemend
atomi atrendezdédéseinek. Ezenkiviil ez az anyag ugyan nem elektromos
vezetd, de vakuumban hokezelve kevés oxigént veszit, és félvezetove,
STM-mel vizsgalhatova valik. A 3.12. abran egy ilyen vizsgalat
eredményei lathatok.”> Az (A) képen a fiiggblegesen ([001] kristalytani
iranyban), egymastol 1,3 nm tavolsagban fut6 sorok (1x2) elrendez6désre
utalnak, amelyrdl kimutattak, hogy egy redukalt (Ti,O,) rendezett fazishoz
rendelhetdk. A (B) kép azt mutatja, hogy a kiilonb6z6 feliileti rendezett
fazisok egymas mellett is stabilan jelen lehetnek: a baloldali atomi lépcsd
alapvetden a tombi fazisnak megfeleld (1x1) rendezettséget mutatja, néhany
egydimenzids (1D redukalt fazis) szerkezettel dekoralva; a jobboldali
atomi [épcso egy erdsen redukalt un. keresztcsikos (1x2)-es fazist mutat.
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Mindkét kép 50x50 nm? méreti. A (C) és (D) képek (képméret 20x20 nm?,
ill. 10x10 nm?) ezen utdbbi fazist felnagyitva jelenitik meg: a fliggbleges
sorok 1,3 nm tavolsdgban [001] iranyban futnak, a kozel vizszintes
keresztsorok viszonylag szabalytalan tavolsagban, de irany szerint
kozel parhuzamosan haladnak. Az (E), (F) képek a tombi rendezettségii
(1x1) feliileten kifejlédé (1x2) rekonstrukciokat mutatjak két kiillonbozo
képméretben (20%20 nm?, 10x10 nm?). Jol lathatd, hogy a rekonstrukcios
1D vonulatok a lépcséhelyeken, az also teraszokon fejléddnek ki. Ezzel
a vizsgalattal a rutilszerkezetli TiO, katalizisben aktiv pontjait lehet
megtalalni a kiilonb6z6 hokezelések utan, ami segit a katalizis soran
lejatszodo folyamatok jobb megértésében. Az ilyen katalitikus folyamatok
a gyogyszeriparban is nagy jelentdségliek.

3.3.2. Pasztazo tiszondas spektroszkopia

Az STM a fent leirt képalkotd tizemmod mellett un. spektroszkopiai
tizemmodban is mikodhet (Scanning Tunneling Spectroscopy, STS).
Ezeknek a méréseknek nincs koziik a klasszikus fényelnyelés jelenségén
alapul6 spektroszkopiahoz, azonban hozzasegitenek az anyag kémiai
mindségének meghatarozdsdhoz, ezért funkcidjuk alapjan (a pasztazod
mikroszkop elnevezéshez hasonldan) némi joggal nevezziik azokat
»Spektroszkopianak™. Az egyszeribben értelmezhetd valtozat, az tin. Z-1
spektroszkopia esetén a tiit a minta adott pontja felett (a merdleges) Z
iranyban rezgetjiik, az alagtaram a tiitdvolsag fliggvényében exponen-
cidlisan valtozik, és linearisan filigg a potencidlgat magassagatol, amibdl
viszont a kilépési munka meghatarozhat6 [a (3.1) kifejezés alapjan]. Az U-1
spektroszkopia esetén a tliszondat a minta felett megallitva az el6feszitd
fesziiltséget valtoztatjuk, ami az alagutaram aranyos valtozasat okozna a
képlet szerint, ha az elektronok allapotstiriisége a potencial fiiggvényében
allando lenne a mintaban és a tiiben. Mivel az alagitaramhoz hozzéjaruld
allapotok szama, a savszerkezeteknek megfeleléen, erdsen fiigg a
fesziiltségtol, ezzel a modszerrel a minta savszerkezetét vizsgalhatjuk.'

Sz¢ép példaja az STS alkalmazdsdnak a nanoszerkezetek hazai
kutatasaban a 3.13. abran bemutatott, feliiletmodositott tobbfali szén
nanocsOrol késziilt STM-felvétel és STS U-I spektrum.'* A bal oldali képen
(A) lathatd nanocsd felett tobbszor felvett, atlagolt, simitott és derivalt
U-I gorbe lathato az abra jobb oldalan (B).” A gorbe lokalis maximumai,
az un. Van Hove-szingularitasok, mas fesziiltségeknél jelennek meg,

* Egészen pontosan a — lokalis allapotstiriiséget tikkroz6 — dI/dU derivalt gorbe az U
fiiggvényében.
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3.13. dbra. Tobbfalu szén nanocsé STM-képe és STS-spektruma'®

mint a nem modositott nanocsdvek esetén, ami azt bizonyitja, hogy a
feliiletmodositas megvaltoztatja a nanocsovek elektronszerkezetét. Mas
struktirak vizsgalata soran ezzel a modszerrel katalikusan, kémiailag
vagy biologiailag aktiv gyokok helyét és jellegét lehet meghatarozni, ami
gyogyszerek hatasmechanizmusanak tisztazasaban lehet segitségilinkre,
természetesen kizarolag legalabb részben vezetd anyagok esetében.

3.4. Atomi erémikroszkop

Binnig, Quate és Gerber 1986-ban publikalta az ,,Atomic Force
Microscope” c. cikkét,® amely az atomi erémikroszkop (Atomic Force
Microscope, AFM) sziiletését jelentette az STM-ért odaitélt Nobel-dij
atvételének évében. Ez a miiszer az STM egy érdekes atalakitasa volt,
de nem ez a valtozat terjedt el, hanem egy fénymutaton alapuld kicsit
késébb kidolgozott valtozat'® (3.14. abra). Egy l1ézerdidda sugara a minta
feliiletét pasztazo tlihegyet tartod rugodlapka (,,cantilever”, konzol) tiikr6zo
hatoldalara esik, ahonnan egy négyes osztasu detektorra verddik vissza.
A detektoron a fényfolt pozicidja a mintan levd dombot pasztazva feljebb
keriil, a szabalyzo elektronika pedig ilyenkor a mintat lejjebb (vagy a
titartot feljebb) mozditja. A domborzati kép ebbdl a szabalyzofesziiltségbdl
alakul ki.

Az AFM-ben a szabalyzast vezérld kolcsonhatas a minta és a szonda
ko6zott hatd ,,atomi” erd. Ez az er6 a szonda mintdhoz valo kozelitése soran
el6szor vonzo, majd taszito jellegli (3.15. abra), és tobbféle erd (megosztasi
erok, Van der Waals-er6k, Coulomb-taszitas stb.) keverékeként képzelheto
el. Kezdetben a tliszonda és minta kozott hatdé Van der Waals-erdk
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3.14. abra. AFM méréfejének elvi szerkezete

vonzodak, ebben a tartomanyban n. ,,non-contact” izemmodiu AFM-képek
készithetOk: a szonda nem érinti a minta felszinét, de ha sikeriil az allando
rugolapkalehajlas tartomanyaban tartani a szonda-minta tavolsagot, gy az
AFM feltérképezi a minta domborzatat.

eré (F) A

contact mod

taszitas

0 |-

, non-contact méd
vonzas

td-minta tdvolsag ?Z)

3.15. abra. Az AFM-tii és a minta kozott hato erd a ti-minta tavolsag fliggvényében

Ezt a tartomanyt altaldban rezgetett szondaval lehet stabil képalkotasra
hasznalni (,,non-contact” izemmodd). Tovabbkozeledve a minta feliileté-
hez a taszitd er6k jutnak tilstilyba az er6gorbén. Ebben a tartoméanyban
mikodik a normal, ,,contact” lizemmoda AFM, de az un. kopogtatd
(,,tapping” vagy ,,intermittent-contact’) iizemmod is ezt az erétartomanyt
hasznalja.
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3.4.1. A megfelelo AFM-tu kivalasztasa

A felhasznalok tobbsége az AFM-tiiket kiilonbozo gyartoktol vasarolja.
Ezek a tlik sokféle alaktak és anyagukban eltérok lehetnek. Az adott mérési
modhoz és mintdhoz legmegfelelobb tlfajtat érdemes kivalasztanunk.
Hasonléan az STM-tiikhoz, az ezekkel torténé manipulécio sordn is nagyon
ovatosan kell eljarnunk, mert a rugdlapka a nem szakszerti felhasznalas
esetén konnyen letorhet.

Pu

3.16. abra. A tii alakja altal okozott képtorzulas

A 3.16. abra azt szemlélteti, miért is fontos a megfeleld ti kivalasztasa,
mivel a tii alakja nagyban befolydsolja azt, hogy mit is latunk az AFM-
képen. Az els6 esetben (jobb oldal) az érdes feliiletet egy vékony, hosszu,
keresztmetszetében alig szélesedd tlivel pasztazzuk. Az AFM-kép ebben
az esetben a vizsgalt feliilet tényleges domborzatahoz nagyon hasonlo
morfologiat jelenit meg. A masik tli — mérete miatt — a feliilet barazdaiba
nem tud behatolni, €s igy a kép nem lesz hit méasa a minta domborzatanak
(bal oldal). Gyakran el6fordul, hogy a tli a minta feliilet¢hez gyengén
kotott részecskéket magahoz vonzza, azok a ti hegyére ragadnak. Ilyenkor
a leképezés mindsége akar egyetlen kép felvétele kozben is nagymértékben
romolhat, mivel ezutan a tii hegyéhez tapadt részecske helyettesiti a ti
hegyét. Ilyen, az adott feladatra nem megfeleld tiivel vizsgélva a feliiletet,
téves kovetkeztetéseket vonhatunk le a minta felszinének szerkezetérdl,
érdességérol.

3.5. A pasztazo tiiszondas mikroszkopok boviilo
csaladja

A pasztazo tliszondds mikroszkopok csaladja az AFM-konstrukcio
kialakulasa ota folyamatosan bdviil. Atlagosan évente 1-2 mikroszkop

139



tipust fejlesztettek ki, igy a ,.csaladtagok” szama mara meghaladja a
harmincat. Ezek koziil ismertetiink itt néhanyat:

MFM (Magnetic Force Microscope, mdgneses eromikroszkop): egy
olyan AFM, amelyen a szonda csticsa ferromagneses anyaggal, pl. krémmal
van bevonva, igy a feliiletet pasztazva a nagyon rovid hatotavii Van der
Waals-erdk, nagyobb tavolsagban viszont a hosszabb hatotavolsagu
magneses dipolkolcsonhatds hatarozza meg a rugdlapka lehajlasat. Ezzel
a modszerrel pl. ferromagneses anyagok doménstrukturajat lehet vizsgélni
vagy magneses adathordozokon lathatova lehet tenni a biteket.

SCM (Scanning Capacitance Microscope, pdsztazo kapacitas-
mikroszkop vagy Spreading Capacitance Microscope, szortkapacitds-
mikroszkop): a vezetd AFM-tii €s a minta kozott mérjikk az impedanciat
a szonda €s a minta koz¢ kapcsolt valtofesziiltség segitségével. Az SCM-
kép az impedancia helyfiiggése. Foleg félvezetok lokalis tulajdonsagainak
feltérképezésére hasznaljak.

SNOM (Scanning Near-field Optical Microscope, pdsztazo optikai
kozeltérmikroszkop): aténynek azon tulajdonsagat hasznaljaki, hogy ateljes
visszaverddés esetén a kdzeghataron az elektromagneses térerdsség nem
1épcsofiiggvény-szeriien, hanem exponencialisan csdkken (evaneszcens
hulldm): az exponencialis csokkenés tartomdnyaba vitt fényvezetovel ezt
a lecsengd hullamot érzékelni lehet. A leggyakrabban hasznalt SNOM
egy olyan AFM, ahol az AFM-csucs egyben egy kb. 10 nm atmérdéji
blendében végzodo fényvezetd is. Az AFM konstans tavolsagra mozgatja a
csucsot az optikailag atlatszo minta feliiletétdl, a csucsbal elvezetett fényt
fotoelektron-sokszorozon felerdsitve a minta optikai tulajdonsagairol
kapunk informaciét a fényhullimhossznal lényegesen jobb feloldasban.
Ezzel a mikroszkoppal optikai mikroszkop szdmara preparalt metszetek
vizsgalhatok az optikai leképzésnél sokkal jobb felbontassal.

SThM (Scanning Thermal Microscope, pdsztazo termikus mikroszkop):
a minta felett AFM-ként pasztizott termoelemmel méri a minta
lokalis homérsékletét. Ezt a valtozatot foleg félvezetok miikddésének
jellemzésére, lokalis felmelegedések meghatarozasara hasznaljak. Masik
valtozataban akkora aramot hajtanak at a termoelemen, hogy a hegesztési
pont felmelegszik, a hot jelentds részben a minta vezeti el. Ilyenkor az
SThM a minta lokalis hovezetési tényezdjét méri.

SKM (Scanning Kelvin-probe Microscope, pdsztazo Kelvin-szonda
mikroszkop): vezetd bevonattal ellatott AFM rugodlapkat rezget kozvetleniil
a minta felett, ezzel valdsitja meg a Kelvin-szondat, ami a lokalis kémiai
potencialt elektrosztatikus uton hatarozza meg, tehat vakuumban is
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alkalmazhato. A modszerrel 10 nm feloldassal lehet a kémiai potencial
lokalis valtozasait vizsgalni.

FMM (Force Modulation Microscope, erémoduldcios mikroszkop):
az erémodulacidés mikroszkopia a minta mechanikai tulajdonsagainak
jellemzésére szolgal. Periodikus jelet adva a tilire, a pasztazas kdzben a
minta rugalmas tulajdonsagai szerint valtozik a rugdlapka amplitidoja,
illetve faziseltolodasa.

PDM (Phase Detection Microscope, fazisdetektalasi mikroszkop):
segitségével feltérképezhetd a feliileten a rugalmassagi, az adhézios és
a surlodasi egyiitthaté valtozasa. Mérni kell a rugodlapkat gerjeszto jel
¢és a rugolapka rezgése kozti faziseltolodast. A faziseltolodas valtozasa a
kiilonb6z6 mechanikai tulajdonsagu teriileteket jelzi a minta feliiletén.

EFM (Electrostatic Force Microscope, elektrosztatikus eromikroszkop):
a minta feliiletén a toltésstirliség valtozasa térképezheto fel a segitségével.
Fesziiltséget kapcsolnak a tii és a minta kozé, a rugdlapka lehajlasa a
feliileti toltésstiriségnek és a toltés polaritasanak megfelelden valtozik.

3.6. SPM-felvételek kvantitativ Kiértékelése

Az SPM-felvételek kiértékelése soran is gyakran alkalmazunk
képfeldolgozo, képmddositd és képelemzd eljarasokat. Mivel az SPM-
felvételek az esetek tilnyomd tobbségében domborzati képek — vagy
kalibralhatoéak ugy, hogy domborzati jelentésiik legyen —, a jobb
szemléltetés érdekében gyakran abrazoljuk azokat térbeli, axonometrikus
moédon. Ez a leggyakrabban alkalmazott képfeldolgozo eljaras, ami
nagyban hozzajarul az SPM népszeriiségéhez, hiszen ezek a képek
nagyon latvanyosak. A zajok csokkentésére, illetve a hasznos informaciok
kiemelésére képmoddositdé eljarasokat, simitasokat, ¢élkiemeléseket
alkalmazunk, illetve a képet az Un. gyors Fourier-transzformacios
modszerrel a fazistérbe transzformalva sziirjik ki a zajt, vagy emeljiik
ki a periodikus informaciokat. Erre példa a 3.17. abra arany kristaly-
racsarol késziilt atomi feloldasu képének elemzése. Az abra bal oldalan
az aranyfeliiletrdl készitett STM-felvétel lathatd, melyen tobbféle zaj is
megjelenik. A zaj eltiintethetd Fourier-sziiréssel (a jobb felsé sarokban az
igy sziirt képet mutatjuk meg). A kép jobb oldalan a felvételbdl szamitott
Fourier-transzformalt kép lathatd (jo kozelitéssel ez a képen megjelend
kristalydarabka diffrakcios képének felel meg), valamint feltiintettiik az
arany kristalyszerkezeti modelljét az STM-képnek megfeleléen [011]
szerint orientalva. A modell fehér golyoi jelolik az aranyatomokat.
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3.17. dbra. Az aranyfeliilet atomi feloldasti STM-képe (a jobb felsé sarokban a
kép Fourier-sziirt képrészletével) a felvétel Fourier-transzformaltjaval és az arany

szerkezeti modelljével

Gyakran egyszeriien tavolsagokat mériink a képen, mivel az SPM-képek
akép sikjaban és arra merdlegesen egyforman jo feloldasuak. Lehetdségiink
van pl. a kép jellegzetes pontjai tavolsaganak, illetve jellegzetes vonalak
mentén a magassagprofilnak (keresztmetszetnek) a meghatdrozasara.

fl‘

3

4

1.4 nm

Hu/j‘“uﬂ

1fozef ono-oktan

3.18. abra. Csillam feliiletén 6nszervez6dd oktanfoszfonsav-szigetek

keresztmetszeti analizise'®
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Ezekkel a modszerekkel az x, y, z koordinatakat kb. 5-10% pontossaggal
hatarozhatjuk meg, ha pontosan végezziik a piezoelemek kalibralasat. A
3.18. &bran a csillam feliiletén onszervez6dd alkanfoszfonsav szigetek
magassagprofiljan mutatjuk be ezt a lehetdséget.'s

A keresztmetszeti analizisbdl kideriil, hogy a kialakult szigetek atlagos
vastagsaga 1,5 nm, amely nagyjabol megegyezik a szigeteket alkotd
molekuldk hosszaval. Ebben az esetben az AFM-felvétel megerdsitette
a mas modszerekkel végzett mérések eredményét, miszerint a csillam
feliiletén az alkanfoszfonsavak oldatabol monoréteg alakul ki.

Gyakran alkalmazott paraméter a minta domborzatanak jellemzésére
az €rdesség (roughness, R, ). Ez matematikailag a kép minden egyes
pixelében tarolt magassag érték (Z) szorasat jelenti, ami jol jellemzi a minta
érdességének valtozasaval jard folyamatokat (3.19. dbra). Meghatarozasa
a kovetkezo6 képlet alapjan torténik:

/Z(Z,. -Z..)
RRMS = Tga (3.2)

ahol Z,., 9z atlagos Z magassagértek, Z, az adott pontban meghatéarozott Z
érték, és N a pasztazott teriileten beliili pontok szama.

A 3.19. abran egy polirozott vas feliilet AFM-felvételét lathatjuk (bal
oldali felvétel), melyre “’Fe-izotopban dusitott vasréteget parologtattunk
(kozépso kép), majd a réteg jobb tapadasat eldsegitendd Ar-ionokkal
ionimplantalast hajtottunk végre (jobb oldali felvétel). Az érdességi
adatokbol kideriil, hogy a parologtatas hatasara durvult a feliilet, mig az
ionimplantalasnak simit6 hatdsa van.

RMS: 1.0+0.1 nm RMS: 3.2 +03 nm RMS: 28 +0.1 nm QEgs

3.19. abra. Vasfeliilet érdességének valtozasa kiilonboz6 kezelések hatasara'’
Fontos megjegyezni, hogy a kicsi képméret miatt az AFM-
ben meghatarozott érdességparaméter értéke gyakran fiigg a kép

méretétol, tehat 6sszehasonlitd vizsgalatokat csak azonos méretli képek
felhasznalasaval szabad végezni. Mas eljardsokkal a magassagértékek
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statisztikus  kiértékelésével rétegvastagsagot lehet meghatarozni, de
kiilonb6z6 korrelacios és fraktal szamolasi eljarasok is hozzatartoznak az
SPM-szoftverek kiértekeld eljarasaihoz.
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4. Tomegspektrometria
Vekey Karoly, Drahos Laszlo, Ludanyi Krisztina

4.1. Bevezetés

A tomegspektrometria az analitika és a szerkezetkutatas fontos,
sz€les korben alkalmazott miiszeres moddszere, gyakori roviditése az
»MS” (mass spectrometry angol szobol). Egy kiilonleges mérlegnek
tekinthet6, mellyel molekulak, ill. az ezeket felépitd egységek (atomok,
atomcsoportok, molekularészek) tomegét lehet megmérni. A tomeg-
spektrometria vegyliletek szerkezetének jellemzésére és azonositasara,
tovabba mintakban kis mennyiségben jelen levd szennyezokomponensek
mindségi és mennyiségi meghatarozasara alkalmas.!

A modszer alapelve, hogy a vizsgalandd mintaban 1évé molekulakat
ionizaljak; ezeket az ionokat tomeg/toltés értékiik szerint szétvalasztjak,
meghatarozzak a tomeg/toltés értékiiket, majd detektaljak — ezt szemlélteti
a4.1. abra. Az ionizaci6 az ugynevezett ,,ijonforrasban” kovetkezik be. Az
1onizacio sordn a vegyiilet gyakran gerjesztett allapotba keriil, mely kémiai
reakciok sorozatat inditja el.

SO -
e ® e
[ Al °
S (X
~ - °
matrixban " . °
oldott minta 16zer ...... % ¢
HA ° .
%
ionizacio analizator .

tomegpektrum
(intenzitds vs. tomeg/toltés)

4.1. abra. A tomegspektrometria sematikus bemutatasa

Ennek kovetkeztében az ionizalt molekula (,,molekulaion™) kisebb
egységekre hasad: ,fragmentacié” soran fragmensionok képzddnek. A
fragmentacio jellemzi a molekula szerkezetét, igy a tdomegspektrometria
a szerkezetkutatasban jol alkalmazhat6 eszkoz. A termékeket a késziilek
»analizadtoraban”, elektromagneses terek segitségével, kiilonbozo elvek
szerint valasztjak szét tomeg/toltés (m/z) értékiik szerint. A detektor a
tomeg/toltés értékiik alapjan szétvalasztott ionokat detektalja, az észlelt jel
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intenzitdsa az ionok mennyiségével aranyos. A tdmegspektrum az ionok
intenzitasat tomeg/toltés értékiik fliggvényében mutatja be.?

A tomegspektrometria az egyik legérzékenyebb szerkezetvizsgalati és
analitikai modszer. Segitségével femtomol, attomol, vagy akar zeptomol
(105, 10", 10" mol) mennyiségben rendelkezésre allo anyagok
is észlelhetok; testnedvekben (pl. vérplazmaban) nanogramm/mL,
pikogramm/mL koncentracioban eléforduld vegyiiletek is kimutathatok.
A tomegspektrometria kromatografias technikakkal (a MALDI?
kivételével) jol kapcsolhato; a GC-MS, ill. a HPLC-MS* a legnagyobb
hatékonysagu, altalanosan hasznalhato analitikai modszer. A kompo-
nensek kromatografids elvalasztasat kovetéen a tomegspektrometriaval
tovabb novelhetd a modszer szelektivitasa, ill. lehetové valik az elvalasztott
komponensek szerkezetazonositasa.

A modszer a szerkezetvizsgalat mellett mennyiségi (kvantitativ)
vizsgalatok elvégzésére is alkalmas: a detektor a beérkezd anyag-
mennyiséggel aranyos jelintenzitast mér, amely a koncentracioval széles
tartomanyban lineédrisan valtozik (4-5 nagysagrendben). A specialis MS-
technikak a modszer alkalmazhatdsagat tovabb bovitik. Ezek kozott
kiemelkedd jelentdsége van a tandem (MS/MS®) és a nagyfelbontasu
tomegspektrometrianak. Az MS/MS technika részben jelentds mértékben
noveli a tomegspektrometria szerkezetkutatasban betdltott szerepét,
részben pedig javitja a modszer szelektivitasat, amely az analitikai
alkalmazasok szempontjabol kiemelkedd fontossagu. A nagyfelbontas
lehetévé teszi a molekulatdomeg néhany ppm pontossagii meghatarozasat,
mely segitségével a molekulak elemi dsszetétele meghatarozhato.

A tomegspektrometriat rendkiviil széles korben hasznaljak, pl. a gyogy-
szeriparban, kornyezetvédelemben, orvosi,® biokémiai kutatasokban,
fehérjeanalitikaban stb. Univerzalis detektornak tekinthetd, hiszen atomok
(vagy akar elemi részecskék), szerves molekuldk, makromolekulak,
ill. nemkovalens erok altal Osszetartott komplexek is vizsgalhatok.
Atomok vizsgalata els6sorban ICP-MS-sel” (induktiv csatolast plazma
tomegspektrometria) torténik, amellyel mintdk elemi Osszetétele (fleg
fémtartalma) hatarozhaté meg nagy érzékenységgel. Ezt a technikat a
gyogyszeripar elsésorban fémszennyezések kimutatdsara alkalmazza,
de ennek targyaldsdra a jelen Osszefoglaloban nincs lehetdségiink.
A gyogyszeripari alkalmazasok soran tipikusan 2000 Da-nal kisebb
molekulatomegli szerves vegyiileteket vizsgalnak, ez a fejezet fo
targykore. Az elmult évtizedben nagy jelentdségre tettek szert a fehérje
alapu gyogyszerek, ezért roviden ezek analitikdjat is bemutatjuk.
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A tomegspektrometria alkalmazasi lehetdségeit nem csak a vegytiletek,
hanem a vizsgalandd probléma oldalarél is érdemes targyalni. A
gyogyszeriparban, ill. gyogyszerkutatisban leggyakrabban eléforduld,
tomegspektrometriat igényl6 tipikus feladatok a kovetkezok:®?

a) Szerves vegyiiletek szerkezetvizsgalata esetén a tomegspektrumbol
nyerhetd legfontosabb informacio a molekulatomeg.
Amennyiben ~ 1 ppm pontossagi tomegmérés megvalosithatd
(ez a rendelkezésre 4ll6 tomegspektrométer tipusatdl fiigg),
a molekulatomegbdl az elemi Osszetétel (Osszegképlet) is
meghatarozhato. A tomegspektrum tobbnyire alkalmas vegyiiletek
szerkezetének azonositasara, ill. ellendrzésére, fontosabb szerkezeti
elemek, funkcids csoportok meghatdrozdsara. A tomegspektrum
azonban tipikusan nem nyujt elegendé informaciot egy ismeretlen
vegyiiletteljes szerkezetfelderitésére, izomerek megkiilonboztetésére.

b) Szennyezések, szennyezésprofil vizsgdalata, mindségbiztositas. A
tomegspektrometria — nagy érzékenységének és kromatografias
technikdkhoz csatolasanak koszonhetden — kivaloan alkalmas
nyomnyi mennyiségben eloforduld szennyezések kimutatasara,
azonositasara. Gyogyszerkészitmények esetén elvart a 0,05%-ban
jelen levd szennyezdk, bomlastermékek azonositdsa, mennyiségi
meghatarozasa. Egyes esetekben (pl. oldoszermaradvanyok esetén)
szlikséges €s lehetséges tomegspektrometriaval.

¢) Kvantitativ analizis a tomegspektrometria gyakori feladatai kozé
tartozik. Ennek két tipikus esete a farmakokinetika (gyogyszerszintek,
ill. gyoégyszerek metabolizmusanak idobeli kovetése) és egyes
betegekben mért gydgyszerszintek ellendrzése (terapias célu
gyogyszerszint-meghatarozas).

d) Metabolizmusvizsgalat. Bioldgiai matrixban (pl. vérben, vizeletben,
agyban, székletben stb.) kis koncentracioban jelen 1évo, egy adott
gyogyszermolekula biologiai lebomlasabol szarmazo termékek
mérése.

e) A tomegspektrometriat gyakran nem vart feladatok, problémak
megoldasara hasznaljak. Ezek gyakran a legnehezebb, de
egyuttal legérdekesebb feladatok. Ilyen jellegli vizsgalatoknal
a tomegspektrometria nagy érzékenysége (kis anyagmennyiség
elegendd), nagy szelektivitdsa (a minta komplex Osszetétele, a
»matrixhatds” nem vagy csak kis mértékben zavaro) és specifikus
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jellege (a spektrum jol jellemzi a célvegyiiletet) meghatarozo
jelentdségi.

4.2. A tomegspektrometria alapfogalmai,
legfontosabb modszerei

4.2.1. Alapfogalmak, legfontosabb jellemzok

A tomegspektrometrids vizsgalat soran a mintat egy Un. mintabevivo
rendszeren keresztiil az ionforrasba juttatjak. A mintabevivo egység lehet
direkt adagolasra alkalmas (ez esetben a minta egy zsilipkamran keresztiil
kozvetleniil jut az ionforrasba), vagy gaz-, ill. folyadékkromatografias
rendszer (mely esetben a kromatografrol elualodo vegytiletek ,,on-
line” jutnak a tomegspektrométer ionforrasaba). Az ionforras feladata a
toltéssel rendelkezo részecskék eldallitasa, amelyek tomeg/toltés szerinti
elvalasztasa az analizatorban torténik. Az ionokat a detektor észleli. Az
adatfeldolgoz6 rendszer a detektorba érkezd ionok mennyiségét m/z
értekiik fiiggvényében rogziti, a mérés eredménye a tomegspektrum. A
tomegspektrométerben az analizator és detektor mindig nagyvakuumban
helyezkedik el, az ionforrds a technikai megvalositastol fiiggéen 1égkori
nyomason vagy vakuumban iizemel. A késziilékeket vezérl6 elektronika,
ill. szamitogépes adatfeldolgozo rendszer egésziti ki. A tomegspektrométer
elvi felépitését a 4.2. abran szemléltetjiik; egy mitkddésben, ill. szétnyitott
allapotban 1év6 tomegspektrométer fényképe a 4.3. dbran lathato.
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4.2. abra. A tomegspektrométer elvi felépitése
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A mérés eredménye a témegspektrum, amelyen a tomeg/toltés (m/z)
értékek fliggvényeben adjak meg a mintabol képz6do ionok intenzitasat.
Egy ilyen tomegspektrum lathat6 a 4.4. abran.

4.3. abra. Tomegspektrométer képe miikddés kdzben, ill. szétszerelt allapotban

A spektrumban észlelt ionok tobb 1épésben képzddnek. A minta
ionizacidja révén képzodik a molekulaion (M"), amely — az ionizacio
tipusatol fliggden (4.2.2. fejezet) — egy elektron leszakadasaval (elektron-
iitkdzésés ionizacid), vagy egy kation (pl. proton) hozzaadéasaval torténhet.
Ez utébbi esetben a keletkezett iont ,,protonalt molekulaionnak” (MH*
vagy [M+H]"), a koznapi szohaszndlattal ,kvéazi-molekulaionnak”
nevezik. Itt szeretnénk megjegyezni, hogy hasonlod folyamatok segitsé-
gével negativ toltésti ionok is eldallithatok. A molekulaion képzddése
soran tipikusan gerjesztett allapotba keriil. A gerjesztés mértéke altalaban
igen jelentOs, akar 3-5 eV értéket is elérhet. A gerjesztés gyors kémiai
folyamatokat indukal, amelyet fragmentacionak neveznek. A fragmentdcio
parhuzamos €s egymast kdvetd reakciok sorozata, melynek eredményeként
fragmensionok keletkeznek (F*). A fragmentacié (mint barmely mas
kémiai reakcid) a vegyiilet szerkezetétdl fiigg, ennek megfelelden jellemzi
a szerkezetet, és alkalmas annak bizonyos mértéki (teljes vagy részleges)
meghatarozasara. A spektrum és a fragmentacio a kisérleti koriilményektol
is jelentds mértékben fiigg. Ezért a tomegspektrometria esetén is rendkiviil
fontos, hogy a kisérletek, mérési koriilmények megfelel6 modon legyenek
tervezve, ill. optimalva.

A tdmegspektrometrias fragmentdcio értelmezése empirikus szabalyok
alapjan torténik. Ezek egyes vegyiiletekre, vegyiiletcsoportokra jol
ismertek. A fragmentacios szabalyok, ill. a spektrumértelmezés targyalasa
meghaladja a jelen fejezet kereteit, az érdeklédéknek McLafferty (1993),
valamint Dinya Z. (2001) kdnyvét javasoljuk, mely ezt a kérdéskort
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részletesen ismerteti. A spektrumértelmezést spektrumkonyvtarak,
szamitogépes programok segitik, ezeket a tomegspektrométert vezérlo és
felhasznal6 szoftvercsomagok gyakran tartalmazzak.
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4.4. abra. A fenil-metil-éter elektroniitkdzéses tomegspektruma a fontosabb
fragmensionok jelolésével

A természetes stabil izotopok jelenlétének fontos szerepe van a
tomegspektrometriaban. Egy atom kiilonbozé izotopjait (pl. *C, *C)
kiilonbozo tomeg/toltés érték jellemzi, és ezek a tomegspektrumban
kiilon-kiilon lathatok. Ez természetesen molekuldk esetén is igy van. A
4.4. abran pl. a 108-as molekulatomegili vegyiilet izotdpcsticsai lathatok
m/z 109, 110 és 111 Da-nal, amelyek kiilonboz6 szama C-, 8O- és
’H-izotopoktdl szarmaznak. A 4.5. abra egy nagyobb molekulatomegii
vegylilet izotopcsucsait (izotdpeloszlasat) mutatja. Az atomi és molekula-
tomeg kiszamitasahoz a tomegdefektust (az atommagokat Osszetartd
kotési energianak megfeleld tomeg) szintén figyelembe kell venni. Ennek
kovetkeztében az egyes izotopok tomege az egységnyitdl eltérd, pl.
'H=1,0078, '*O = 15,9949.1°

A stabil izotdpok jelenléte és a tomegdefektus miatt a molekulatomeg
kiilonb6z6 modon definialhaté. Ha az atomi tomegeket egész szamra
kerekitik, az igy szamitott érték adja a nominalis tomeget. Abban az
esetben, ha az egyes izotopok tomegét pontosan (altalaban 4 tizedesjegyre)
szamitjak ki, a pontos tomeg hatarozhatd6 meg. A pontos tomeg az egyes
izotopcsucsokra kiilon-kiilon szamithatd, a molekulatomeget altalaban
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az egyes elemek legintenzivebb (legnagyobb el6forduldsi gyakorisagu)
izotopjanak  figyelembevételével adjak meg. Kiilonosen nagy
molekulatomegek esetén hasznaljak az atlagtomeg kifejezést — ez a kémiai
atomsulyokbol szamolt tomeg, mely mind a természetes izotopeloszlast,
mind pedig az egyes izotopok pontos tomegét figyelembe veszi. Ennek
egyik jellegzetes példaja a klor, amelynek (kémiai) atomsulya 35,5 Da,
a Cl- és *'Cl-izotopok tomegének eléfordulasukkal sulyozott atlaga.
Gyakorlati szempontbol kisebb molekulatomegi (M < 500) szerves
vegyiiletek esetén tipikusan a nominalis tomeget, nagyfelbontast tomeg-
spektrométerek esetén a pontos tomeget hasznaljak. Ebben az esetben
a pontos tdmeg egész szamra kerekitve a nominalis tomeget adja. Az
atlagtomeggel legtobbszor nagy (> 3000 Da) molekulatomegii vegytiletek
esetén szamolnak. Kérdéses esetben mindig meg kell adni, melyik tomeg-
definiciot hasznaltak.!!

atlagtomeg
2539/1248
1001 Ci01H145N34044
ES felbontas= 1000
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O —r———
100- 2539.0154
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4.5. abra. Molekulatdmeg-meghatarozas a tomegspektrum felbontasanak
fliggvényében, ill. kiillonbozo felbontast tomegspektrumokban alkalmazott
molekulattdmeg-definiciok
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A tomegspektrometrias kisérlet fontos jellemzoéje a felbontas (R). A
felbontas két egymas mellett levo csucs egymastol torténd elvalasztasat
jellemzi. Leggyakoribb definicioja R=M/AM, ahol M az adott csucs tomege,
AM pedig szélessége a maximalis intenzitds 50%-0s magassaganal. A
legtobb kereskedelemben kaphatd késziilék 1000-2000 Da tomegig
»egységnyi” felbontassal rendelkezik, amely azt jelenti, hogy az izotop
csucsok egymastol elkiiloniilve észlelhetok. Nagyfelbontasu késziilékrdl
altalaban akkor beszélnek, ha a felbontas legalabb 10000. A nagyfelbontasu
tomegspektrométerek legnagyobb eldnye, hogy legalabb 10 ppm pontos
tomegmérésre alkalmasak. A tomegspektrométer masik fontos jellemzdje
a tomegtartomany (pontosabban m/z tartomany), amely a tomeganalizator
jellemzgje.

A pontos tomegmérés lehetdvé teszi az elemi Osszetétel (0sszegképlet)
meghatarozasat, amely rendkiviil fontos szerkezeti informacio. A régebben
szokasos elemanalizist helyettesiti, ennek hidnyaban vegyiiletek szerkezete
nem tekinthetd igazoltnak. A pontos tomegmérés legfontosabb jellemzdje
annak pontossaga. 10 ppm pontos tomegméres esetén ~ 300 Da; 1 ppm
pontossag esetén ~ 500 Da molekulatomegig lehet meghatarozni az elemi
Osszetételt. A vegyiiletek szerkezetérdl tovabbi informaciot nytjtanak az
izotopcesucsok. Ennek harom legfontosabb alkalmazasa a kovetkezo: (a)
jellegzetes izotopeloszlassal rendelkezé atomok (pl. Cl, Br, részben S, Si,
valamint szamos fématom) jelenléte €s szdma is valdszintisithetd; (b) az elsd
izotopesucs intenzitasa (melyet féleg a '*C-izotoptartalom hataroz meg)
alapjan a molekuldban eléforduld szénatomok szdma megbecsiilhetd (a
BC természetes eléfordulasi valoszinlisége ~ 1,1%, igy az els izotdpesucs
%-ban kifejezett intenzitasat 1,1-gyel osztva kozelitdleg megkapjuk a
szénatomok szadmat); (c) a gyodgyszerkutatdsban gyakori stabil izotépok
alkalmazasa. Stabil izotoppal jelzett referensanyagok az eredeti vegyiilettol
(az izotoptartalomtol fiiggden) néhany tomegszam tavolsagban adnak
jelet; a jelzett és a jelzetlen vegyiilet intenzitasaranya ezek mennyiségi
aranyat jol jelzi, kvantitativ vizsgalatok esetén kulcsfontossagu szerepet
jatszik. Itt jegyezziik meg, hogy kvantitativ mérések esetén a jellemzo
paraméterek meghatarozasa (érzékenység, kimutatasi hatar, stb.) hasonlo
modon torténik, mint a kromatografias vizsgalatok esetén.

4.2.2. Ionizacios modszerek

A ma mar hagyomanyosnak tekinthetd és csak viszonylag illékony
komponensek vizsgalatara alkalmas elektroniitkozéses (EI)'™!¢ és kémiai
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(CDH™!° jonizacid6 mellett uj, ,.kiméletesebb” ionizacios modszerek
jelentek meg (pl.. MALDI,"? APCI, ESL' APPI'® stb.), amelyek a
tomegspektrometria alkalmazhatosagat polaris, nagy molekulatomegii
¢s bomlékony anyagokra is kiterjesztették. Az ionizaciés modszer
megvalasztasat a vizsgalt vegyiilet polaritdsa ¢és molekulatomege
hatarozza meg. Az EI/CI-t és APPI-t elsdsorban kis molaris tomegi,
apolaris vegyiiletek (pl. szénhidrogének, aromds vegyiiletek, flavonoidok,
szteroidok, stb.), az elektroporlasztasos ionizaciot (Electrospray, ESI),
atmoszférikus nyomasu kémiai ionizaciot (APCI) és a matrixszal segitett
1ézer deszorpcids ionizaciot (MALDI) nagyobb molaris tomegii, polarisabb
vegyliletek, pl. peptidek, proteinek, nukleotidok vizsgalatara hasznaljak. A
gyogyszerkutatasban leggyakrabban ESI- és El-ionizaciot alkalmaznak.

Elektroniitkdzéses ionizacioval (electron ionization, EI) viszonylag
illékony, kisebb molekulatomegli (50-1000 Da), nemionos szerkezetii
vegyiiletek ionizalhatok. Az ionforrds nagyvakuum-térben helyezkedik
el, és 200 °C koriili homérsékleten tizemel. Az ionizacio un. katdéddal
eléallitott elektronnyaldbbal torténik, amelynek hatasara elektron-
lehasadassal képzodik a pozitiv téltésit molekulaion (M™, M), mely egy
parositatlan elektront tartalmaz (gyokion). Ebbdl (a gerjesztés mértékének
¢s a vegylilet szerkezetének fliggvényében) fragmens ionok keletkezhet-
nek. A reaktivitast jelentds mértékben a parositatlan elektron (ill. az ennek
megfelelé6 molekulapalya) elhelyezkedése iranyitja. Ezt a félig betoltott
molekulapalya jelzi, mely gyakran (jO kozelitéssel) egy adott atomra
lokalizalodik. A modszer elénye, hogy mindségi és mennyiségi analizisre
is alkalmas, a szerkezeti vizsgalatokhoz spektrumkonyvtari azonositas all
rendelkezésre (pl. NIST-adatbazis), ill. elemi Osszetétel is meghatarozhatd
nagyfelbontasu késziilekek segitségével. Az EI hatranya, hogy szamos
vegyiilet esetén a molekulaion kénnyen bomlik (termikus bomlas), igy
nem, vagy csak kis intenzitassal észlelhetd, amely a szerkezetvizsgalatot
nagymértékben megneheziti.

A kémiai ionizéaci6 (chemical ionization, CI) segitségével a molekula-
tomeg konnyen és egyértelmiien meghatarozhatd, még abban az esetben
is, ha EI esetén molekulaion nem észlelhetd a spektrumban. A kémiai
ionforras technikai kialakitasa hasonlit az EI-forrashoz, de az ionforrasba
viszonylag nagy (0,1-1 torr) nyomdasu gazt, ugynevezett reagensgazt (pl.
metan, izobutdn vagy ammonia) juttatnak. A minta ionizacidja ebben
a gazbol létrejott plazmaban torténik ion-molekula {itk6zések révén.
Ennek kovetkeztében a vegyiilet protonalddik, a spektrumban protonalt
molekulaion (MH", [M+1]") lathat6. Ez (az El-ionizaci6 soran képz6dod
molekulaionnal szemben) zart elektronhéjjal rendelkezik. A legtdbb
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esetben ez a spektrumban észlelt legintenzivebb ion, igy a molekulatomeg
meghatarozasa egyértelmii. A kémiai ionizaciés spektrum értelmezését
gyakran neheziti, hogy protondlodason kiviil adduktok is keletkeznek
(pl. [M+NH,]"). Az ionizaci6 negativ lizemmodban is megvalosithato,
igy negativ toltésti (pl. [M-H]) ionok képzddnek. Mind az EI-, mind
pedig a Cl-technika ,,on-line” kapcsolhatd gazkromatografiaval, amit a
késdbbiekben részletesen targyalunk.

A matrixszal segitett 1ézerdeszorpcids ionizaci6d (matrix-assisted laser

desorption/ionization, MALDI) nagy molekulatomegli vegyiiletek, pl.
peptidek, proteinek, glikoproteinek vizsgalatara alkalmas ionizacios
technika (4.6. abra). A minta bevitele kristalyok formajaban torténik ugy,
hogy a mintdt egy Un. matrixmolekula-val egyiitt kristalyositjak, majd a
kristalyokat 1ézersugarral besugarozzak. A 1ézerfényt a matrix nyeli el,
ennek kdvetkezménye a minta ionizacioja.
A mobdszer igen érzékeny, akar 10°-10%" mol mennyiségli minta
vizsgalatara is alkalmas. Pozitiv és negativ lizemmodban is hasznalhato,
foként egyszeres, esetleg kétszeres toltésti ionok keletkeznek, amelyek
tipikusan protonalt molekulak vagy alkalifém adduktionok ([M-+H],
[M+Na]"). A modszer elénye, hogy akar tobbszdzezer Da tomegl
molekulak vizsgéalatara is alkalmas, a so6szennyezéseket (néhany mmol
koncentracioban) jobban toleralja, mint mas ionizacios technikak, és
keverékek direkt analizisére is hasznalhat6. Hatranya, hogy mennyiségi
meghatarozasra csak korlatoltan alkalmas és on-line elvalasztastechnikai
modszerekhez nem kapcsolhato.
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4.6. abra. Nagy molekulatomegt (intakt) immunoglobulin fehérje MALDI-
spektruma
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Az elektroporlasztasos (electrospray) ionizacido (ES, ESI) az egyik
leggyakoribb ionizacios technika, polaris, ionos, kis és nagy tomegii
molekuldk vizsgalatara egyarant alkalmas. A mintaoldat egy kapillarison
keresztiil jut az ionforrasba, ahol nagyfesziiltség, porlaszté gaz és fiités
segitségével tObbszorosen toltdtt aeroszol cseppek keletkeznek. Ezek
mérete részben parolgas, részben porlasztas révén csokken, és amikor
elérnek egy kritikus méretet, a toltéstaszitas hatasara ,,szétrobbannak”
(Coulomb-robbanas). Az ionevaporacids modell szerint egy sokszorosan
toltott aeroszol cseppbdl a toltéstaszitas kovetkeztében ionok Iépnek ki.
Amennyiben a cseppbdl az 0sszes olddszer elparolgasa révén keletkeznek a
tobbszorosen toltott ionok, ,,charge residue” modellrdl beszélnek. Mindkeét
folyamat soran tobbszordsen toltdtt molekulaionok képzddnek, amelyek
leggyakrabban tobbszor protonalt, esetenként tobb fémiont tartalmazo
molekulak ([M+nH]™, [M+nNa]™). A toltések szama a molekulamérettdl
fligg, tipikusan 1000 Da tomegegységre jut egy toltés. Nagyobb molekulak
esetén tipikus a széles toltéseloszlas. Ennek megfelelden egy 100 kDa
tomegl protein esetén altalaban 50-szer, 100-szor, 200-szor toltott ionok is
detektalhatok. ES-ionizacio negativ tizemmodban is hasznalhatd, ebben az
esetben leggyakrabban [M-nH]™ ionok lathatok.

Az elektroporlasztasos ionizaciot széles korben alkalmazzak, rendkiviil
érzékeny modszer (~ 10"°—10'® mol). Elénye, hogy on-line kapcsolhatd
folyadékkromatografiaval, mindségi €s mennyiségi analizisre egyarant
hasznélhat6. A kromatografids rendszer csak illékony puffert tartalmazhat
(pl.ammonium-formiat,ammonium-acetat), mivel szervetlen sok pufferként
vald alkalmazasat az ESI csak kevéssé tolerdlja. A gydgyszerkutatasban
gyakori szerves molekulak mellett nagy molekulatomegli proteinek,
glikoproteinek, oligonukleotidok, polimerek szerkezeti meghatdrozasara
is alkalmas. Az ESI soran tobbszorosen toltott ionok keletkeznek, ezért a
molekulatdmeg meghatarozasahoz a toltésallapot ismerete elengedhetetlen.
Nagyfelbontast tomegspektrométer és ~ 10 kDa-nal kisebb molekula-
tomeg esetén a molekuldk izotopcsucsai jol elvalnak egymastol. Ezek
tavolsaganak ismeretében az ion toltése egyértelmiilen meghatarozhatd
(pl. 3-szor toltott ion esetén az izotopcsucsok 1/3 tomeg/toltés tavolsagban
vannak egymastol). A toltésallapot meghatarozasanak masik lehetosége
a spektrumban észlelt, kiillonb6zo szamu toltéssel rendelkezd ionsorozat
tomeg/toltés értékeinek felhasznalasa. Két szomszédos csucs kozott
a toltésszam 1-gyel valtozik; ennek alapjan kétismeretlenes egyenlet
megoldasaval vagy szamitogépes program segitségével a molekulatomeg
meghatarozhat6. A 4.7. abran egy kisebb fehérje (a lizozim) ESI-spektruma
lathato.
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4.7. abra. Lizozim fehérje ESI-spektruma. A jobb felsé sarokban az egyszeres
toltésre konvertalt spektrum lathato.

Az ES-ionizacidhoz technikai szempontbol nagyon hasonldo az
atmoszférikus nyomast kémiai ionizaci6 (APCI, atmospheric pressure
chemical ionization) és az atmoszférikus nyomast fotoionizacio (APPI,
atmospheric pressure photo ionization). Az APCI kis vagy kozepesen
polaris (< 2000 Da) molekulak vizsgalatara alkalmas. Az APCI-ionforras
kialakitdsa az ES-ionforrashoz hasonld, de ebben az esetben a porlasztas
¢s az ionizacid térben és iddben is elkiiloniilve torténik. Az aeroszol
cseppek eldallitdsa, majd ezek elparologtatisa fiitott kapillarisban
torténik; az ionizacid pedig az olddszer elparologtatasa utan kialakuld
gazban koronakisiilés hatasara torténik. APCI-koriilmények kozott egy-
szeresen toltott ,.kvazi molekulaionok™ (tipikusan protonalt molekulak)
keletkeznek. A technika hatranya, hogy héérzékeny vegyiiletek termikus
bomlast szenvedhetnek. Apolaris vegyiiletek meghatarozasara az APPI-
modszer alkalmas. Ez technikailag leginkdbb az APCI-hoz hasonlo, de
az ionizacio fotonokkal torténd litkozések hatdsara kovetkezik be. Ennek
soran egyszeres toltésti gyokionok (M") és/vagy protondlt molekuldk
(MH") képzddnek. Ez a médszer azonban nem tekinthetd rutintechnikéanak.

Az ionizéacids modszerek koziil az El-ionizaciot un. ,,.kemény” ionizaci-
0s technikdnak tekintik, mert az ionforrasban tipikusan jelentds mértékii
fragmentacio kovetkezik be. A fent emlitett egyéb ionizacidés modszerek
un. ,,lagy” (soft) ionizacios technikak, amelyek tipikusan intenziv (,,kvazi”)
molekulaiont szolgaltatnak. Az ESI-, APCI-, APPI- moddszerek kozos
tulajdonsaga, hogy az ionforrasban a kisérleti koriilmények (elsésorban az
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un. ,,cone-orifice voltage™) valtoztatasaval jelentés mértékii fragmentacio
is elérheto, igy a molekulardl szerkezeti informacio nyerheto.

Az elézéekben bemutatott ionizacids modszerek mellett mas
ionforrasok is beszerezhetdk. Ezek koziil érdemes megemliteni az utobbi
évtizedben kifejlesztett ,,ambient” ionizacios technikakat, amelyek kdzos
tulajdonsaga, hogy az ionizaci6 a tdmegspektrométeren kiviil torténik, igy
feliiletek analizisére alkalmasak. Ilyen pl. a kereskedelmi forgalomban is
kaphat6 DESI-, LAESI-, ill. DART-technika.

4.2.3. Tomeganalizatorok

A tomegspektrometrias vizsgalat ionizacidot (€s az esetleges
fragmentaciot) kovetd 1épése az ionok tomeg/toltés szerinti elvalasztasa,
amely az analizatorban torténik. Ez a tomegspektrométer meghatarozo
egysége, a tomegspektrométerek elnevezése is ezt kdveti. A tomeg/toltés
meghatarozasanak szamos kiilonb6zoé elve ismert, ezek mindegyike
elektromégneses terek alkalmazasdn és az ionok mozgasanak tehetet-
lenségén alapul. Sok esetben a tomegspektrométerben egymast kovetéen
két vagy tobb analizatort helyeznek el, amely tandem tomegspektrometrias
vizsgalatok elvégzését teszi lehetové. A jelenleg legszélesebb korben
hasznalt analizatorokat (és egyuttal késziiléktipusokat) az alabbiakban
targyaljuk.

A kvadrupol analizator (Q) négy, szimmetrikus elhelyezkedési,
kor- vagy hiperbolikus keresztmetszeti radbol all, amelyek kozil az
egymassal szemben elhelyezkedd rudakra azonos, mig az egymas mellett
1évikre ellentétes polaritasu, nagyfrekvencidju valtdaramot (fesziiltséget)
kapcsolnak. Az igy kialakuld kvadrupolaris térben az ionok oszcillald
mozgasra kényszeriilnek és végighaladnak a rudak kozott. Az oszcillald
mozgast végzo ionok koziil csak a kivalasztott m/z értékii ion jut at az
analizatoron, a tobbi a kvadrupo6l rudaknak vagy a késziilék faldnak
itkozik, és a vizsgalat szamara elveszik. A kvadrup6l analizatorok tomeg/
toltés tartomanya tipikusan 2000-3000, esetenként 8000 Da/z értékig
terjed; altalaban egységnyi felbontdsra alkalmasak. A kvadrupdl tipust
tomegspektrométerek viszonylag olcsok. Nagy eldnyiik, hogy rendkiviil
robusztusak (alkalmazasuk soran az elszennyezddés, a til nagy vagy tal kis
mintamennyiség, a késziilék nem idealis beallitasa vagy elallitodasa csak
kevés problémat okoz) és kvantitativ vizsgélatokra ezek a legalkalmasabb
késziilékek.
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Az ioncsapda analizatorban (IT) az ionok egy cellaban tartozkodnak,
a tomeganalizis nem térben (mint példaul a kvadrupol analizatoron valo
athaladas révén), hanem iddben elkiiloniilve torténik. Az ioncsapda egy
gytrtielektrodbol és két lezaro elektrodbodl (,,sapkabol”) all, elvileg egy
végtelenitett kvadrupol analizatornak is tekinthetd. Az ioncsapdaban a
tomeganalizis a gytrielektrodra kapcsolt nagyfrekvencias valtdaram
hatasara kovetkezik be, ezt kOvetdéen az ionok m/z értékiik szerint
szétvalasztva 1épnek a detektorba. Az ioncsapda analizator tomeg/toltés
tartomanya tipikusan 2000 Da/z értékig terjed, pontos tdmegmérésre nem
alkalmas. Az ioncsapdas késziilékek rendkiviil érzékenyek, és ezekben
egymast kovetden tobb MS/MS kisérlet is elvégezhetd (MS"). Ennek
megfelelden ezt a tomegspektrométer tipust elsésorban szerkezetvizsgalatra
¢s proteomikai feladatokra hasznaljak. Mennyiségi analizisre kevésbé
alkalmas (linearitasi tartomanya viszonylag sziik, 1-2 nagysagrend), és
egyuttal kevésbé robusztus késziiléktipus.

A szintén széles korben hasznalt analizatortipus a repiilési i1d6
analizator (TOF). Ebben az esetben az ionokat elektosztatikus térben
tobb (akar 10-20) kV fesziiltségre gyorsitjak, majd mérik a detektorba
jutasig eltelt idOtartamot. A repiilési idobdl az ionok tomeg/toltés értéke
egyszerlien meghatdrozhat6. A TOF-analizatorok legnagyobb eldnye,
hogy nagyfelbontasra (20000-80000) és pontos tomegmérésre (1-5
ppm) alkalmasak. Ezen tulmenden a TOF-analizatoroknak igen jo az
érzékenysége, mivel a spektrumfelvétel nem pasztazassal torténik mint
a Q ¢és IT esetén, hanem az 0sszes ion észlelhetd. Ennek az analizator-
tipusnak gyakorlatilag nincs felsé tomeghatara (akar tobbszaz kDa
tomegli makromolekulak is vizsgalhatok). Az analizatorok jellemzdje a
szakaszos milkddés (egy ioncsomagot gyorsitanak, megvarjak, amig az
elér a detektorig, majd ezt kdvetden inditjak a kovetkezd ioncsomagot).
Az impulzusszerti miikodés MALDI-vizsgalatoknal elonyds (mivel ez is
ioncsomagokkal dolgozik), de folyamatos ionnyaldbbal (pl. EI, ESI, MS/
MS) is kombinalhat6.

Az analizatorokat gyakran kombinaljak egymassal, foként tandem MS-
vizsgalatok megvaldsitasara. Ezek koziil a legelterjedtebb késziilékek a
harmas kvadrupol (QQQ) rendszerek, amelyek robusztusak ¢s MS/MS
vizsgalatokra alkalmasak. Ez specialis MS/MS vizsgalatok esetén a
vegyiiletek kimutatasanak és kvantitativ mérésének egyik legérzékenyebb
modszere. A QTOF késziiléktipus a kvadrupol analizator robusztussagat
6tvozi a TOF-analizator nagy felbontasaval, nagy tomegtartomanyaval és
pontos tomegméreési lehetdséggel, MS/MS spektrumfelvétel esetén a QQQ-
késziilékhez viszonyitva jelentds érzékenység novekedés is észlelhetd.
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A fent emlitett késziilék- (ill. analizator-) tipusokon kiviil meg kell
emliteni a Fourier- transzformacios (FT-MS, FT-ICR — ,jion cyclotron
resonance”), valamint az Orbitrap-tipusu tomegspektrométereket is. Ezen
késziiléktipusok tipikusan ioncsapda analizatorral kombinaltan miikod-
nek, legfobb jellemzoik a nagy érzékenység, kiemelkedden nagy (akar
1000000) felbontas €s rendkiviil pontos (0,1 ppm) tomegmérés. Hatranyuk,
hogy nagyon dragak.

A detektorok feladata az analizatorbdl kilépo ionok nagy érzékenység-
gel torténd észlelése, amelyekre leggyakrabban Un. elektronsokszorozot
alkalmaznak. Az elektronsokszorozd detektorok dinodakbol allnak,
amelyekbdl a becsap6do ionok elektronokat iitnek ki. Napjainkban un.
csatorna-elektronsokszorozokat hasznalnak (,,Channeltron”), amelyek
nagy feliiletli diodasoros detektorok analdgja.'

4.2.4. Tandem tomegspektrometria (MS/MS)

A hagyomanyos tomegspektrometriai vizsgalatok mellett specidlis
méréstechnikai modszerekkel tandem tomegspektrometrias® vizsgalatok
is végezhetdk. Ezek a modszerek a vizsgalt vegyiiletrdl a korabbinal
sokkal részletesebb szerkezeti informaciot szolgaltatnak, valamint
nagymértékben novelik a vizsgalat szelektivitdsat, ami segiti a sok
komponensii mintak vizsgalatat. Ez esetben a tomegspektrométer nem
egy, hanem két tomeganalizatort tartalmaz, melyek kozott egy titkozési
cella helyezkedik el. Az MS/MS vizsgalatok soran az ionizaciot kovetéen
az analizéatorral kivalasztjak a vizsgalandoé iont, majd ezt az iont gerjesztik,
ami ujabb reakciosorozatot indit el. Az igy nyert fragmenseket a masodik
analizatorban m/z értékiikk szerint szétvalasztjadk és detektaljak. Az
MS/MS technikaval igy a spektrumban észlelheté Gsszes ionrdl ujabb
tomegspektrum készithetd, amely az egyszerli tomegspektrumhoz
képest jelentds tobbletinformacidt szolgaltat, ami a szerkezet pontosabb
meghatarozasat teszi lehetové. A tandem tomegspekrométer sematikus
felépitése a 4.8. abran lathato.

) 1. Utkozési 2.
[ Tonforras } . [Analizétor] . [ cella ] . [Analizétor] . [ Detektor }

4.8. abra. Tandem tomegspektrométer sematikus abraja

Az MS/MS fragmentaciot masodlagos gerjesztéssel biztositjak.
(Az elsédleges gerjesztés az ionforrasban kovetkezik be.) A gerjesztés
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legegyszeriibb ¢s legelterjedtebb modja a gazmolekuldkkal torténd
itkoztetés (,,collision induced dissociation”, CID). Ebben az esetben
a gyorsan mozgd (nagy kinetikus energiaval rendelkezd) ionok
gazmolekuldkkal (pl. nitrogénnel) {itkoznek, amely soran a kinetikus
energia egy része az ion belsé energidjava alakul at. Az iitkdzési kamra
a két analizator kozott helyezkedik el, amibe viszonylag nagy (0,1-1 torr)
nyomasu gazt vezetnek. lonok masodlagos gerjesztésére a CID-n kiviil
mas megoldasok is léteznek, mint pl. a fotonokkal, elektronokkal vagy
feliilettel valo titkoztetés, de ez utdbbiakat ritkdbban alkalmazzak.'

A tandem tOomegspektrometrias vizsgalatok kiilonb6zé mérési
(pésztazasi) modokkal valdsithatok meg. A leggyakrabban un. lednyion-
analizist hasznalnak (,,product ion scan”), melynek sordan az elsd
analizatorral kivalasztjdk a vizsgaland6 iont. A gerjesztés hatasara ez
fragmentalodik, a keletkezett fragmensionok meghatarozasa a masodik
analizatorban torténik. Ezt a mérési modot leggyakrabban metabolitok
szerkezetazonositasara,  fehérjék, biologiailag  aktiv  molekuldk
szekvencidjanak meghatarozasara hasznaljak. Egy peptid leanyion
MS/MS spektrumat mutatja be a 4.9. abra. A spektrumban észlelt
ionok (ionsorozatok) az egyes peptidkotések hasadasaval képzddnek,
a spektrumban észlelt tomegkiilonbségek jol mutatjdk az aminosavak
sorrendjét. Peptidszekvencia meghatarozasara ma mar ez a leggyakrabban
hasznalt modszer.
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Az Un. ,multiple reaction monitoring” (MRM, fragmentacios
folyamatok monitorozasa) egy masik, gyakran hasznalt pasztazas. Ez a
mérési mod foként ismert vegyiiletek sok komponensii mintakbol torténd
kimutatasdra, mennyiségi meghatarozasra szolgal. A vizsgalat soran
(kiilon kisérletben) el6szor meghatarozzak a vizsgalando vegyiilet MS/MS
spektrumat (leanyion-analizis), ebbdl kivalasztjdk a legjellemzobb
(altalaban legintenzivebb) fragmentacios utat. Ezt a reakciot azonositjak
az MRM-kisérletben az anyaion-ledanyion tomegének egyiittes pasztaza-
saval. Tipikusan egy kisérletben szamos ilyen folyamat kimutatasa
torténik (ezért nevezik ,,multiple”’-nek). Az MRM-pasztazas QQQ-tipust
tomegspektrométeren valosithatd meg, ez a vegyliletek kimutatdsanak
egyik legszelektivebb és legérzékenyebb modja. QQQ-késziilékeken az
MS/MS vizsgalatnak még két, viszonylag ritkan hasznalt lehet6sége is
van. Az anyaion-analizis (,,precursor ion scan”) soran azt hatarozzak meg,
hogy egy adott tomegii, adott vegytiletcsaladra jellemz6 fragmension mely
molekulakbol képzddhet. A semleges részecske vesztés monitorozasakor
(,,constant neutral loss) egy olyan fragmentaciotipust keresnek, mely
adott semleges molekula kilépésével (pl. vizvesztéssel) torténik, és
mely jellemzd a vegyliletcsaladra. Ez utobbi modszereknek leginkébb
a metabolitkutatasban van jelentdségiik, amikor a nagy mennyiségii
zavaro jel mellett kell meghatdrozni adott molekulacsaladhoz tartozé
komponenseket.

4.2.5. Kapcsolt technikak

A tomegspektrometria nagy hatékonysagu elvalasztastechnikai méd-
szerekkel torténd kapcsoldsa az utobbi két évtizedben rendkiviil nagy
jelentéségre tett szert. Ennek legfontosabb oka, hogy a két modszer elonyeit
0tvozi: az elvalasztastechnika (nevének megfeleléen) a minta egyes
komponenseit elvalasztja egymastol, amelyekrél a tomegspektrometria
szerkezeti informaciot szolgaltat. Ez kiilonosen komplex mintak vizsgalata
esetén fontos, kvalitativ és kvantitativ analizisre egyarant alkalmas. A
csatolt technika tovabbi eldnye, hogy jelentds mértékben egyszeriisiti a
minta-elokészitést, leroviditi a minta tisztitasara és dusitasara forditott
1d6t. A kapcsolt technikak tovabbi elonye, hogy a kromatografrol elualodo
anyagokrol az elticio ideje alatt tobb spektrum is felvehetd. Elterjedésiiket
Uj ionforrasok kifejlesztése tette lehetdveé, mely kiterjesztette a modszer
alkalmazhatdsagat a nagyobb molekulatomegti, polarisabb komponensek
iranyaba. A tandem tomegspektrometriaval vald kombinacido a csatolt
technikak érzékenységét és szelektivitasat tovabb noveli.
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A mar tobb mint 50 éve kifejlesztett gazkromatografidval kapcsolt
tomegspektrometria (GC-MS) illékony, hdstabil, kis molekulatomegii
(< 600 Da) vegyiiletek érzékeny meghatarozasara alkalmas. A 80-as
évek kozepén kifejlesztett és a 90-es évektdl kezddédden rutin analitikai
technikanak tekinthetd atmoszférikus nyomast ionforrasok (APCI,
ESI) lehetévé tették a tomegspektrométer folyadékkromatografiaval
torténd hatékony osszekapcsolasat (HPLC-MS). Ez a csatolt modszerek
alkalmazhatdsagat az erésen polaris (vagy akar ionos szerkezetil), nagy
molekulatomegli vegyiiletek iranyaba terjesztette ki. Ezzel lehetOség
nyilt fehérjék, glikoproteinek, oligonukleotidok, és mas biopolimerek
szekvencidjanak meghatarozasara, biologiai rendszerekben torténd
azonositasara is, poszt-transzlaciés modosulasok meghatarozasara. A GC-
MS és HPLC-MS ma mar rutintechnikanak tekinthetd, a gyogyszerkutatés-
fejlesztés szinte valamennyi fazisaban jelen vannak. A kiilonb6z6 kapcsolt
technikak, ill. ionizaciés modszerek kivalasztasanak és alkalmazasanak
szempontjait sematikusan a 4.10. dbran mutatjuk be.

molekulatomeg
mintabevitel polaritds
CE
ESI
HPLC Toncseréld APCI
NP-HPLC APPI
OPLC RP-HPLC
VRK
GC
EI/CI
illékonysdg

4.10. abra. A kromatografids és ionizacios modszerek kivalasztasanak szempontjai

A GC-MS technika, vagyis a gazkromatograffal torténé MS-
kapcsolas, viszonylag egyszerien megvalosithatd. A kromatografban,
gazfazisban elvélasztott komponensek kozvetleniil a tomegspektrométer
nagyvakuumterében 1évo ionforrasba juttathatok, ahol elektroniitkdzéses
vagy kémiai ionizacidé valdsithatdé meg. Gazkromatograftal illékony
¢s termikusan stabil vegyiiletek vizsgalhatok. Az illékonysagot
szarmazékképzéssel meg lehet novelni, igy pl. karbonsavszarmazékok,
szteroidok GC-MS vizsgalata szililezést vagy metilezést kovetden
megvaldsithatd. A gazkromatografids elvalasztas altaldban kapillaris
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oszlopokon torténik, amelyek segitségével akar pg-fg (10>-10""° g) szinti
anyagmennyiségek is meghatarozhatok. A modszer tovabbi elonye, hogy
a spektrumok értékelését spektrumkonyvtar segiti.

A HPLC-MS, a nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval torténd
tomegspektrometrias kapcsolds csak néhany évtizede terjedt el, mivel
szamtalan technikai problémat kellett megoldani az on-line kapcsolat
megvaldsitasdhoz. Az egyik legnagyobb nehézséget a HPLC-rdl
aramlo nagy mennyiségli folyadék (eluens) eltavolitdsa, majd az ionok
nagyvakuum-térbe (analizator) torténd bejuttatdsa jelentette. Ezeket
a technikai nehézségeket kiiszobolték ki az atmoszférikus nyomason
miikodd ionforrasok (ESI, APCI, APPI), melyek Ilehetévé tettek a
HPLC-MS rutinszerti hasznalatat. Ezekkel az ionizaciés modszerekkel a
vizsgalhaté molekulak kore is jelentds mértékben kiboviilt. Szinte a teljes
polaritasi tartomany vizsgalhato, kis és nagy molekulatomegii vegyiiletek
molekulatomege egyarant meghatarozhato, és a vegyiiletek szerkezetérdl
is értékes informécio nyerhetd.

HPLC-MS alkalmazasok esetén legfontosabb kovetelmény, hogy
az eluens rendszer csak illékony puffert (pl. ammoénium-acetatot
vagy -formiatot) tartalmazhat. A tOomegspektrométeres vizsgalat
érzékenységének novelésére gyakran sziikséges az eluens savanyitésa,
mely a protonalddasat segiti. Az oldoszerek tisztasaga szintén fontos
kovetelmény. Az ionforrasok széles aramlasi sebesség tartomanyban
(1 pL/perc — 2 mL/perc) hasznalhatok. Hagyomanyos analitikai oszlopok
(ID 4,6 mm, szemcseméret 3,5-5 um) esetén a tipikus dramlési sebesség
0,5-2 mL/perc. HPLC-MS vizsgalatokhoz idealisabbak a kisebb
belsé atmérdjli és szemcseméretli, Un. ,,narrow bore” oszlopok (ID
2,1 mm, szemcseméret ~ 3 um), melyek ~ 0,1-0,5 mL/perc aramlasi
sebességtartomanyban miikodnek. Az utdbbi években egyre gyakrabban
alkalmaznak gyors kromatografias rendszereket (UHPLC), amelyek
jelentds mértékben lecsokkentik a mérési idot jobb felbontas és jobb
érzékenység mellett. Bioldgiai vizsgalatok esetén nanoHPLC-késziilék
hasznélata tipikus (75-150 pm oszlopatmérd, 1 pL/perc vagy ennél is
kisebb aramlasi sebesség).

Az elvalasztast kovetd tomegspektrometrias vizsgalat soran Un.
»total ion chromatogram” (TIC) nyerhetd, amely a kromatografidban
gyakran hasznalt UV/DAD detektalassal analdg, de ezek érzékenysége
¢s informécio tartalma részben eltérd. Gyakran hasznaljak a ,,selected ion
chromatogram”-ot is, amely az adott ion intenzitdsat mutatja az elucios
1d6 figgvényében. A HPLC-MS vizsgélat érzékenységét, szelektivitasat
HPLC-MS/MS mérésekkel lehet novelni, melyek alkalmazasaval
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kis anyagmennyiségek vizsgalata bioldgiai/gyogyszertechnologiai rend-
szerekben is megvaldsithato.

A CE-MS, vagyis a Kkapillaris elektroforézissel (CE) kapcsolt
tomegspektrometria fontos 1) lehetéség, de a GC-MS ¢és HPLC-MS
technikakkal szemben még napjainkban sem tekinthetd rutinmédszernek.
A legnagyobb problémat a CE-elvalasztashoz sziikséges nagyfesziiltség,
valamint specialis pufferek alkalmazasa jelenti. A kapillaris elektroforézis
kiilonbozd elvalasztasi moddal valosithatd meg, amelyek koziil a
kapillaris zonaelektroforézis (CZE) foként toltéssel rendelkezé molekulak
elvalasztasara alkalmas és ES-ionforrassal kapcsolhatd, mig a micellaris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC) APCl-interfésszel hasznélhato.

4.3. A tomegspektrometria szerepe a
gyogyszerkutatasban

A tomegspektrometria olyan nagyhatékonysagu analitikai technika,
amely a gydgyszerkutatds/gyogyszerfejlesztés szinte valamennyi
szakaszaban/fazisaban jelen van, kezdve a vegyliletek eldallitasatol
egészen a torzskonyvezést kovetd mellékhatas-figyelésig. A soklépéses
szerves preparativ eldallitas soran az egyes reakciolépések termékeinek
tomegspektrometrias ellenérzésével kovetik a szintetikus folyamatot, ill.
sikeres eldallitas utan részletesen és pontosan igazolni kell a molekula
¢s a szennyezO komponensek szerkezetét, a minta tisztasagat, stb.
Ezt kovetoen a kiilonbozo preklinikai vizsgalatokban kell bizonyitani
a hatdéanyag megfelel6 mindségét (kémiai analizis), hatékonysagat
(klinikofarmakologiai és biokémiai vizsgalatok) ¢és az alkalmazas
biztonsagossagat. Ezek részben allatkisérletek, részben pedig human
vizsgalatok. Ebben a folyamatban a tomegspektrometria az egyik
leggyakrabban alkalmazott szerkezetvizsgalati modszer; mivel a GC-
MS ¢és HPLC-MS vizsgalatok minimalis minta-eldkészités mellett, a
vizsgalandé komponens izolalasa nélkiil is jol alkalmazhatok.

Az MS foként a szerkezetkutatds és a farmakokinetikai vizsgalatok
tertiletén nélkiilozhetetlen, amikor a hatdanyag/készitmény szerkezetét,
tisztasagat, bomldstermékeit, ill. a gyogyszer szervezeten beliili
valtozasat kell meghatarozni (ADME, ADMETox). A tomegspektrometria
legnagyobb elonye, hogy kis anyagmennyiségek komplex matrixban
(pl. testfolyadékban, gyogyszerkészitményben) torténd meghatarozéasara
alkalmas. Ez elengedhetetleniil sziikséges bioanalitikai vizsgéalatok esetén
(metabolitok, farmakologialag aktiv metabolitok). A szennyezés- ¢és
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bomlastermékprofilt hasznaljak alapanyagok, segédanyagok, gyartaskozi
termékek, csomagoldanyagok, késztermékek mindségi vizsgalatakor,
tovabba kompatibilitas és gyogyszer-interakciok meghatarozasara is.

4.3.1. Hatoanyagok, segédanyagok, gyogyszertechnologiai
késztermékek vizsgalata. Szennyezok/szennyezésprofil,
stabilitas (bomlastermékek), kompatibilitas vizsgalatok

A gyogyszerkutatas-fejlesztés elsd 1épése a hatdéanyagok jellemzése,
amely a vegylilet molekulaszerkezetének ¢és tisztasaganak meghata-
rozasa. Ezekben az esetekben a tomegspektrometria mindségi ¢€s
mennyiségi informaciot szolgaltat mind a hatékony molekularél, mind
pedig a szennyez6 komponensekr6l. Ez altalaban elvalasztastechnikai
modszerekkel kapcsolt MS-modszer alkalmazasaval torténik (pl. HPLC-
MS, HPLC-MS/MS), kihasznalva a kombinalt technikdk eldnyeit, a
szelektivitast, nagy érzékenységet és a tandem tomegspektrometrias
mérési technikakbol nyerhetd szerkezeti informéciokat. Meg kell emliteni,
hogy mas szerkezetvizsgaldé (NMR, IR, rontgen) és elvalasztastechnikai
modszerek (HPLC/DAD, HPLC/elektrokémiai detektor stb.) alkalmazasa
szintén tipikus €s fontos. A hatéanyag szennyez6i lehetnek a szintézis soran
el nem reagalt kiindulasi anyagok, a reakcio koztes és melléktermékei,
esetleg katalizatorok, a reakciohoz sziikséges segédanyagok, oldoszer-
maradvanyok, ill. egyéb idegen eredetli szennyezdk. A szennyezo-
komponensek ¢és a bomlastermékek mindségére, ill. mennyiségére
vonatkozd ajanlasokat a gyogyszeriigyi hatosagok harmonizacios (ICH)
dokumentumai tartalmazzak. Az oldészermaradvanyok meghatarozasa
elsdsorban gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias modszerrel
torténik, mig mas vegyiiletek meghatarozasara molekulatomegiiknek
¢és polaritasuknak megfeleld analitikai technikat kell hasznalni. A rokon
szerkezetll szennyez0, ill. bomlastermékek vizsgalatakor a kidolgozott
analitikai modszernek a varhatéan toxikus komponensek azonositasara
és mennyiségi analizisére is alkalmasnak kell lennie. Az utobbi idében
kiilonosen fontossa valt a genotoxikus szennyezOk analitikdja is.

A gyogyszerek torzskonyvezéséhez nem csak a hatéanyagokat kell
sz¢leskorlien szerkezet, tisztasag, stabilitas stb. szempontjabdl jellemezni,
hanem a készitményeket is. A fejlesztés szakaszaban a gyogyszerformat
vizsgalni kell stabilitasi és kompatibilitasi szempontbol: (a) hatdéanyag-
interakci6 a segédanyagokkal, (b) tobb hatéanyagot tartalmaz6 készitmény
esetében a hatdanyagok és a segédanyagok kompatibilitasa, ill. (c) a
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készitmény alkalmazhatdsaga szempontjabol bekovetkezo étel-interakcio.
Ezek a vizsgalatok originalis fejlesztés és generikumok formulalasakor
egyarant fontosak. A stresszvizsgalatok soran (savas, lugos kozegben,
oxidacid, fotostabilitas, hOmérséklet, paratartalom stb. hatasa), az
el6zéekhez hasonld6 modon, szerkezetazonositasra, szennyezésvizsgalatra
€s mennyiségi analizisre alkalmazzak a tdmegspektrometriat.

4.3.2. Metabolitkutatas

Metabolitok szerkezetének ¢és mennyiségének meghatarozasa a
tomegspektometria masik fontos alkalmazasi teriilete a gyogyszer-
kutatasban. Tipikus az elvalasztastechnikai modszerekkel kombinalt
tomegspektrometria alkalmazasa, amikor is kis anyagmennyiségeket
Osszetett biologiai mintdkban kell meghatarozni. Ez torténhet allatokban
(pl. egér, patkany, torpesertés, kutya vérplazmabol, vizeletbol, székletbol,
gerincfolyadékbol, agyhomogenatumbol stb.), human mintakban, vagy
maj mikroszOmaban. Ezekben a vizsgalatokban a molekulatomegtdl,
polaritastol fiiggéen valasztjuk ki az alkalmazand6 GC-MS, HPLC-
MS, ill. az ezekkel kombinalt tandem tomegspektrometrids moddszert.
Ezekre a specifikus ,,state-of-art” modszerekre és gyakran Osszetett
minta-el6készitésre a ng/mL, pg/mL szintli anyagmennyiségek szelektiv
meghatarozasara miatt van sziikség.

A metabolitok szerkezetmeghatarozasa tobbféle modon torténhet,
melynek kivalasztasat az adott feladat hatarozza meg. Metabolomikai
vizsgalatok esetén gyors szlirdmoddszert alkalmaznak. Ez esetben
nagyszamu, gyors HPLC-MS kromatogram alapjan valoszintsitik a
lehetséges metabolikus folyamatokat, ill. az ezekben képz6d6 metabolitok
szerkezetét. Ennél Iényegesen pontosabb adatok is nyerhetdk, ehhez
azonban sziikséges a hatdéanyag ¢és a vegyliletcsalad kromatografids és
tomegspektrometrias viselkedésének részletes ismerete. Ennek soran
kiilonboz6 allatokbdl szarmazd bioldgiai mintakban lehet azonositani
a keletkezett metabolitokat. A mar ismert szerkezetli metabolitokat
gyakran mas mintakban (pl. més fajban vagy mas matrixban) is ki kell
mutatni. Ez esetben specialis HPLC-MS/MS technikét érdemes hasznalni
(pl. MRM-et), igy az azonositds kis mennyiségli hig mintdban is
elvégezheto.

A gybgyszeriigyi hatdosdgok kovetelményeinek megfeleléen a
metabolitkutatas elsd 1épése az ADME-folyamatok I. fazisti metabolikus
reakcioiban keletkez6 metabolitok (aktiv metabolitok) szerkezetének és
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mennyiségének szpecieszfiiggd, lehetd legpontosabb meghatarozasa. Ezt
kovetden a II. fazisu metabolikus reakciokban 1étrejovo konjugatumok
milyenségét és mennyiségét, valamint a fehérjekotodés mértekét is meg
kell hatarozni.

4.3.3. Kvantitativ mérések (farmakokinetika), validalas

A gyogyszerkutatds soran nemcsak a hatéanyagok, szennyezo-
komponesek, bomlastermékek, metabolitok szerkezetét kell meghatarozni,
hanem azok mennyiségét is, gyakran rendkiviil sok komponenst tartalmazé
rendszerekben. A vizsgaland6 komponensek a mintakban gyakran csak
igen kis mennyiségben (pmol, fmol) vannak jelen. A tdmegspektrometria
elvalasztastechnikai modszerekkel kapcsolva alkalmas nagyszamu minta
gyors elemzésére, ahatdanyag és/vagy a farmakolodgiailag aktiv metabolitok
¢és belsd standardok specifikus, szelektiv, egymas melletti analizisére.
Ezeket a vizsgalatokat gyakran a GLP kdvetelményeinek megfeleléen
kell elvégezni. A kromatografidhoz csatolt tandem tomegspektrometriat
nagy érzékenysége €s nagy szelektivitdsa miatt gyakran alkalmazzak pl.
farmakokinetikai és bioekvivalencia vizsgalatokban. A farmakokinetikai
vizsgalatok soran a kiilonb6zé biologiai mintdkban meghatarozott
hatdéanyag-koncentracio/idé gorbe értelmezésével lehetdség van szamos
olyan farmakokinetikai paraméter meghatarozasara (pl. max. plazma-
koncentracid, ennek eléréséhez sziikséges 1d6, a plazmakoncentracio-ido
gorbe alatti teriilete, az un. ,,clearance”, stb.), amelyekkel jellemezni lehet
a szervezetben lejatsz6do folyamatokat.

A (bio)analitikai, ezeken beliil is a kvantitativ mérési modszereket
validalni sziikséges, vagyis dokumentaltan igazolni kell, hogy a médszer
alkalmas az adott mintdk vizsgéalatira adott koriilmények kozott.
A validalasi paraméterek jellemzik a minta-elokészitést, a standard
oldatokat, eluenseket, a késziilékeket és az adatok értékelését is. Az
un. teljesitményjellemz6 adatokra vonatkozd elvarasokat a nemzeti,
ill. az eurdpai gyogyszerligyi hatdésagok hatarozzak meg. Ezek kozil a
legfontosabb a modszer specificitasa, szelektivitasa, a mérés linearitasi
tartomanya, a legkisebb mérhetd ¢és detektdlhatdé anyagmennyiség, a
pontossag, a torzitatlansag, rendszeralkalmassagi adatok ¢és a bioldgiai
minta stabilitdsa. A mérési eredményeket statisztikai modszerekkel
értékelik és pl. szorasadatokkal jellemzik. A kvantitativ modszerfejlesztés
¢s validalas kiilonos figyelmet és kortltekintést igényel, a kidolgozott
analitikai eljarasok gyakran komplexek modszerek (pl. HPLC-DAD-MS/
MS) alkalmazasat igénylik.
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4.4. Makromolekulak vizsgalata (fehérjék,
fehérjealapu gyogyszerek)

A tomegspektrometriai kutatdsok stlypontja az elmult évtizedben a
makromolekulak, elsésorban a fehérjék vizsgalatanak irdnyaba tolddott
el.” A mérési modszerek, ionizacids technikak fejlddésével lehetové valt
igen kis mennyiségben rendelkezésre allo proteinek szekvenciajanak, sok
komponenst tartalmazé mintdk protein-Osszetételének meghatarozésa,
valamint sok mads, a fehérjekutatdsban fontos probléma megoldasa.
Makromolekulak esetén, a kis szerves molekuldkhoz hasonl6an, a tomeg-
spektrometria legfontosabb elénye a nagy érzékenység és specifitas,
amely lehetdvé teszi proteinkeverékek minor komponenseinek vizsgalatat
is. Hatranya azonban, hogy a proteinek térszerkezetérdl csak minimalis
informaciot nytjt, ehhez mas szerkezetvizsgald modszerek sziikségesek
(pl. NMR, rontgendiffrakcio, IR).

A gybgyszerkutatds fontos 0j irdnya a fehérjealapi gyogyszerek
kifejlesztése és alkalmazéasa. Ezek koziil a legfontosabbak a monoklonalis
antitestek (MAB-ok), melyeket tipikusan rekombinans technologiaval
allitanak el6. Az ilyen tipusu molekuldk szerkezetvizsgalata, analitikai
jellemzése alapvetden eltér a hagyomanyos gyogyszerek esetén
alkalmazottaktol. A legjellemzdbb kiilonbség, hogy sokszor mar a fehérje
szerkezete sem egyértelmi, gyakran szamos, akar sok milli6 homoldg
keverékébdl is allhat, amelyek nagy része poszt-transzlaciés modosulat
(PTM). A fehérjealapu gyogyszerek vizsgalata, jellemzése soran gyakran
alkalmaznak kiilonb6z6 bioldgiai, immunologiai mddszereket, amelyek
bioldgiai szempontbdl fontos, toxikus modosulatok jelenlétét zarhatjak
ki. A miszeres analitikai moddszereket foként nem ,hagyomanyos”
szerkezetkutatdsra, hanem a fehérjék jellemzésre hasznaljak: példaul
egy nagyobb fehérjemolekula NMR-spektruma ujjlenyomat-szeriien
jol jellemzi az adott fehérjemintat, annak térszerkezetét €s az ebben
bekovetkezd valtozasokat, de a teljes (tér)szerkezet ez alapjan altalaban
nem hatarozhaté meg.

A tomegspektrometria a kovetkezd terlileteken hasznalhaté a
fehérjealaptt gyogyszerek vizsgalata soran: (a) a fehérje pontos
szekvencidjanak meghatarozasa; b) homologok (elsdsorban PTM-ek, ezen
beliil is a glikoformék) jelenlétének, ezek mennyiségének jellemzése; és
(c) az esetleges szennyezések kimutatasa. Bar egész fehérjemolekulakat
is lehet vizsgalni tdmegspektrometria segitségével, a fehérjét altalaban
enzimatikus emésztéssel kisebb darabokra hasitva analizaljak. Az analizis
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soran leggyakrabban MALDI ¢és ESI ionizaciét hasznalnak, ez utobbi
esetén jellemzoéen folyadékkromatografiaval valo kapcsolassal.

A fehérjealapti gydgyszerek vizsgalata altalaban a kovetkezd
kisérleti metodologiaval torténik: (1) a fehérjét proteolitikus enzimek
(leggyakrabban tripszin) segitségével peptidekre hasitjak, majd (2) az igy
kapott peptidkeveréket HPLC-ESI-MS/MS mddszerrel vizsgaljak. Tipikus
forditott fazisu (reversed phase) kromatografids oszlop, gradienselicio
¢s hosszll (~ 100 perces) futasidé alkalmazasa, hogy a MAB-ok esetén
akar 100-200 peptidet is tartalmaz6 minta egyes komponensei egymastol
elvaljanak. A HPLC-MS vizsgalat soran kapott tomegspektrumokbodl az
egyes komponensek molekulatomegét meg lehet hatarozni, de a peptidek
azonositasara ez nem elegendd. Az analizis kdvetkezo 1épése (3) a tandem
tomegspektrometrias vizsgalat (HPLC-MS/MS), amikor az oszloprol
elualodo peptidek molekulaionjainak fragmentacidja soran jellemzdéen a
peptidlanc az egyes aminosavak kozott toredezik. A spektrumban gyakran
azonosithatok un. ionsorozatok. Az igy képz6dd fragmensionok kozotti
tomegkiilonbség az adott aminosav tomegénél 18 Da-nal (H,O molekula
tomegével) kisebb. Ezen ionsorozatok alapjan az egyes aminosavak
tomege €és a peptidszekvencia meghatarozhatd (4.9. abra). A peptidek
¢és fehérjék szekvenciameghatirozasat nagymértékben segiti az analizis
automatizalasa (pl. ’data dependent analysis’) €és a mérési eredmények
automatikus értékelése (pl. a Mascot programcsomag segitségével), mely a
peptidszekvencidk automatikus meghatarozasara vezet. Ezek a modszerek
nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy a tomegspektrometria a proteinkutatas
¢s a proteomika egyik f6 eszkdzévé valjon.

Fehérjealapti gyogyszerek esetében alapvetd kovetelmény, hogy
a teljes protein szekvencidjat meg kell hatarozni. A fent ismertetett,
nagyrészt automatizalt modszerekre €piilo eljaras tipikusan csak a protein
szekvencidjanak egy részét azonositja. Ennek szamos oka van, mint pl. a
PTM-ek nem megfelel6 figyelembevétele, egyes peptidek kis érzékenysége,
MS/MS spektrumok hibas vagy nem elegendden részletes értékelése, vagy
egyes fragmentaciés folyamatok hidnya. A teljes szekvenciameghatarozas
rendkiviil idéigényes folyamat, amely sok kisérletes munkat (kiilonbozo,
specifikus enzimek, specialisan bedllitott MS/MS mérések), manualis
(nem automatikus, bar szamitogépes eljarasokkal tamogatott) értékelést és
jelentds tapasztalatot igényel.

A poszt-transzlaciés moédosuldsok meghatarozasa az egyik
legnehezebb analitikai feladat a fehérjealapu gyogyszerek analizise soran.
Ez jelentés mértékben specialis enzimatikus modszerek alkalmazasan,
kromatografidn, tomegspektrometrian, és ezek kombinéaciojan alapul.

169



A tomegspektrometrianak kiilonosen a glikozilacié leirasa, glikoformak
azonositasa €s ezek mennyiségi meghatarozasa vonatkozasaban van nagy
jelentOsége, de ez ma még nem rutinfeladat.
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5. Egykristaly-rontgendiffrakcio
Bombicz Petra, Fabian Laszlo, Kalman Alajos

5.1. Bevezetés

Az emberi civilizacié fejlddésének egyik fontos Iépése volt a
kornyezetben fellelhetd kristalyos anyagok felismerése, gyujtése, majd
kiilonbozo formaban torténd hasznositasa. A kristalyok ,,atomi” racs-
szerkezete jelentdsen befolyasolhatja tulajdonsagaikat, viselkedésiiket. A
tobb évszazadra (XVI-XX. szazad) visszanylo megfigyelések és értékes
felismerések ellenére csak a rontgendiffrakcio felfedezésével (1912),
majd elsé felhasznalasaval (1913) nyilt meg az Ut a racsszerkezetek
felderitéséhez, és egy Uj vilag formalasahoz. Ezt természetesen a ,korai
adatgyiijtés” hosszu periddusa elézte meg. A kiilonb6z6 formaju és
nagysagu siklapokkal bezart (fémes, nemfémes, avagy attetsz6) formakat
asvanyoknak (minerals) nevezték el. Georgius Agricola német orvos
mar 1556-ban szin, atlathatésag, csillogas, keménység, hajlékonysag,
illetve hasadas szerint osztdlyozta az ismert asvanyokat. A gyarapodo
megfigyelések soran Nicolaus Steno ismerte fel (1669), hogy a kristalyokat
(konvex poliéderek) koriilzardo sikok kiilonbozé szimmetriakkal
jellemezhetdk, és az altaluk bezart szogek, a lapok méretétdl fiiggetlentil
allandoak. A lapszogek allanddsaganak torvényét kovetve, szogmérokkel,
majd optikai goniométerekkel elvégzett szogmérések vezettek a felis-
meréshez, hogy tiikrozések, tovabba forgastengelyek (girek) altal
osszekapcsolt lapformak hét tengelykeresztben értelmezheték (Christian
S. Weiss, 1815, majd Friedrich Mohs, 1825). Az inverzi6 (1) kombindlasa
a girekkel (2, 3, 4, 6) harom ujabb szimmetriamiiveletet eredményez: 2= m,
3, 4). Ha a nyolc miiveletet a hét rendszernek elnevezett tengelykeresztben
(triklin, monoklin, rombos, trigonalis, tetragonalis, hexagonalis és kdbos)
értelmezziik, 32 kristalyosztalyhoz jutunk, amit Johann Hessel irt le el0szor
(1830). A 32 kristalyosztaly vizsgalataval, azaz a kiils6 szimmetridkbol a
kristalyok bels¢ szerkezetét megismerni lehetetlen.

A morfologiai vizsgalatok folytatodtak. René Just Haiiy-t a kalcit
(CaCO,) kitiné romboéderes hasadasanak tanulmanyozasa vezette (1784)
mérfoldkovet jelentd felismeréséhez. Szerinte a folytatdlagos hasitas,
legalabbis elvileg, oly apré parallelepipedonokra vezethet, amelyek
sem szemmel, sem nagyitoval nem lathatok. Elméletében a kristalyok
legaprobb részei (molécules intégrantes) az illetd kristalyra jellemz6 alaka
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elemi parallelepipedonok, s ezek szoros illeszkedésébol épiil fel a kristaly.
A ,,molécules intégrantes” alakja az illetd kristalyrendszer legegyszeriibb
forméjanak felel meg. Haily elméletébdl kiindulva Gabriel Delafoss
(1840) kimondta, hogy a ,,molécules intégrantes™ fizikai, illetve kémiai
jellemzoktol fiiggetlen geometriai elem. Ezt ma elemi cellanak nevezziik.
1848-ban Auguste Bravais a 32 kristalyosztaly ismételt levezetése mellett
14 térracsot javasolt. Racselméletének alapja a transzlacioval 1étrehozott
végtelen pontsor, melynek ortogondlis vagy nemortogonalis (obligue)
azonos tavolsaggal torténd egymasra helyezése adja a térracsot, amelynek
egysége az elemi cella. A haromdimenzidban értelmezett pontsorok
ortogonalitasa, illetve annak hianya alapjan kimutatta, hogy a 14 racs hét
kiilonb6z6 racsszimmetriat foglal magaban. Ezek a korabban felismert
hét kristalyrendszer primitiv elemi cellai. A tovabbi hét, un. centralt racs
pedig ugy jon létre, hogy a primitiv cellak (pl. triklin vagy monoklin)
tarsitasaval (2 vagy 4 cellat felhasznalva) a megndvelt térfogatban tovabbi
szimmetriamiiveletek értelmezhetdk.

Bravais transzlaciokra épiilé térracsa a tércsoportelmélet eléfutara.
Azonban ez is kevés az utols6 f6 kérdés megvalaszolasara: hogyan
rendezddnek el az atomok az elemi celldban? Leonhard Sohncke 1879-ben
két j szimmetriaclemet ismert fel: a csavartengelyt €s a csiszosikot. Ezt
kovetden az orosz E. S. Fedorov els6ként vezeti le (1885) a230 tércsoportot.
Fedorovtol fiiggetleniil ugyanerre az eredményre jut Arthur Schonflies
német matematikus (1891), majd harmadikként az angol William Barlow,
aki modellkisérletek alapjan kozli (1883) 6t kobos rendszerti kristaly,
koztik a kdso szerkezetét. Sohncke ezek helyességét megkérddjelezi, a
valasz: a 230 tércsoport fliggetlen levezetése (1894).

Tovabblépés a rontgensugarzas felfedezése (1895), amelynek valds
természetérol 1912-ig csak ellentmondo6 sejtések vannak. A torténelmi
jelentdségli Laue-kisérlet egyszerre igazolta az X-sugarzas hullam-
természetét, interferenciaja pedig a kristalyok racsszerkezetét. Ebbol
kiindulva William Henry és William Lawrence Bragg (apa és fia), a
Barlow—Pope-féle modellek segitségével (1913) értelmeztek az elsé
kristalyokrol (NaCl, KCI stb.) késziilt rontgenfelvételeket, tobbek kozott
kimutatva, hogy Barlow spekulativ szerkezeti modelljei koziil csak a
gyémant volt hibas. Hat évvel késébb Paul Niggli (1919) ismerte fel, hogy
az altalahomogén diszkontinuumnak nevezett kristalyracsok szerkezetének
leirasahoz nélkiilozhetetlen a 230 tércsoport hasznalata.

A rontgendiftrakcidos szerkezetmeghatdrozasok targya az elsd
évtizedekben elsOsorban az asvanyok kristalyai. A szerves kristalyok
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vizsgalatat a krisztallografiai fazisprobléma megoldasanak nehézségei €s
a primitiv felvételtechnika késleltette. Fellendiilés csak a II. vilaghaborut
kovetd években indult meg. Az elsé kiemelkedd eredmény az abszolut
konfiguracid meghatdrozasa, amely igazolta Emil Fischer (1902. évi
kémiai Nobel-dij) zsenialis megsejtését. Ugyanis az anomalis diszperzid
gerjesztésével (J. M. Bijvoet és munkatarsai, 1949-1951) érvénytelenné
valik a Friedel-torvény, amely szerint a rontgendiffrakcids kép a kristaly

A rontgendiffrakcio vitathatatlan prioritdsa az abszolut konfiguracio
eldontésében segitett, hogy fokozatosan elfoglalhassa helyét a kémia mas
terliletein is. Ezek koziil kiemelked6 a polimorfia és az izostrukturalitas
vizsgalata. Ugyanis a XIX. szazad elején felismert izomorfia (1819),
majd polimorfia (1821) tanulmanyozasa is a morfologia, valamint a
fizikai allandok vizsgalatara korlatozddott. Napjainkban a polimorfia
térszerkezeti okainak felderitésében a rontgendiffrakcio kitiintetett
szerepet jatszik. Ugyancsak a rontgendiffrakci6 alkalmazésa tette lehetdve,
hogy a morfologiai megfigyelésekbdl leirt izomorfia helyett a kristalyok
izostrukturalitasat vizsgaljuk. A fejezet végén talalhat6 5.1. tablazatban
gyljtottiik 6ssze azokat a vegyiileteket, melyek szerkezetét az alabbiakban
targyaljuk.

5.2. Rontgendiffrakcios vizsgalatok

Az anyag tulajdonsagainak minél alaposabb megértése céljabol mind
részletesebben kell megismerniink a szerkezetét.!> 1912-igazatomok vilaga
reménytelentl kiviil esett a kozvetlen megfigyelhetdségen. A tudomany-
torténet egyik legfontosabb felfedezése a rontgensugarak diffrakcidjanak
megfigyelése volt.® A diffrakcios technikak tették lehet6vé az anyag
atomi szintli megismerését. A rontgendiffrakcio mintegy atomi felbontasu
mikroszkopként szolgal,” megnyitva az utat a modern szilardtestkémia és
az anyagtudomanyok fejlédése elott.

A gyogyszerkutatasok célja megkivant kémiai és fizikai tulajdonsagu
anyagok eldallitasa. Fontos, hogy adott polimorfot allitsanak el6 kontrollalt
¢és reprodukalhat6 koriilmények kozott. Az egykristaly-rontgendiffrakcio
alkalmazasaval felismerhetok a molekukak, azok konformacidja és abszolut
konfiguracidja, valamint a molekulak k6zotti kdlcsonhatasok. A molekula-,
ill. funkcidscsoport-felismerés lehetéveé teszi a molekularis felismerési
folyamatok megértését, a protein-ligandum kdlcsonhatasok tanulmanyo-
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zasat, a hatdsmechanizmus felderitését, a racionalis gydgyszerhatdanyag-
tervezést.

A krisztallografia interdiszciplinaris tudomanyag, amely a szilard fazisu
anyagokat tanulmanyozza szerkezeti szempontbol.!** A krisztallografia
elméleti alapjai az 1920-as évekre elérhetévé valtak, a krisztallografia
ezt kovetd eredményessége a diffrakcids késziilékek és a szamitogépek
fejlédésének, valamint a fazisprobléma megoldasanak koszonhetd.®

Alegtobb spektroszkdpiai technikdban a mintan meghatarozott iranyban
athalad6é sugérintenzitds valtozasat mérjik a frekvencia/hullamhossz
valtoztatasaval. Az intenzitasvaltozast a meghatarozott frekvenciaja
sugarzasok abszorpcidja okozza, amely energiavaltozasokhoz vezet a
mintaban. Az egykristaly-, valamint a por-rontgendiffrakcios technikaknal
a szilard anyag ¢és a sugarzas kolcsonhatasa ettdl eltérd: a hullamhosszat
tartjuk allandé értéken, és a monokromatikus szort sugar intenzitasat
mérjiik az irany fiiggvényében. Ebbdl meghatarozhatdak az atomi poziciok
a mintaban, amib0l aztan a szerkezet teljes geometriai leirasa megadhat6.*?
A diffrakcids technikak sokkal részletesebb szerkezeti informaciot adnak,
mint a spektroszkopiai modszerek, azonban a vizsgalhatd anyagok kore
szlikebb. Csak megfeleld belsd rendezettséggel birod és megfelelden fejlett
meéretli egykristalyrol tudunk detektalhato intenzitast szort sugarzast kapni.
Egykristaly-diffrakcidval asvanyok, szervetlen és szerves anyagok, sok €s
molekuldk, fehérjék és virusok szerkezete hatarozhatdé meg. Megismerhetd
a kristalyt felépité molekuldk kompozicidja, konstitucidja, konfiguracidja
¢s konformacidja (4k, angolul 4c), a molekulak kozotti mésodlagos
kolesonhatasok, valamint az, hogy hogyan illeszkednek a szimmetriak altal
egymashoz rendelt egységek a kristalyracsban. Mindezekbdl kovetkeztet-
hetiink az anyag fizikai-kémiai tulajdonséagaira.

Az egykristaly-diffrakciés mérés eredményeként felismerjiik a
molekulat az elektronsiiriiségi csucsokbol, és igy lehetové valik a kotés-
tavolsagok, kotésszogek €s torzios szogek, azaz a molekula dsszetételének
és geometriajanak egzakt leirasa, kiralis molekulak esetén az abszolut
konfiguracié megallapitasa. Felderithet6 a kiilonb6z6 konformerek aranya,
a rendezetlen atomi poziciok betoltdttsége. A szupramolekuldris kémia
térhoditasaval nagy hangsulyt fektetnek a masodlagos kotderdk és egyéb
intermolekularis kolcsonhatasok vizsgalatdra homo- és heteromolekularis
tarsulasokban. Hatéanyag-tervezés céljabol fontos a molekula-
felismerés (ill. funkcidscsoport-felismerés) krisztallografiai jellemzdinek
megismerése. A pontos hidrogénpozicidkat neutrondiffrakcios méréssel
allapithatjuk meg. Nagyfelbontdsi mérésekbdl nagy pontossaggal
szamolhat6 a deformécios elektronstiriiség, és a kotd elektronok és maganos
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elektronparok is meghatarozhatok. Tanulméanyozhatjuk a kristalyos
anyagok polimorfiajat, és egymastol csak kismértékben kiilonbozo
molekulak, ill. molekulatarsulasok izostrukturalitasat. A szerkezeti adatok
lehetdséget nyujtanak az analitikai eredmények értelmezésére.

A kristalyos anyag egy vagy tobb komponensbdl épiil fel, amelyek
szabalyosan ismétlédnek minden tériranyban. A rendezett szerkezetben az
épitéelemek kozott szimmetridk ismerhetok fel: transzlacio, szimmetria-
centrum, forgastengely, tiikorsik, és ezek kombinacidi. Az elemi cella az
a legkisebb egység, amelybdl sokszori eltolassal a kristaly felépithetd.
Az aszimmetrikus egység az elemi cella azon legkisebb része, amelyben
szimmetria mar nem talalhato. Az aszimmetrikus egység tartalmazhat egy
molekulat, tobb molekulat vagy egy molekula toredékét, ha a molekula
onmagaban szimmetrikus.

Az optikai mikroszkoppal még lathatdo legkisebb targy méretét a
vizsgalo fény hulldmhossza (400-700 nm) szabja meg. A molekuldk mérete
szazszor, ezerszer kisebb ennél. A rontgensugar konnyen eldallithato rovid
hullamhosszu elektromagneses sugarzas, amelynek hullamhossza az atomi
tavolsagok nagysagrendjébe esik.'® A leggyakrabban alkalmazott Ka
hullAmhosszak a réntgenandd anyaganak fiiggvényében: Co: 1 =1,7928 A;
Cu: 1=1,54178 A; Mo: 1=0,7107 A és Ag: 1 =0,5608 A. A rontgensugar
eloallitasa ¢€s alkalmazasa laboratoriumi méretekben is lehetséges
hagyomanyos rontgengeneratorokkal (1-2 kW), nagyobb intenzitasu
(15 kW) forg6 anodu rontgencsovekkel, vagy a még fényesebb €s nagyobb
fluxust mikrofokuszii rontgengeneratorokkal. A szinkrotronforrasnal
a kilométeres sugarti korpalyan mozgé-gyorsuld toltések keltik a nagy
intenzitasu rontgensugarzast, amely lehetové teszi egészen kisméretii
kristalyok vizsgalatat is. A sugarzas 107'° sec impulzusokban érkezik
a mintara, az impulzusjelleg lehetdséget ad kiilonbozé folyamatok
idobeli lefutasanak vizsgalatara. A jovoben nagy jelentdségiivé valik a
rontgen-szabadelektronlézer mint 4j tipusu forras. Mig a rontgensugar
az elektronfelhén, a neutron az atommagon szorodik. Az egykristaly-
neutrondiffrakci6 modszerével a nehéz- és konnyliatomok helyzete
kozel azonos pontossaggal meghatarozhatod, az atomi poziciokat és az
elmozdulasi tényezdoket nem befolyasoljak a kémiai kotések. Alkalmazasat
megneheziti, hogy koltséges a forras megépitése, és hogy nagyobb méretii
egykristaly sziikséges a kisebb intenzitds miatt.

Ahhoz, hogy detektalhat6 intenzitasu szort sugarakat kapjunk, nagyfoku
rendezettséggel bird, megkivant szorasi térfogatot képviseld egykristaly
sziikséges. A diffrakcios kép igy egy nagysagrendileg 10'® szamu cellarol
késziilt kiatlagolt felvétel. Az egykristaly-diffrakcios vizsgalathoz egy
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minél inkébb racshibaktél mentes, hagyomanyos rontgenforras esetén
0,1-0,5 mm ¢élhosszasaghh mérettartomanyba esé egykristaly sziikséges.
A kristalyositas anyagigénye 1-2 mg a vizsgalni kivant anyagbol és
par ml oldoszer. A kristaly novekedését befolyasold tényezOk az anyag
oldhatdsaga az oldoszerben, a gocképzodés és gocnovekedés sebességének
aranya, a mechanikai hatasok és azidg. Olyan oldoszert érdemes valasztani,
amelyben az anyag mérsékelten jol oldodik. A gocndvekedés sebességének
nagyobbnak kell lennie a gocképzddés sebességénél. Az oldat razkodasat,
valamint az idegen anyaggal torténd beoltast, a heterogén nukleaciot el
kell keriilni (sziir6papirszal-maradék, laboratorium levegdjében 1évo por).
Az egykristalynovesztés idéigényes folyamat, a tobbnapos, s6t tobbhetes
1ddigény sem ritka.

Egykristaly novesztése céljabol szamos modszer koziil valaszthatunk.
Szabalyozhatjuk az oldoszer parolgasi sebességét. Csokkenthetjiik a telitett
oldat homérsékletét, akar felmelegitett oldat lassu lehiitésével, vagy az
oldat szobahémérsékletnél alacsonyabb hdmérsékletre valo hiitésével. A
kristalyositd edényben homérsékletgradienst allithatunk el6. Az oldoszer
mindsége meghataroz6, de alkalmazhatunk oldoszerkeverékeket is.
G0zdiffuzid esetén az anyag oldatat egy masik oldoszer gézébe helyezziik;
ez akkor alkalmazhato, ha az oldoszerkeverékben az oldhatdsag rosszabb.
Oldoszer-diffuzid esetén az oldat és egy masik olddszer egymasra vannak
rétegezve, a kristalynovekedés a hatarfeliileten zajlik. A reaktansdiffuzios
modszert akkor alkalmazzuk, ha a termék oldhatosaga kisebb a kiindulasi
anyagénal. Egytitt kristalyosithatjuk az anyagunkat semleges vagy ionos
kokristalyképzovel. Tonos anyag esetén az ellenion cseréje eredményre
vezethet. Semleges anyagot ionos formava alakithatunk. A masodlagos
kotések ki-, ill. atalakitasa elonyds lehet. Illékony anyagok esetén a
megfeleld kristalyméretet megkaphatjuk szublimaciéval. Tal nagy
egykristalyt megfeleld méretiire vaghatunk, azonban a mechanikai hatas a
racsban fesziiltséget kelthet, ez a kristdly mindségét rontja.

A kristalyositashoz hasznalt olddszerek, oldoszerkeverékek kivalaszta-
sanak szempontjai: oldhatosadg, reaktivitds, hidrofobicitas, polaritas,
illékonysag, forras-, ill. olvadas-homérséklet, protikus-aprotikus tulajdon-
sag. Az oldoszer jelen lehet a kristalyracsban térkitoltoként, ilyenkor
gyakran rendezetlen pozicidoban van az iiregben, de gyakran részt vesz
a kristaly hidrogénkotés-rendszerében, harmadrészt pedig komplexek-
ben az olddszer a kdzponti fémion koré koordinalodhat. Ugyanaz az
olddszer egyszerre tobb szerepet is betolthet a kristalyracsban. Szerves
¢s fémorganikus anyagok kristalyositasahoz leggyakrabban alkalmazott
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oldoszereket, és azok zarvanyként valo eléfordulasi gyakorisagat Gorbitz
¢és Hersleth!" foglalta 6ssze.

A két Bragg mar egy évvel az els¢ diffrakcios kisérlet utan, 1913-
ban meghatarozta szamos egyszeriibb kristaly szerkezetét. A mddszer és
alkalmazasa gyorsan elterjedt. Az 1924-ben kifejlesztett Weissenberg-
kamerat évtizedekig hasznéltdk a diffrakciés kép regisztralasara. A
60-as években terjedt el a Buerger-féle precesszios goniométer, amely
torzitatlanul képezte le a reciprokracssikokat. A szerves krisztallografia
kezdetének A. I. Kitajgorodszkij 1961-ben megjelent konyvét tekintjiik.'?
Az egykristaly-diffrakcio robbanasszerti fejlodését hozta a 70-es években
az ionizacios detektorral (szcintillacids szamlalo) felszerelt, szamitogéppel
vezérelt négykords goniométer. A technika fejlédésével hetekre csokkent az
egy diffrakcios mérésre és szamolasra forditott id6. A 90-es évek végétol a
térdetektoros (CCD vagy image plate) késziilékek (5.1. dbra) megjelenése
oOta napok, akar egy nap is elegendd jo mindségii és méretii egykristaly
esetén a diffrakcios mérés és szerkezetmeghatarozas elvégzésére.

minta
) sugarforrds

detekfor

mozgaté mechanika

vezérld szamitogép

5.1. abra. A térdetektoros egykristaly-diffraktométer felépitésének vazlata és a
Rigaku R-Axis Rapid II diffraktométer goniométere
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A molekulaszerkezet meghatarozasa a szort hullamok rekombinacios
szamitasa, amelybdl egy idoatlagolt elektronsiiriiségi térképet kapunk.
Az atomok rezgése a homérséklettol, a racsbeli illeszkedéstdl és a
rendelkezésre allo helytdl fiigg. Alacsony homérsékleten torténd
adatgytjtéssel (cseppfolyos nitrogénnel vagy héliummal valo hiités), vagy
nagynyomasu kamra alkalmazasaval az atomi homozgas csokkenthetd, a
rendezettség esetlegesen novelhetd.

5.2. abra. A diffrakcios kép a kristalyracson, mint periodikus térracson reflektalodott
diszkrét helyeken megjelend kiilonb6z6 intenzitasu interferenciamaximumokbol all

A diffrakcios képen (5.2. abra) minden reflexidé (visszaverddott
sugarnyalab) elhelyezkedése meghatarozott, amely megfelel egy egyedi
szort sugarnak, amely megadott iranybol érkezett a detektorra a kristaly
egy meghatarozott sikjarol visszaverddve. A diffrakcios kép szimmetridja

crer

c ey

fiiggden elegendd a diffrakcios tér felének, negyedének vagy nyolcadanak
kimérése. A szimmetridk miatt bizonyos tipusi reflexiok intenzitasa
azonos. A diffraktalt sugar intenzitasat az atomok szoroképessége és
a cellaban elfoglalt helye hatdrozza meg. Az atomok szoroképessége
aranyos az elektronszammal. Az elektronfelhd kiterjedtsége miatt nagyobb
szogeknél a szoroképesség csokken. Az atomfajtak szoroképességét az
atomi szorastényezO-fliggvények irjak le, amelyeket kvantummechanikai
eljarasokkal szamitanak. Ezeket a formafaktorokat az International Tables
for X-ray Crystallography (1962) I11. kotetében adjak meg.'* A hdmérséklet
novekedésével a szoroképesség csokken. A matematikai Osszefiiggés a
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Fourier- transzformacid, amely kapcsolatot teremt a méretéhez hasonld
hullamhosszusagi  sugarzassal leképzett haromdimenzids folytonos,
periodikus atomracs €s a diszkrét pontokbodl 4116 diffrakcids mintazat kozott
(5.3. abra). A diffrakcios mintazat a kristalyracs Fourier-transzformaltja,
a kristalyracsot pedig megkapjuk a diffrakcidos mintazat inverz Fourier-

crer

detektor

reciprokracs

5.3. abra. A rontgensugar szorodasa a reciprokracson. A kristaly elforgatasaval ott
jelentkezik reflexio, ahol a reciprokracspontok érintik az Ewald-gémb felszinét.
Nem hozhatok reflexids helyzetbe a hatargdémbon kiviili reciprokracspontok

Az elektronfelhén szorodott sugarnyalab teljes mennyisége az
elektronsiiriség Fourier-transzformaltja:

G(S) = j p(ryexp[27ir(s —s,)]dr = j p(ryexp(27irS)dV , (5.1)

ahol G(S) = F(H) a szerkezeti tényezd (struktarfaktor), p(r) az
elektronsiiriség, V' az elemi cella térfogata. Méréskor a szort hullam
intenzitasat detektaljuk, amely a komplex szamként felirhato G(S)
figgvény ¢és annak a komplex konjugaltjdval képzett szorzata:
I = G(S)G*(S). A mért intenzitasok négyzetgyokei az elektron-
strtiségeloszlas Fourier-soranak Fourier-egyiitthatoi:

p(r) = j G(s)exp(—27irS)dV , (5.2)

azaz a G(S) szerkezeti tényezd és a p(r) elektronstiriiség Fourier-
transzformalt parok. A V térfogati elemi cellaban 1évo p(xyz)
elektronsiirliségnek Kkitiintetett irdnyokban vett Fourier-transzformaltjai a
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szerkezeti tényezOk (mas néven struktirfaktorok), G(S) = F(H), abszolut

értékiik a szerkezeti amplitido:
111

F(H) = F(hkl) = Vj j j p(xyz)exp[27i(hx + ky + Iz)Jdxdydz =

000

= A(hkl)+1B(hkl) = A(H)+1B(H) =
= F(hkl)exp[i(p(hkl)] =F(H) exp[i(p(H)] , (5.3)
az intenzitas:
I(hkl) oc F(hkI)F * (hkl) , (5.4)

ahol x, y, z a frakcionalis koordinatak, 4, k, [ a Miller-indexek, p(hkl) a
fazisszog. A rontgendiffrakciés mérés soran véges szamu szerkezeti
tényez6t kapunk, ezek Fourier-0sszegzése adja az elektronsiiriiség-
eloszlast:

p(xzy) z z Z F (hkl)exp[-27i(hx+ky +1z)] =

i

{ +2Z[A )cos 27 Hr)+B(H)sin27z(H.r):|} '

(5.5)

Az elektronstirtiségi fliggvény normalalakja a szerkezeti amplitadokkal és
fazisszoggel felirva:

p(r):%{F(O)+2;|F(H)|cos[27r(H.r)—gp(H)]}. (5.6)

A mért |F(hkl)| abszolut értékekbdl a fazisok hidnydban a szerkezeti
tényezOk valos €s képzetes részét nem tudjuk eldallitani; a fazisszog:
@ = arctan[B(H)/A(H)].

A szort rontgensugdr intenzitdsa aranyos az amplitidé négyzetével. A
sugar a szorodasa soran elvesziti azt az informaciot, hogy milyen relativ
fazissal szorodott. Ez a krisztallografiai fazisprobléma. A relativ fazisok
meghatarozasanak tobb modszere ismert. Anehézatom-modszer (masnéven
Patterson- vagy vektormodszer) akkor alkalmazhat6, ha a mintdban
nagy rendszamu atom talalhatd, mert ennek hozzajarulasa a fazishoz
meghatarozo.! A direkt modszerek a fazisok ab initio meghatarozasat végzik
(kémiai Nobel-dij, 1985, H. Hauptmann ¢és J. Karle).!* Elézetes szerkezeti
informacio nélkiil, az 6sszegképlet ismeretében fazisszetteket generalunk.
A fazisok kozott matematikai Osszefiiggések vannak, de a rendszer
talhatarozott. Az un. ,,shake-and-bake” modszer felvaltva szamol a normal
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és reciprok térben.'> Az izomorf helyettesités modszerével izostrukturalis
kristalyok esetén szamolhatunk, elsésorban makromolekulédknal alkalmaz-
zak.' A ,charge flipping” ab initio szerkezetmeghataroz6 modszer.!” Az
iterativ algoritmus Iényege a kis elektronstiriség folyamatos perturbacioja,
amely a fazistér feltérképezésével a szerkezet megoldasahoz vezet.

A véges szamu mért €s a szamitott szerkezeti tényezok eltérésének
mértékét szamoljuk a fazisszamitdsok konvergenciajanak ellendrzésére.
Am ez sohasem lesz nulla, mert egyrészt a mérésnek is van hibaja,
masrészt az atomok nagysaguktol, poziciojuktol, hoémérsékletiiktol
figgden nyugalmi helyzetiik koriill mozognak (az atomi hdémozgas
csOkkenthetd alacsony hémérsekletli adatgytiijtéssel), valamint a kémiai
kotésben részt vevd elektronok szérdsa sem elhanyagolhato, és csak
relativ intenzitdsokat mériink. A szerkezeti modell finomitasa soran
a szerkezeti modellbdl szamitott F (hkl) értekek és a kisérleti F (hkl)
parjaik kiilonbségét igyeksziink csokkenteni az intenzitasadatok legkisebb
négyzetes illesztésével. A felallitott modell eltérését a mért adatok altal
meghatarozott szerkezettol josagi tényezdokkel jellemezziik (R, R , S).

A mintara esé rontgensugarzas legnagyobb része athalad a kristalyon,
kisebb részben elnyelddik, valamint diffraktalodik. Az abszorbealt sugar
mennyisége fiigg a vizsgalt minta anyagi mindségétdl és az alkalmazott
sugarzas hullamhosszatol. Az abszorpciot korrigalni sziikséges, ha a
kristaly erésen abszorbeald atomokat tartalmaz (pl. fémkomplexek), és
ha a kristaly alakja jelentdsen eltér az idealis gdmbtdl. A diffraktalt sugar
intenzitdsa azért is valtozik, mert a karakterisztikus sugarzas szorodas
kozben polarizalodik. A polarizacio 6 (Bragg-szog)-fiiggd. A mért adatokat
korrigalni sziikséges még a Lorentz-féle sebesség- vagy idéfaktorral,
amely a reciprokracs pontjainak az Ewald-gomb felszinén val6 athaladasa,
illetve tartozkodasa kozotti kiilonbséget fejezi ki (5.3. abra). Az extinkcid,
a diffraktalt nyalaboknak a primer sugérral torténd interferenciajabol
adodo intenzitascsokkenés szintén korrekciot igényelhet.

A kristdlyban az atomok kiillonbozé mértékben mozdulnak el az
egyensulyi helyzetiikkb6l. Az anizotrop atomi rezgést az elmozdulasi
ellipszoiddal modellezziik az egész kristalyra atlagolva. A diffrakcios
pillanatfelvétel egyidejlileg rogziti az atomi rezgéseket és a kristalyban
fellépd atomi rendezetlenséget. Az atomi rendezetlenség lehet statikus
vagy dinamikus, ill. ezek kombinacidja. Az atomi rendezetlenség
modellezésénél az elektronsiiriiség-eloszlas leirasa tort betoltottségli atomi
poziciokkal torténik. A statikus rendezetlenség esetében a rendezetlen, de
gyakran masodlagos kolcsonhatdsokkal megerdsitett atomi helyek kozott
nagy potencialis energiagat van. A dinamikus rendezetlenség leginkabb

181



hidrofob kornyezetben, masodlagos kolcsonhatdsok hidnyaban eldalld
mozgas, ebben az esetben az energiagat kicsi, a potencialisenergia-
fliggvénynek széles minimuma van.

Az egykristaly-diffrakcid6 moddszerével az abszolut konfiguracio
meghatarozhato, ha a kiralis molekula jelentds anomalis szérast mutatd
(oxigénnél nagyobb rendszamu) eleme(ke)t tartalmaz, és nem racém,
hanem optikailag tiszta, kiralis tércsoporti kristdlyokat képez. Ha a
rontgensugar hulldmhossza egy atom abszorpcids élének kozelében,
ill. valamivel az alatt van, akkor a rontgensugar z/2-en tulmenden, de
mindig pozitiv fazisvaltozast szenved. A Friedel-torvény, amely szerint
a kristalytani sik két oldalarol a rontgensugar ugyanakkora intenzitassal
szorodik, anomalisan szord atomok jelenlétében nem érvényes, a két
intenzitas kimérhetden eltér. Az Gin. Flack-x abszolut szerkezeti paraméter'®
finomithato.

Ahogy nétt a megoldott szerkezetek szdma, egyre tobb informdacio
gyllt Ossze a szervetlen és szerves kristalykémia, ill. a molekularis
biologia teriiletén, ezért kialakultak az adatbankok.” A Cambridge-i
Szerkezeti Adatbazis (CSD) (www.ccdc.cam.ac.uk) gyijti a legalabb
egy C-H csoportot tartalmazo szerkezeteket. A 24 aminosavegységnél
nagyobb polipeptidek és poliszacharidok a Protein Adatbankban (PDB)
(www.rcsb.org/pdb/), az oligonukleotidok a Nukleinsav Adatbankban
(NADB) (www.ndbserver.rutgers.edu/) talalhatok. A  szervetlen
szerkezetek a Szervetlen Szerkezeti Adatbankba keriilnek (www.
fiz-informationsdienste.de/en/DB/icsd/), a fémeket és Otvozeteket a
CRYSTMET® (www.tothcanada.com/) adatbankban helyezik el.

A Cambridge-i Szerkezeti Adatbazis' (CSD) a szerves és fémorgani-
kus vegyiiletek bibliografiai, ill. kémiai adatait, tovabba rontgen- vagy
neutrondiffrakciéval meghatdrozott egykristaly- vagy pordiffrakcioval
kapott kristalyszerkezeteit tartalmazza. Az adatbankban megtalalhatd
szerkezetek szama a 2014. év végére meghaladta a 750.000-et. A CSD-t
felhasznalhatjuk a fobb molekuldris paraméterek és a fém-koordinacios-
szféra geometridjanak meghatarozasara. Modellkoordinatakkal szolgéalhat
a szerkezetfinomitasdhoz, a konformacios analizishez és a validalashoz.
A masodlagos kolcsonhatasok tulajdonsagait vizsgalhatjuk, a protein-
ligandum kblcsonhatasokat tanulméanyozhatjuk. Az 6sszegyijtott szerkezeti
felhasznalhatjuk molekulamodellezésre a racionalis gyogyszerhatéoanyag-
tervezésben, €s alapjaul szolgalnak a tudatos kristalytervezésnek.
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Az anyag fizikai-kémiai tulajdonsagai egyrészt az azt felépitd
alkotoelemek természetétdl, masrészt az alkotdéelemek kozotti
kolesonhatasoktol fliggnek. A kristalyokban el6forduld nemkovalens
kolecsonhatasok: az erds és gyenge hidrogénkotés, a m...m kolesonhatds,
a fémkoordinacio, az elektrosztatikus és van der Waals-erék, a hidrofob
hatasok mind befolyasoljak a kristalyt felépitd6 molekulak illeszkedését,
a molekularis felismerési folyamatokat, zdrvanyvegyiiletek stabilizalasat,
flexibilis molekula esetén a konformaci6é kialakuldsat, a biologiai
makromolekulak aktivitasat. Anemkovalens kdlcsonhatasok mind mélyebb
megértése, a szupramolekularis kémiai ismeretek teszik lehetéve, hogy
egyre kozelebb keriiljiink az ahitott cél, a tudatos kristalytervezés (crystal
engineering) felé. A gyenge kolcsonhatdsok irdnyitotta konformacios és
szerkezeti sajatossagok befolyasoljak a polimorfia jelenségének mint
szupramolekularis izomerizacionak a felléptét.

A kristalyszerkezet kisérleti és szamitastechnikai eszk6zokkel torténd
predikcios tanulmanyozasa nem szoritkozik a termodinamikailag legstabi-
labb szerkezeti modosulat keresésére, hanem hozzajarul a kristalyosodasi
viselkedés komplexitdsanak, a polimorfia jelenségének megértéséhez
is.* A molekulak kristalyosodasa termodinamikai és kinetikai faktorok
Osszjatéka. A nukleacio és a kiilonbozo kristalyositasi koriillmények, mint:
hémérséklet, nyomas, oldészer, szennyezés, feliiletek stb. szerepének
sokkal mélyebb megértésére van sziikség a kiilonb6zo szilard formak
kialakulasanak irdnyitdsdhoz, mieldtt egy kivant kristalyforma rutinszerii
tervezését meg tudnank tenni.

5.3. Szerves kristalyok polimorfiaja

5.3.1. Torténeti attekintés

A polimorfia jelenségét el6szor Mitscherlich irta le (1821). Felismerte,
hogy a kalcit és az aragonit azonos kémiai Osszetétel mellett (CaCO,)
fizikai tulajdonsagaikban kiilonbozok. Megallapitja, hogy ,,ugyanannyi
azonos elem kiilonb6z6 modon rendezddhet, s ennek eredménye az, hogy
formajuk ¢és fizikai tulajdonsagaik kiilonboznek.” A XX. szdzad hatvanas
évei ota a polimorfia jelensége folyamatosan az érdeklédés kozéppontjaban
all. Egyre gyakrabban észlelik elsdsorban a gydgyszeriparban, igy a
kristalyos anyagot tartalmazo szilard gyogyszerek, a szuszpenziok,
tovabba a krémek esetében is. A robbandanyagok teriiletén is meghatarozo
szerepe van. Ezért az alapvetd vizsgalatokon til fontos kérdés annak
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tisztazdsa, hogy a modosulatvaltozas varatlan fellépése milyen kart
okoz szilard gyogyszerekben, szuszpenzidokban, avagy a robbanodszerek
kezelhet6ségében.?!26

McCrone szerint*' polimorfia az, amikor a komponens molekulak
oldatban azonos szerkezetliek, fliggetlentil att6l, hogy melyik szilard
modosulatbol nyerték az oldatot. Szerinte elvileg minden anyag mutathat
polimorfiat, ha elegendden hosszll idén at probalkozunk az eldallitasaval.
Bar ez nem teljesen igaz, de azok a kutatok, akik szerves molekuldk
kristalyaival dolgoznak, nem felejthetik Kuhnert-Brandstétter és Glasser
figyelmeztetését:** ,,A polimorfia vizsgalata sohasem tekinthetd teljesen
kimeritettnek, mindig van lehetdség arra, hogy specialis oltéanyag
hatasara egy addig ismeretlen forma jelentkezik”. Elfogadott nézet szerint
a molekulatarsulasok valtozatossaganak oka az a torekvés, hogy szoros
illeszkedésiik (close packing) minél nagyobb legyen (kb. 75%) azaltal, hogy
a szabalytalan alaki molekulak kidudorodasai (bumps) jol illeszkednek
a szomszédos molekuldk tiregeibe, felhasznalva a hét kristalyrendszer
altal biztositott szimmetriamiiveleteket. Szobahdémérsékleten, 1égkdri
nyomason termodinamikailag csak egy polimorf lehet stabil, a tobbi
csak metastabil. Tehat csak egy modosulat érheti el a legszorosabb illesz-
kedést a racsban, a tobbi csupan részlegesen szoros illeszkedésii. Ebbol
kovetkezik, hogy adott homérsékleten a legnagyobb stirliséget a stabil
forma veszi fel. Azonban ez sem sziikségszertien igaz. Példaul a 4,4-difenil-
2,5-ciklohexadienon (1) négy kristdlyos format mutat, amelyben 19
krisztallografiailag figgetlen molekulakonformaciot kiilonboztettek meg.?’

Mindezekbdl kovetkezik, hogy a kristalyszerkezetek megjoslasa
egyelére még nem tekintheté megoldottnak, bar nem lehetetlen.?® Jelen
fejezet ebbdl indul ki. A polimorfia néhany tipikus és kiilonleges esetének
ismertetése utan megkiséreljiik jellemezni az ellentétes jelenséget:
az izostrukturalitast. Gyakori, hogy a polimorfia az izostrukturalitas
valamilyen fokanak megorzésével alakul ki, tovabba a két jelenség kozos
vonasa lehet a morfotropia fellépése.

5.3.2. A polimorfia gyakori és ritka formai

A molekulavegyiiletek kristalyos allapotban mutatott polimorfjai a
homomolekularis fazisok szupramolekularis izomerjeinek tekinthetok. A
molekuldk heteromolekuléris rendszereket alkotva gyakran tarsulhatnak
vendégmolekuldkkal, oldészerekkel vagy kokristalyképzokkel. A
homomolekularis kristalyok és molekulatarsulasaik (szolvatok, hidratok)
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viszonyat gyakran, ambar hibasan, pszeudopolimorfianak nevezik.*
Haleblian és McCrone® mar jo ideje 6vnak attol, hogy a kényelmesnek
latszo pszeudopolimorfia elnevezéssel a heteromolekularis tarsulasokat
egyszeriien Osszekeverjék a polimorfiaval. Ezt az immar klasszikus
figyelmeztetést sokan tamogatjak, tobbek kozott Threlfall** és Bernstein.?
A zlrzavar csokkentése érdekében Bernstein?® ajanlotta a szolvatok és
hidratok elnevezést. Az utdbbi években gyorsan terjed a szolvatomorfia
elnevezés.

Mind a homo-, mind a heteromolekuléris fazisok polimorfjai rend-
szerint spektroszkopiai (IR, Raman, szilard NMR) és mas fizikokémiai
modszerekkel (DSC stb.) megkiilonboztethetok. Mélyebb kiilonbségtételt
azonban csak egykristdlyok rontgendiffrakcios vizsgalataval érhetiink
el. Ennek egyetlen akadalya az egykristalyok novesztése lehet. Gyakori
korlat, hogy csak az egyik forma allithaté elé kristalyos formaban,
ugyanakkor eldrelépés varhatd a porformabol torténd rontgendiffrakcios
szerkezetmeghatarozasok gyors fejlodésével. Az intermolekularis
kapcsolatok megvilagitasa, kiilondsen a szupramolekularis szintonok?*-*
segithetnek a legvaldszintibb molekulatarsulasok megjoslasaban,
amelyeket kiilonboz6 feltételek mellett oldatbol nyerhetnek. Igy egy
moédosulat beoltdsa egy masikkal egyiitt fellépd polimorfia kialakuldsat
eredményezheti.’' Ismereteink a szupramolekularis jelenségek tulajdon-
sagait illetden még ma is korlatozottak.

5.3.3. Konformacios polimorfia

A polimorfia legismertebb formai a molekulak flexibilitasanak
koszonhetok. Amikor a molekuldk belsd rotacidja nem  gatolt,
hidrogénhiddonorok ¢és -akceptorok jelenlétében, a kristalyositas
koriilményeitdl (oldat kiilonb6z6 komponensekkel kiilonb6z6 koncentra-
cioban, valtoztatott nyomds és homérséklet, illetve hiités-melegités stb.)
fiiggden kiilonbozé polimorfok képzodhetnek. A korai joslatokra??
utalva a molekularis hajlékonysag (flexibilitas) novekedésével, a
kristalyositas sordn mutatott tiirelemtdl fliggden, ilyen molekuldk szamos
polimorf allapotot mutathatnak. Ilyen példaul a hat€kony hisztamin H,-
receptor antagonista, a cimetidin (2), amely a hajlékony -CH,-S-(CH,),-
tioéterhidjaval Ot ismert €s két pontosan nem jellemzett modosulatot
formal.*> Viszont a rokon famotidin (3) — azonos tioéter hiddal, de
mas végcesoporttal — csupan két modosulatot (A és B) képez,* és ujabb
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modosulatok eldallitasa szamos probalkozas ellenére eredménytelen
maradt.** Az A forma képz6dését termodinamikai tényezok kontrollaljak,
a kinetikus kontroll alatt all6 B polimorf pedig telitett vizes oldat gyors
hiitésével nyerhetd. A kinetikusan preferalt B forma kisebb konformacios
energiaval bir, mint az A, és ,,hajtii” alaku molekulakbol épiil fel (5.4. abra).

5.4. abra. A famotidin (3) termodinamikailag (A), illetve kinetikailag
kedvezményezett hajt alakt (B) konformacidja

Hasonl6 modon a cimetidin-H,O* (5.5. dbra) és az analog [3-amino-4-[[2-
[[[5-(dimetilamino)metil]-2-furanil|metilJtio]etil]amino]-1,2,5-tiadiazol-
l-oxid (4),° a kozds CH,-S-(CH,),- hid megfelelé belsé forgasanak
eredményeképpen, ugyancsak hajtii alakot vesz fel.

5.5. abra. A cimetidin (2) hajti alakt konformacioja a monohidrat formaban

Kérdésként vetddik fel, hogy a harom molekulaszerkezet altal felvett hajtii
alakzat pusztan véletlen-e vagy sem. A valasz®”* egyelOre varat magara.
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5.3.4. Sikmolekulak polimorfiaja

A konformacios szabadsag alapvetden kiillonb6zo szoros illeszkedéshez
vezethet, de a polimorfia oka mas is lehet. Az akiralis nitrofurantoin (5) sik
molekulaja pl. két vizmentes formaban kristalyosodik,* amelyeket forrd
ecetsav-viz keverékeébdl (a-5), illetve forrd acetonbol (B-5) nyertek. Forrod
viz-aceton keverékébdl viszont két monohidratot kaptak.* A hidratok
képzddese az 5:H,0 aranyatol fligg a keverékben; 2:1 arany esetén az (I-5),
1:1 arany esetén a (II-5) format kapjuk. Ezen tilmenden a nitrofurantoin
szolvatot képez** DMF-fel (I1I-5) és DMSO-val (IV-5) is. A nitrofurantoin
molekulak konformacidja sem a hidratokban, sem a szolvatokban nem
mutat eltérést a sikformatoél. Homo-, illetve heteromolekularis tarsuldsai
viszont jol demonstraljak a pszeudopolimorfia elnevezés tarthatatlansagat.
A vizmentes formak valdodi polimorfok, ugyanigy egymas kozott a
monohidrat formaik is. Az utébbiakat célszerii szolvatomorfoknak nevezni.

5.3.5. Szupramolekularis hatasok
molekulakonformaciokra

A polimorfia szupramolekuldris jelenségként valo értelmezése az utolso
harminc évben sokat fejlédott. Példaként szolgaljon a szulfaguanidin
(6), amely ambiens koriilmények kozott monohidratként (5.6.A abra)
mutat stabil molekulatarsulast.*> A monohidrat szerkezetben a viz harom
hidrogénhid képzésével harom, szimmetria kapcsolta (6) molekula
kozott képez halozatot. Ezt az etalonként is tekinthetd szoros illeszkedést
1981-ben varatlanul sikeriilt egy vizmentes formaval meghaladni.*
18-Korona-6-éter vizes oldatabdl a szulfaguanidin (6) vizmentes forméaban
kristalyosithato. Tovabbra is monoklin rendszer mellett (t€rcsoport P2 /c,
14), az aszimmetrikus egységben két molekula tarsul (5.6.B é&bra). A
molekulak S(VI)-C,, kotése koriili elfordulas 82° eltérést mutat, egyikiik
(6A) az N-szubsztitualt arilszulfonamidokra jellemzd, energetikailag
kedvezé konformaciot, a masik (6B) kozel merdleges fenilsikkal, a
legkevésbé kedvezd format veszi fel. A jelenség kézenfekvd értelmezése,
hogy a szoros illeszkedés dominancidja feliilirhatja az intramolekularis
viselkedést. Oldatban a nagy térigényl (bulky) koronaéter-molekulak
megakadalyozzdk a szulfaguanidin ¢és a viz kozvetlen kapcsolatat.
Kovetkezésképpen a konformacio kiilonbsége a (6A) és (6B) molekulak
kozott ) erds hidrogénhidak képzddését eredményezi. Vizek nélkiil nyolc
intermolekularis hidrogénhid képzddik, s ezekbdl 6t kapcsolja Ossze a
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5.6. abra. A szulfaguanidin (6) monohidrat (A) és vizmentes (B) formaja (két
molekula I és II az aszimmetrikus egységben). A szimmetriafiiggetlen I és 11
molekula konformacigja latvanyosan kiilonbozik az S(VI)-fenil kdtés
koriili elfordulasban

szimmetriafiiggetlen molekuldkat. Ezzel szemben a monohidratban a
potencialisan donorként szdmbavehetd nyolc hidrogénatombol csak négy
képez hidrogénhidakat, amelyek koziil a 4-amino csoport ki van rekesztve.
A koronaéter-kontrollalta szulfaguanidinkristdlyosodas eredménye két,
konformécioban kiilonbozé molekula az aszimmetrikus egységben, amit
viszonylag nagy siirliség (D = 1,56 g/cm’) kisér.”’

5.3.6. Eltiin6, majd visszatéro polimorfia

Az 1,2,3,5-tetraacetil-B-D-ribofuranéz (7) eltind (1954), majd
visszatérd (1981) alacsony olvadasponti monoklin formaja (AQO), valamint
monotrop fazisatalakuldssal kialakulé magasabb olvadasponta (358 K)
rombos alakja (MO) a kristalyokban észlelt szupramolekularis jelenségek
figyelemreméltd esete.*®>! Eloszor 1947-ben irtak le az AO képzddését
1,2,3-triacetil-5-tritil-D-ribofuran6zbol. A tisztitott szirup allas utan
331 K olvadasponttal kristilyosodott ([a],'> = 20°). 1948-ban némileg
valtoztatott technikaval eléallitasat megismételték. 1950-ben viszont
D-ribdzt piridinben ecetsav anhidriddel regaltatva, kénsav, majd KOH
alkalmazasaval kapott szaritott nyersterméket metanolbdl kristalyositottak
at. A kristalyok olvadaspontja 358 K-re emelkedett ([a] > = -15,4°). A két
forma reprodukalasanak sorozatos megismétlése* utan a szerzok egyike,
Wisser metanolban kimérte MO katalitikus hatasat a polarimétercsében
tartott AO-ra. Amint egy igen kis mennyiségli MO-t adott a cs6ben 1évo
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AO formahoz, az optikai forgatoképesség valtozni kezdett, végiil néhany
Ora utdn elérte az [a] " = -15,4° értéket. Erre figyelt fel Patterson és
Groshens,” akik az AO fazist P2 tércsoport (4) mellett monoklinnak,
az MO fazist pedig a P22 2, tércsoporttal (19) rombosnak talaltak. Az
elemicella-meghatarozasok ¢s a kozvetlen fazisatalakulas tesztelése utan
az AO tovabbi létezését az MO megsziintette. A Nature c. folydiratban
leirtak utan (1954) mar csak MO kristalyszerkezetének meghatarozasa
volt lehetséges.>*!

[e}:}

06

r/”
09 /.

[e]5}

5.7. abra. Az 1,2,3,5-tetraacetil-p-D-ribofuranoz (7) metastabil, alacsony
olvadaspontu (AO, sotét arnyalattal), és stabil, magas olvadasponta (MO,

s s

Az eltint AO kristalyokat 1981-ben (az MTA KKKI-ban) metanolbol
kristalyositva, centiméteres nagysagban ismét sikeriilt eléallitani. A
rontgendiffrakcios szerkezetmeghatarozas felfedte, hogy a konformacié a
két modosulatban alig kiilonbozik, szuperpozicidjukat az 5.7. dbra mutatja.
Az intermolekularis kapcsolatok vizsgalata viszont AO kristalyracsaban
néhany szokatlanul révid H--H tavolsagot deritett fel, ezek az MO
racsabol hianyoznak. Az ujra megjelent AO fazis 1étét és szerkezetének
kozlését? szamos értekezés idézte, tobbek kozott Dunitz és Bernstein.™
Mivel a jol fejlett kristalyok fiolaba zarva 22 évig valtozas nélkiil
maradtak, neutrondiffrakcioval (25 K, Studsvik, Svédorszag) kiegészitett
U vizsgalatokat végeztiink.* Kitlint, hogy ugyanazon hémérsékleten az
MO egy molekulara esé elemicella-térfogata valamivel nagyobb, mint a
metastabil AO esetében. A stabil forma tehat a magasabb szimmetriaja
tércsoportban kisebb stirtiséggel formal kristalyt, mint a metastabil
polimorf [az illeszkedési egyiitthato, pc = 0,73 (AO), illetve 0,71 (MO)].
A szorosabb molekulailleszkedést mutaté polimorf szabadenergidja
kisebb,” mint a masiké, ami a szoros illeszkedés szabalyainak korlatozott
érvényességére utal. Ezen tilmenden az AO dimorfban a szerves
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molekuldk kristalyszerkezetében eddig talalt legrévidebb H---H tavolsagot
(1,949 A) észleltiik, ami a tobbi, ugyancsak révid H--H kapcsolattal egyiitt
feltehetden hatassal van az észlelt monotrop fazisatalakulasra.

5.4. Szerves kristalyok izostrukturalitasa

5.4.1. Kristalyizomorfia

Ha a polimorfiat szupramolekularis divergencianak tekintjiik, az
ellentétes jelenséget, az izostrukturalitast, szupramolekularis konvergen-
cianak nevezhetjilk. A két jelenség bizonyos feltételek mellett kolcson-
hatasban all egymassal. A polimorfia, amint arra mar utaltunk, esetenként
dimenzidjaban korlatozott (1D, 2D) izostrukturalitast is megoriz.
Kapcsolatukra a figyelmiinket Bernstein és munkatarsai altal’® kozolt
para-diszubsztitualt benzilidénanilinek rokon szerkezetének egybevetése®
iranyitotta. Azodta szamos kristdlyos rendszert irtak le, amelyeket a
polimorfia és az izostrukturalitds kapcsolata jellemez. Igy Kobayashi
vendégmolekuldkat valtogatva (aceton, benzol, dioxdn, DMF, DMSO,
EtOH) kondenzalt tiofénkomplexek izostrukturalitasat, illetve polimorf
transzformacioit kozolte.*®

A jelenségrol elsoként 1772-ben Jean Baptiste Louis Romé de L’Isle
tudositott. Megfigyelte, hogy timsoOkristalyt telitett ammonium-timsé
oldatdba helyezve az novekedni kezdett, és ammonium-timsd réteg
vonta be. 1809-ben Wollaston felismerte, hogy a kalcit, a magnezit és a
sziderit (CaCO,, MgCO,, FeCO,) kiss¢ eltéré meretii sikokkal hatarolva,
romboéderes kristalyok alakjaban kristalyosodnak. 1819-ben Mitscherlich
megallapitotta, hogy bizonyos soparok, mint a KH,PO, KH,AsO,
NH,H,PO, és NH,H AsO, hasonl6 kémiai Osszetétel mellett azonos
kristalyformakban novekszenek. A kiilonbség egy atom cseréje egy
masikkal. Ezeket a parokat izomorfnak nevezte el. Hamarosan kozismertté
valt, hogy az izomorfia fontos szerepet jatszhat a kémiaban. Mitscherlich
tandra, Berzelius a szelén atomsilyat a Na,SO,, Ag SO, Na,SeO, ¢és
a Ag,Se0, izomorfidja alapjan hatdrozta meg. A jelenség morfologiai
jellemzését Groth (1874) irta le. A rontgendiffrakcid korai eredményei
alapjan Naray-Szabo Istvan ismerte fel” kiillonb6zé sztochiometriaja
kristalyok testvérszerkezetét.

A kiilonb6z6é mithelyek az izomorfia kritériumaként a kristalyok kozos
alakja mellett az egymas oldataban torténd ndvekedést fogadjak el. Az

s
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az izostrukturalis és az izostrukturalitds (vagy izotipia) elnevezést. Az
elnevezések ellentmondasa késztette a Nemzetkozi Krisztallografiai
Uniot,”? hogy szervetlen vegyiiletek hasonlosaga esetében Kkizarolag
az izotipia, illetve a homeotipia elnevezést tartsa kivanatosnak. Ami a
szerves kristalyokat illeti, Kitajgorodszkij alapvetdé munkajaban'? azon
idok (1955-1960) ismeretei alapjan egyszertien az elavult izomorfia
elnevezést hasznalta. Kitajgorodszkij korai megallapitasaibol kiindulva
a jelenség ismertetése soran ramutattunk, hogy a szerves kristalyok
esetében az izomorfia elnevezés elégtelen, st esetenként hibasnak is
tekinthetd. Ugyanis két, szerkezeti rokonsagot mutato kristaly magasfoka
izostrukturalitast mutathat a klasszikus értelemben vett azonosalaklsag,
azaz izomorfia nélkiil is. De forditva is igaz,% olyan rokon molekulapar
szerkezetét is leirtuk, ahol az elemi cella és szimmetria hasonlosaga
ellenére a molekulak szoros illeszkedése alapvetoen kiilonbozo.

5.4.2. Az izostrukturalitas jellemz6i

A digirezigenin (3B-hidroxi-14,15B-epoxi-58,14f-kard-20,22-enolid)®
és a digitoxigenin® elemi cellajanak és térszerkezetének hasonlosaga
iranyitotta a figyelmet a kardenolidok (y-laktonok) és bufadienolidok
(0-laktonok) morfologiai és szerkezeti hasonlosagara. Mivel a kardiotonias
szteroidok koz0s 14-izoetiokolan véaza kiilonb6zé szubsztituenseket
hordoz, hasonlosagukat ,,fo-rész” izostrukturalitasnak neveztiik el.
Harom hasonlosagi indexet vezettiink be: a cellahasonlosagi és az
izostrukturalitdsi indexek mellett még a molekuldris izometricitasi
indexet.’”%® Azonos tércsoport és felismerheté szoros illeszkedés
mellett ezen indexek alkalmazasaval szamos molekulacsoport esetében
ismertiik fel az izostrukturalitas jelenségét. A szerkezeti hasonldsagok
f6 tipusait’ nagy- és kisfoku izostrukturalitassal jellemeztik. Az
izostrukturalitds alacsony fokat mutatd kristalyokat homostruktaraknak
neveztiik, majd tisztaztuk az izostrukturalitas feltételeit és korlatait.*”°
Probléma maradt a molekulatarsulasoknal, igy az S5-metoxiszulfatiazin
kloroformmal, tetrahidrofurannal és 1,4-dioxannal alkotott kristalyainal”
az izostrukturalitds fokédnak mérése. Bar a gazdamolekula azonos, a
vendégmolekuldk eltér6 alakja miatt izostrukturalitds szamitds nem
volt végezhetd. A kiértékelés még nehezebb, ha izometricitasukban a
gazdamolekuldk is mutatnak kiilonbségeket, mint a kiilonb6z6 fenolokkal
egytttkristalyositott tubulans diolok.”> A heteromolekularis kristalyok
homostrukturalitdsa a térfogathasonlosagi index bevezetésével valt
szamithatova.”
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5.4.3. Az izostrukturalitas szamitasa
5.4.3.1. Az elemi cella hasonlésagi indexe

Az izostrukturalitas felismerésének egyik alapfeltétele az elemi cellak
hasonlésagi indexének a szamitasa:

Il =[(a+b+c)/(a’+b’+c')] -1, (5.7)

ahol a, b és ¢, valamint a’, b’ és ¢’ a két rokon kristaly ortogonalizalt
elemicella-paramétere. Azonos elemi cellakra 77 = 0. Mivel /7 fligg az
ortogonalizalastol (kiilondsen triklin kristalyok esetén), a megfelel6 elemi
cella Osszehasonlitas érdekében Lowdin™ ortogonalizalasi modszerét
adaptaltuk.

5.4.3.2. A molekulak poziciojanak 6sszehasonlitasa az elemi
cellaban

Az izostrukturalitasi [I(n)] €s molekularis izometricitasi [/ (n)*]
indexek szamitasahoz az alabbi algoritmust vezettiik be:*’

L(n)= {M] ~1|x100. (5.8)
n

ahol n két Osszehasonlitott (A és B) kristdly azonos aszimmetrikus
egységében (az elemi cella azon legkisebb része, amelyben szimmetria
mar nem talalhato) kijelolt azonos, nemhidrogén atomok koordinataibol
szamitott tavolsagkiilonbségek (AR) szama. Megjegyzendd, hogy
I(n) figyelembe veszi mind a molekuldk geometriai (konformacios),
mind helyzetiik forgasi €s csusztatasi (transzlacios) kiilonbségét. Ezzel
ellentétben az azonos atomok (i, €s i) helyzetének teljes, illetve részleges
fittelése a legkisebb négyzetek modszerével a molekuldk kiillonbozo
ertékeket hasznaljuk az (5.8) egyenletben, az uj indexet [/(n)*] mint a
molekula izometricitasi indexét tudjuk értelmezni. Ez kozvetlen mércéje
a molekulak megkdzelité izomorfidjanak.'”” Mivel a hidrogénpoziciokat
kevésbé pontosan lehet lokalizalni, mint a nehéz atomokat, a szdmitasbol
kimaradnak. Természetesen esetenkeént I(n) korlatozodhat az atomok
kiilénbdz6 csoportjaira. Osszességében az I(n) s I(n)* szamitasa lehet6vé
teszi, hogy kristalyos allapotban felismerjiik a markans kiilonbségeket a
molekulak izometricitasa és izostrukturalitasa kozott.>’
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Az izostrukturalitds-szamitasok elterjedésével a kitagult és 6sszehtizo-
dott elemi cellak szuperpozicidjabol ered6 hibak javitast kivantak.

5.4.3.3. Az izostrukturalitas térfogati indexe

Azj egyenlettel az atomi koordinatak helyett az azonos csoportok altal
az elemi cellaban elfoglalt térfogatokat hasonlitjuk ossze:

[ =2Val(V,+V,) x 100%, (5.9)

ahol V, és V, az Osszehasonlitott fragmensek térfogata, mig ezek
atfedésének térfogata Vn. Az I(n) indextdl eltérden -t az egesz elemi
cellara szadmitjuk. Nagysaga azonos szerkezetekre lehet 100%, vagy
ha az Oszehasonlitott csoportok (molekuldk) egyaltalan nincsenek

atfedésben, 0%.

5.4.4. Az izostrukturalitast épito és gatlo tényezok

A molekulakristalyok kozott fellépd izostrukturalitds bizonyitott
eseteinek novekvo szama” hozzajarul a jelenség okainak feltarasahoz.
A jobb érthetdség céljabol a homomolekularis és a heteromolekularis
rendszereket kiilon targyaljuk.

5.4.4.1. A molekulak mérete

Kitajgorodszkij  szerint'? kis molekuldk nem  mutathatnak
izostrukturalitast. Ezt példazza a difenildiaciloxispiroszulfuran (8a) és
szelén analogja (8b). Bar mindkét kristalyszerkezetben a molekulak
kétfogasu tengelyen (digir) iilnek, szoros illeszkedésiik kiilonbozo,%
tércsoportjuk rombos Fdd2 (43), illetve monoklin C2/c (15). A nagyobb
atmérdjlii szelénatom , kinyomodik™” a pillangd alaktt molekulabdl, igy
részt vesz egy intermolekularis Se---O kotés kialakitasaban, ami (8a)-bol
hianyzik. Homostrukturalitds észlelhet azonban olyan esetekben, amikor
a molekularis térfogatvaltozast a funkcids csoportok valtozasa is kiséri.”®
A monoklin (1R *,25*,45%*)-4-terc-butil-2-hidroxiciklopentan-1-karbonsav
(9a) és terc-butil-csoport mentes cisz-karboxamid analogja (c-10b), bar
az utobbi molekula ferc-butil-csoport nélkiili térfogata (9a)-nal 33,5%-al
kisebb, szoros illeszkedésiik hasonlé marad (5.8.a és 5.8.b abra), ami az
alabbi tetramer alaku szupramolekularis szintonnak koszonhetd.”’
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5.8. abra. Az (1R*,25% ,45%)-4-terc-butil-2-hidroxiciklopentan-1-karbonsav (9a) és a
terc-butil-csoport mentes karboxamid (¢-10b) analdgjanak hasonld
szoros illeszkedése

Ebben az OH — NH, csere a szoros illeszkedést nem zavarja meg
(kooperativ effektus). Bar az elemi cella jelentdés 0sszehtizodéasa kiséri
[V =1035,3(4) A’ — 648,6(2) A%], (9a) iranyitott hidrogénhid-halozata
tuléli a nagy kiterjedésii ferc-butil-csoport eltavolitasat.

Qmrmmoe HO---=---- HX
%X -------- OH---=-=-- 0%

9a: X =0, 10b: X =NH

Egy tovabbi szupramolekularis O=C-N-H:--O=C-N-H szinton” jelenléte,
ami a belépd NH,-csoporttal épiil fel, sem valtoztat a molekulak hasonlo
térkitoltésén.

5.4.4.2. Kooperativ szubsztituensek

Kooperativ effektust mutat a fransz-2-hidroxiciklooktan-1-karbonsav
(t-10g) -OH csoportjanak -NH, csoporttal valo helyettesitése (t-10h) is.”
Szerkezetiik hasonldsdga megjosolhaté volt kétdimenzids szimbolikus
abrazolasuk segitségevel (5.9. abra). Természetesen az OH — NH,
helyettesités részletei a 2D-szkémakbol csak részben érthetok. Ugyanis
a sik és a meghajlitott (S-alak) dimerek nem kiilonboztethetok meg.
Csak a térszerkezetbdl (5.10.A abra) lathato, hogy a sik alak O-H---O(H)
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(tovabbiakban ‘OH’) dimereket a hajlitott O-H---O=C (tovabbiakban ‘OC”)
dimerek rendezik végtelen szalagokka (t-10g).
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5.9. abra. A (t-10g) és a (t-10h) szoros illeszkedésének topologikus abrazolasa a
triklin elemi cella ab sikjara merélegesen. Az aliciklikus gytiriik elhagyasa utan az
enantiomereket fehér és fekete haromszogek kolonboztetik meg. A haromszogek
cstcsa az -OH, mig a kis korok a =CO csoportokat jelolik. A (t-10h)-ban az
aminocsoportot kis haromszogek, a haromféle nyilak, parosan, a kiilonbdzo
hidrogénhidakat jelolik

A planaris ‘OH’ dimerek szimmetria centruma (T) y = értékhez kotott, és
ezek a hajlitott ‘OC’ dimerek felépitésével (5.10.B dbra) az (a + ¢)/2 4tlo
mentén szervezddnek tovabb. Ezt a dimer halozatot (t-10h)-ban az OH —
NH, csere, az OH--O=C hidrogénhid fennmaradasa mellett, a két 4j -NH,
hidrogén segitségével atalakitja. A ciklooktangytiri -OH csoportjaval
¢s az uj -CONH, csoport oxigénjével képeznek hidrogénhidat, majd
paronként ismét dimereket formalnak. A sik dimereket most az N-H--O=C,
mig a hajlitott dimereket az N-H---O(H) H-hid paros tartja Ossze. Az
atrendezodést tulélo OH--O=C hidak az N-H---O(H) hidakkal kooperalva,
antiparallel iranyitottsaggal, két [O(H)--O=C-N-H]  egysegekbdl allo
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végtelen molekulalancot formalnak. Az OH — NH, cserét (5.10.a abra) a
ciklooktangytirli kozelsége gatolja. Ez a sztérikus gat azonban a -CONH,
csoportok ca. 180°-os elfordulasdval és az a tengely megnyulasaval
(0,725 A) minimumra csdkken, az elemi cella térfogata pedig 45,7(1) A’-
mel novekszik. Végeredményben a hidrogénhidak donor- és akceptor-
funkciojanak valtozasa mellett (t-10g) ¢és (t-10h) a triklin Pl (2)
tércsoportban homostrukturalis (/, = 60%) marad.

) % | |
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5.10. dbra. A transz-2-hidroxiciklooktan-1-karbonsav (t-10g) és a karboxamid
(t-10h) szarmazék izostrukturalitasa

A hidrogénhidak szamanak valtozasa nem sziikségképpen akadalyozza
a rokon vegyiletek izostrukturalitdsit. Ezt mutatja az I-metil-5-
nitro-2-fenilimidazol és a 2-(p-amino-fenil)-1-metil-5-nitro-imidazol
H — NH, helyettesitése.*® Bar a szdrmazékban két 0j hidrogénhid is
talalhato, amelyeket az -NH, képez az -NO, csoporttal, a belépd -NH,
funkciok helyfoglaldsa csak az aszimmetrikus egység térfogatanak kis
novekedését (AV” = 13 A%) eredményezi. Altaldban két hasonld méretii
¢s alaki rokon vegyiilet izostrukturalitasa akkor gatolt, ha a fennalld
szoros illeszkedést a belépd donorcsoport megvaltoztatja. Elttirt példaul
a 1,4-dihidropirimidinben a metilgyok helyettesitése -NO, csoporttal ™
A H — NO, helyettesités is megengedhet homostrukturalitast. Ezzel
ellentétben a hidrofil csoportok, mint pl. az -OH, csak kiilonleges esetekben
segitik el6 az izostrukturalitas kialakulasat. Ilyen pl. a kardiotonias
cinobufagin (11a) és cinobufotalin (11b) izostrukturalitasa,®* ahol a belépd

cyey

»elrejtézik™.

5.4.4.3. A szénatom kiralitasvaltozasanak hatasa

A (21R)-* ¢és (215)-metildigitoxigenin® izostrukturalitasanak felis-
merése tette lehetdvé az utdbbi krisztallografiai fazisproblémajanak
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megoldasat. Ugyanis a (21R)-sztereoizomer ismert fazisaival a (215)
szerkezete kiszamithatd volt. A metilcsoport eltérd térallasanak hatasat
csOkentette a vy-laktongylirik megfelelé elforduldsa a digitoxigenin
racsaban talalhato iregekben. Ez viszonylag magas izostrukturalitasi
indexet [£/(19) = 71%] eredményezett. A kiralitds megvaltozasanak fokozott
hatéasat az izostrukturalitas fokara a digitoxigenin® és a 3-epidigitoxigenin®
szerkezetének egybevetése mutatta. Noha csak a 3-OH funkci6 -, illetve
a-helyzete kiilonbozik, a molekularis izometricitas indexe [/,(26*) = 88%]
jelentdsen eltér az izostrukturalitasi indextdl [1(26) = 49%], jelezve, hogy
a kiralitasvaltozas hatasara a molekuldk transzlacioja és forgasa jelentds.

5.4.4.4. Morfotropia okozta korlatok

A transz-2-hidroxiciklopentan-1-karbonsav ~ (t-10a), a cisz-2-
hidroxiciklohexan-1-karbonsav (¢-10¢) és a cisz-2-hidroxicikloheptan-1-
karbonsav (c-10e)” (5.11. abra) monoklin rendszerben kristalyosodnak
(tércsoport C2/c, 15). Az elemi celldk hasonlosagi indexe, 77, = 0,09
¢s 11, = 0,04, (t-10a) és (c-10c) gylirliinek eltéré vetemedése ¢s
sztereoizoméridja magyarazza az alacsony térfogati izostrukturalitast
(I =45%) szemben a két cisz-sztereoizomer magasabb izostrukturalitisaval
(I, = 68%). A sor kovetkez0 tagja, a ciklooktanszarmazék (e-10g) mar nem
mutat izostrukturalitast a homoldg sorral. A sorra jellemz6 lapcentralt
monoklin elemi cella atrendezédik primitiv monoklin cellava, tércsoportja
P2 /c (14) és az a tengely hossza (c-10e)-hez képest megfelezédik
(5.2. tablazat). Kitajgorodszkij az ilyen jelenséget, Groth munkajanak'®
emlitése nélkiil, morfotropianak nevezte. Leirasabol kiindulva
kimutattuk,** hogy morfotropianak a szoros illeszkedés olyan
atrendezddése tekinthetd, amelyben az illeszkedés motivuma fennmarad.
Az ‘OC’ és ‘OH’ dimerek lateralis tarsulasat (t-10a), (c-10c) és (c-10e)

2 A morfotropia elnevezést® elészor Groth hasznalta (1870-1906). Megkisérelte
atomokkal (Cl, Br, I), illetve atomcsoportokkal (CH,, C,H,, NO, stb.) végrehajtott
hidrogénszubsztiticio kémiailag rokon kristalyokra val6 hatasat leirni. A tapasztalt
alakvaltozast nevezte morfotrdépianak. Mivel Groth becslései a 32 kristalyosztalyra és a
tengelyaranyok ismeretére korlatozodtak, megallapitasai meglehetdsen bizonytalanok
voltak. Elemzésének alapvet6 korlatja a ,,molekulatérfogat” (V*) hasznalata volt, amit
az atomsuly és a mért slirliség hanyadosaként képzett. Csak a rontgenkrisztallografia
deritette ki, hogy a tényleges molekulatérfogatok (V) 1,66Z-vel nagyobbak Groth
molekulatérfogatainal, ugyanis a kristaly tércsoportjatol fliggéen az elemi cellaban
egynél tobb molekula is lehet. Ezek szamat Z adja meg. Kovetkezésképpen egy
szubsztitualt kristaly alakjanak Groth szerinti valtozasa nem korlatozott egy kitiintetett
iranyra, amint azt feltételezte.
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5.11. abra. A homoldg (t-10a), (c-10c) és (c-10e) izostrukturalitasa. A
ciklopentanhomolédgban (t-10a) *OC’ (akceptor) dimerek kapcsoljak az antiparallel
lancokban szervezddott molekulakat (A). A (e-10¢) karboxilcsoportjainak
konformacids rendezetlensége az *OC’ dimerek (40%) ¢€s az ’OH’ dimerek (60%)
keveredését mutatjak (B és C). A cikloheptanhomolég (¢-10e) kizarolag *OH’
dimerekbdl épiil fel (D)

kristalyokban (kozds tércsoport C2/c, 15) antiparallel tetramerek tartjak
Ossze. A tovabbi gyliriindvekedés okozta atrendezédésben az ‘OC’ és
‘OH’ dimerek 90°-os atfordulassal linearis tarsuldst formalnak. Ezekben a
linearis tarsulasokban a ,,fej-fej” és ,,farok-farok™ kapcsolatok homokiralis
dimerek. Ezek oldatban Iétezhetnek, de kristalyos allapotban parallel vagy
antiparallel spiralokka polimerizalddnak. Az elobbi eredményezi a P2 /c
(14) tércsoportot.”” Mindenesetre a négy 2-hidroxicikloalkan-1-karbonsav
racsilleszkedésének motivuma a (t-10a), (c-10c) és (c-10e) kristalyokban
azonos, mig (c-10g)-ben morfotrop atrendezédéssel'? kiilonbozik tolik.
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5.4.4.5. A spontan reszolvalodas hatasa

A spontan reszolvalodas®® is korlatozhatja homoldgok izostruktura-
litasat, amint az a ciklopentan-, ciklohexan- és cikloheptangytriikon formalt
B-laktamok mutattak. Mig a cisz-6-azabiciklo[3.2.0]heptan-7-on (12a)%" és
a cisz-7-azabiciklo[4.2.0]oktan-8-on (12b) monoklin P2 /c tércsoporttal
magasfoku izostrukturalitdst mutat (/7 = 0,045; I = 82%),*® a cisz-8-
azabiciklo[5.2.0]nonan-9-on (12¢)® spontan reszolvalassal (tércsoport
P22 2 ,19) rombos kristallya alakul. A 2 csavartengelyek koriil formalt
kozos spiralok hossza a cikloalkangytiriik méretével 0sszhangban, sziik

tartomanyban (6,174-6,684 A) véltozik.

5.4.5. Kétdimenzios izostrukturalitas valtakozo
rétegorientacioval

A homoldg sorba tartozo transz-2-hidroxiciklopentan-1-karboxamid
(t-10b) és a transz-2-hidroxicikloheptan-1-karboxamid (t-10f) ismét egy
kiilonos jelenséget mutat.”® Mindkét szerkezetben a molekulaspiralokat
O-H--O=C hidrogénhidak tartjdk fenn. Az enantiomer spiralokat (1)
csuszosikok kapcesoljak tetramerekké. A spiralokat a csuszosikok mentén
N-H--O=C és N-H---O(H) hidrogénhidak is 6sszekdtik. A polaris rétegek
(t-10b)-ben parallel helyzetben helyezkednek el egymason, ami acentrikus
Pca2, (29) tércsoporttal rombos kristalyt eredményez. (t-10f)-ban
ugyancsak polaris rétegeket talalunk, amelyek csak a cikloheptan gytriik
méretében kiillonboznek (5.12. dbra). Azonban a cikloheptdnszarmazék
elemi cellajaban a polaris rétegek antiparallel iranyitassal helyezkednek
egymasra, ennek kovetkeztében az elemi cella térfogata megduplazodik,
tércsoportja a centroszimmetrikus rombos Pbca (61). A kozvetlen
Osszehasonlithatosag érdekében a (t-10b) a és c tengelyét felcseréltiik,
igy a standard Pca2, tércsoport Pb2 a-ra (29) valtozik (5.2. tablazat),
ami lathatova teszi, hogy (t-10f) megduplazott b tengelye mentén minden
masodik réteg izostrukturalis (t-10b) parallel rétegeivel. Ez azt jelenti,
hogy ha barmelyik kristalyban minden masodik réteget 180°-kal virtualisan
elforgatjuk, a masik raccsal azonos szoros illeszkedést kapunk.

A valtakozo rétegorientacioval leirt 2D izostrukturalitas természetesen
nem értelmezhet6 a Mitscherlich altal bevezetett izomorfiaval. Mig (t-10b)
és (t-10f) kristalyok izostrukturalitasa nyilvanvalo, a b tengely 2:1 aranya
miatt nem izomorfok. Ebbol kovetkezik, hogy az izomorf elnevezés
hasznalata szerves kristdlyok hasonlosaganak leirdsdhoz elégtelen.
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5.12. dbra. A (t-10b) és (t-10f) polarizalt molekula rétegeinek perspektivikus
abrazolasa. Az 6t- és a héttagl gylirliktdl eltekintve, a két halozat alig kiilonbozik

Amint fentebb javasoltuk, a kristalyizomorfiat, mint klasszikus morfologiai
elnevezést, meg kell kiilonboztetni az izostrukturalitastol.

5.4.6. Az izostrukturalitas tervezése

A molekulailleszkedés fentebb bemutatott atrendezédése jelzi,
hogy az izostrukturalitds megjelenése nem kotott kiilondsen erds inter-
molekularis er6khoz, altaldban gyenge anizotrop erdk hatdrozzak meg,
igy pl. a molekula alakja. Ezt szem el6tt tartva, olyan modellvegytileteket
kerestiink, amelyek kis molekulai jol definialt hidrogénhidak képzésére
képes funkcidkat hordoznak.

Az 5.9. abran bemutatott topoldgiai vizsgalattal (9b)-bdl (t-10g) szoros
illeszkedése is leképezhetd. (9b) kétdimenzids abrazolasdban az ‘OH’ dime-
rekkel a kozel merdleges lateralis iranyt homokiralis lancok tetramereket
formalnak. E lancok szétszakitasat kovetden az OH--O=C hidrogénhidak
linearis dimer lancokat képezve szinkron atfordulnak. Az eredmény (t-10g)
racsmintdjanak 2D leképezése. A két minta szuperpozicidjabol kitlinik,
hogy egy megfeleléen megtervezett j hidrogénhid mintat alkothat. Ezt
a hipotézist OH — NH, cserével (karbonsav — karboxamid) (t-10g) ¢s
(t-10h) homostrukturalitasa igazolta. Az ‘OH’ és az ‘OC’ dimerek kisebb
topologiai atrendezddésével a harmadik hidrogénhid a szoros illeszkedés
valtozasa nélkiil tokéletesen beépiilt (t-10h) racsaba.”” Ez a modellezés
vezetett a cisz-cikloalkil-1-karbonsavak (e-10b—c-10g) 2-OH csoportjanak
-NH, csoporttal valo helyettesitésére.”’ Amint reméltiik, a négy ciklusos
cisz-B-aminosav, noha ikeriont képeznek, triklin (P1, 2) tércsoport
mellett izostrukturalitast mutattak. Mind a négy racsban a hidrogénhid-

200



kapcsolat azonos. Mindegyik molekula két, kémiailag azonos dimer része.
A dimereket az N1-H1b--O2 és az N1-Hlc:--O2 hidrogénhidparos zarja.
Az ammoniumion harmadik hidrogénhidja (13a-d) egy transzlalt, azaz
masik elemi celldban il molekula O2-oxigénjével alkot végtelen lancot
(5.13. abra). A varakozasnak megfelelden a teljes minta a 2D haldzat
topologiajatigazolta. A ciklusos cisz-B-aminosavak 6roklik a kiindulasi (9b)
¢és (t-10g) vegyliletek molekularis elrendezddését. A molekulak hasonlo
elrendezddésében felismerhetdk mind a linearis, mint a lateralis dimerek.
A (13a-d) kristalyszerkezetekben mindegyik hidrogénhidcsoport végtelen
hidrofil rétegekben lokalizalt. Az aliciklusos gytriik ezen rétegek felett
¢s alatt helyezkednek el, ezaltal a kristalyokban hidrofob tartomanyokat
képeznek. A hidrogének kapcsolta kettds rétegek oOnszervezddésiiek, a
hidrofob feliiletek kozott gyenge van der Waals-er6k mitkddnek.

J/\“"ﬂ\
\;V;*\vf;\
‘P/\A/\

5.13. abra. Az aliciklikus cisz-B-aminosavak kristalyainak (c-13a-d) hidrogénhid-
hal6zata a gylirlik elhagyasaval. Az ikerionokban minden egyes -NH," csoport
a karboxilcsoport oxigénjeivel harom hidrogénhidat képez, az egyik oxigén
,,bifurkalis” karakterti

A négy ciklusos cisz-B-aminosav homoldg izostrukturalitisa azt
sejttette, hogy a kombinalt hidrogénhidak elég erdsek kettds rétegek
tervezésében, ezért tovabbi négy ciklusos -aminosav szoros illeszkedését
vizsgaltuk meg. El6szor (c-13b) szarmazékanak, a cisz-2-aminociklohex-
4-én-1-karbonsavnak a kristalyszerkezetét hatdroztuk meg. Az eredeti
minta szimmetridja atrendezédik, igy (c-14) monoklin P2 /c (14)
tércsoporttal kristalyosodik. A hidrogénhid-halézat topolégidja azonban
a ciklusos cisz-B-aminosavakban megismertekhez hasonl6 marad (5.14.
abra). A molekuldk ontarsuldsa is hasonld. A szimmetridban mutatkozo
kiilonbséget a linearis ¢és laterdlis tarsuldsmintakban minden mésodik
molekula kiilonb6z6 orientacdja mutatja. A (c-14) szoros illeszkedése
tehat hidrogénhidak kettos rétegeivel jellemezhetd. Elemi celldja a telitett
formabol egy csuszosikkal levezethetd, amely megkettézi az eredeti
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elemi cellat. Ezekbdl kovetkezik, hogy a kombinalt hidrogénhid-mintézat
elég erds a telitettbdl telitetlenre valtozé6 molekuldk Osszetartasaban.

5.14. abra. A cisz-2-aminociklohexan-1-karbonsav (c-13b) és a telitetlen
(ciklohexén-) szarmazékanak (c-14) kristalyszerkezete. Bar kristalyrendszeriik
kiilonbdz6, triklin (P1, 2) (A), illetve monoklin (P2 /c, 14) (B), szoros illeszkedésiik
lathatéan igen hasonlo

Hogy az illeszkedési mintat még tovabb terheljiik, két ciklusos
transz-2-aminociklohexan-1-karbonsavat (t-13b) és telitetlen formajat,
a transz-2-aminociklohex-4-én-1-karbonsavat (t-14) is bevontuk a
vizsgalatok soraba.”' Szerkezetiik P2 /c (14) tércsoport mellett magasfoku
izostrukturalitdst mutatott, azonban (c-14) térszerkezetétdl teljesen
eltértek. Ez az -OH funkciot hordoz6 szénatom kiilonb6zd kiralitasaval
magyarazhato. Mindezek ellenére a hidrogénhid-kapcesolat a P2 /c
tércsoportu kristalyoknal azonos, (t-13b) és (t-14) mindegyik molekulaja
keét dimerben vesz részt. Ezek a dimerek ugyantgy, mint (c-14-ben),
2, csavartengely kapcsolta molekulakbol épiilnek fel, és ezeket két
szimmetriafiiggetlen hidrogénhid tart Ossze. A (13a-d) ¢és a (c-14)
kristalyokkal ellentétben ezeknek a hidrogénhidaknak egyike akceptorként
az O2-atomot foglalja magaban. Ez azt jelenti, hogy a tervezett hal6zat
atomi szinti kisebb topoldgiai valtozasokkal tulélte a cisz-transz izomerek
valtasat, molekularis szinten a tarsulasok fennmaradtak.

A ciklusos B-aminosavak tervszerlien végrehajtott szerkezetvizsgalata
meggydzden mutatta meg négy homolog izostrukturalitasat, amelyek
racionalis tervezésében erds hidrogénhidak kétdimenzids halozatat
hasznaltuk fel. A telitetlen cisz-szarmazékok ¢€s transz-sztereoizomerjeik
lehetéve tették annak kovetését, hogy a kiindulasi mintaktol eltavolodva
ugyan, az alapveto térszerkezeti jellemzok valtozatlanok maradtak.
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5.4.7. Molekulatarsulasok, zarvanykomplexek
izostrukturalitasa

A molekulatarsulasok altal mutatott szerkezeti hasonlosag elso
eseteként az S-szulfametoxidiazin (15) (SMD) kloroform, 1,4-dioxan
¢s THF komplexeire” hivatkoztunk. A jelenség okaként az SMD-vaz
azonos vendégmolekulakkal toltott liregeiben kialakuld gyenge gazda—
vendég kolcsonhatasokat tekintettiik. Szamitasba veendd természetesen
a harom vendégmolekula alakjaban mutatkozd hasonlosag is. Az elmult
évtizedekben szamos Uj, izostrukturalitdst mutatd molekulatarsulast
fedeztek fel, ezeket Caira egy review dolgozatban® foglalta Gssze.

5.4.8. 1zostrukturalitast mutaté polimorfok

Elészor egy szteroid monohidrat két polimorfjanak térszerkezetében
ismertiink fel parcidlis hasonlosagokat. Ezt kovetden a transz-2-
hidroxiciklopentan-1-karbonsav két dimorfjarél deriilt ki, hogy azonos
elemi cellaval kristalyosodnak. Atvizsgaltuk a CSD-t" olyan polimorfokat
keresve, amelyeket az izostrukturalitas valamilyen foka® jellemez. 22
polimorf racsdban egy-, kettd-, sot haromdimenzios izostrukturalitasi
motivumok talalhatok. Kitiint, hogy a kristalyszerkezetek fokozatos
rendezodésével haromdimenzios izostrukturalitas is észlelheto, tovabba az
egy- ¢és kétdimenzids izostrukturalitds pedig gyakran kotédik kiilonleges
illeszkedési kolcsonhatasokhoz. Végiil bemutatunk egy polimorf parost,
amely valoban harom dimenzidéban mutat izostrukturalitast.

5.4.8.1. Polimorfok izostrukturalitasa két dimenzioban

A 1B,3B,11a-trihidroxispiroszta-5,25(27)dién  (16) (5.15. 4abra)
etanolbol monohidratként kristalyosodik (op. 519-522 K). A szerkezetet
alkotd szimmetriafiiggetlen szteroid-viz kettdsrétegeket hidrogénhidak
kotik at.** Tizenkét évvel késébb wjabb Helleborus fajtabol tjra egy
monohidratot sikeriilt abszolut alkoholb6l kikristalyositani, ami azonban
valamivel magasabb hémérsékleten (525-526 K) olvadt. A polimorf
B-nek nevezett 4j forma rontgendiffrakcios vizsgalata® ismét a C_H, O,
Osszegképletii molekuldk és a viz két kettdsrétegét azonositotta. Relativ
elhelyezkedésiik azonban kiilonbozik attol, amit az elsé mddosulatban

(polimorf A) észleltiink. A szoros illeszkedésiik elemzésébdl kitlint,*® hogy
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mindkét médosulatban egy-egy réteg (B1 és A2) megegyezd, mig a masik
két rétegben (B2, A1) a vizmolekula iranyitottsaga egymastol kiilonb6zo,
¢s kiilonbozik a kozos rétegekben mutatott irdnyitottsagtol is (5.15. abra).

5.15. abra. A (16) A és B polimorfjainak szimmetriafiiggetlen rétegei. Kisebb
konforméciés kiilénbségekt(')'l eltekintve a Bl és az A2 rétegek izostrukturalitést

ey

szomszedos sikjaikkal képzett hidrogénhidakban kiilonboznek

Ez két kiillonb6zo szoros illeszkedéshez vezet. Az A formaban négy
egymast kovetd rétegben két homomolekularis (hidroxil-hidroxil és viz-
viz) hidrogénhidparos, mig a B formaban csupan két heteromolekularis
hidroxil-viz alkotta hidrogénhid talalhatd. Ennek kovetkezménye, hogy
B1 ¢és A2 rétegek két dimenzidban izostrukturalitast mutatnak, mig a B2
¢s Al rétegek a vizmolekuldk a W-H--O k&tés koriili 90°-os elfordulasban
kiilonboznek. Az alapmotivum azonban a B2 és Al rétegek kozott sem
kiilonbozik. Harom dimenzidban a vizmolekuldk kiilonb6zo elfordulasa
az oxigén pozicidjuk korill okozza a rétegek szoros illeszkedésének
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kiilonbségét, az elemi cellajuk eltérése (5.2. tablazat) altal is egyértelmiien
mutatott polimorfiat.

5.4.8.2. Polimorfia azonos elemi cellaval

A transz-2-hidroxicikloheptan-1-karbonsav (t-10e) szerendipitassal
kisért kristalyositasa két kristalyformat eredményezett,”” ami egy alig
felismerheté polimorfianak bizonyult.>® A dibutiléterbdl nyert kristalyok
(I) és a dietiléterbdl nyert termék (II) megkiilonboztethetetlen elemi
cellat mutattak, csupan rombos tércsoport-szimmetridjukban, Pna2
(33) és Pn2a (felcserelt tengelyvalasztas), kiilonboztek (5.16. abra).

Y

5.16. abra. A (t-10e) virtualisan azonos elemi cellaban felépiil6 dimorfjai a cellak
also felében azonosak, mig az felsé félben nem-krisztallografiai digir koriili
elfordulasban kiilonboznek

Szerkezetfelderitésiik antiparallel, illetve parallel rétegilleszkedést deritett
fel. (I) és (1) dimorfok kozds vondsa az R (18) grafmotivum® jelezte
antidrom” gyurik formalddasa, amelyek jelentés dipdlusmomentum
képzédésével jarnak. Jeffrey és Saenger'® szerint a dipdlusoknak
makroszkopikusan ki kell oltaniuk egymast. Ez torténhet az elemi cellak
antiparallel elrendezddésével, vagy a kristdly doménjeinek antiparallel
illeszkedésével. A (t-10e) dimorfjai ezt az alternativ format képviselik:
antiparallel rétegilleszkedést (II), illetve antiparallel doméncsomagolast
(I) mutatnak. Mindkét kristalyban rétegenként az antidrom gytiriik eredd
dipélusmomentuma a ¢ tengely irdnydba mutat. A (II) dimorf elemi
cellajaban (tércsoport: Pn2 a) a kétfogasu csavartengely merbleges a
dipolus vektorara, mig (I) racsaban (tércsoport: Pna2,) parhuzamos vele.
Az utobbi esetben a gyliriik dipdlusai parhuzamosak maradnak. Az (I)
polimorf kotelezd antiparallel rétegti elrendezddése Jeffrey és Saenger
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szerint domének formalasaval oldodik meg. Amint az 5.16. abran lathato, az
elemi cellak alsé fele azonos. A fels6 félrészben a kolcsondsen merdleges,
azaza, b és c tengely koriili 2, rotaciokat egy kétfogasu tengely (digir) tartja
Ossze, amelynek az elfordulédsa az egyik elemi cella a tengelye koriil 180°
fokkal, az alsé félcellakat azonossa teszi. Ezaltal a két modosulat tokéletes
2D izostrukturalitasa valtakozé rétegorientacioval valosul meg. (II)
szomszédos antiparallel rétegei helyett (I) doménjeit gyenge van der Waals-
erdk tartjak ossze. (I) polimorf valtakozo vastagsagu doménjei antiparallel
rendben helyezkednek egymasra. Mivel minden doménhataron valtakozé
iranyu rétegek talalkoznak, (I) forma véletlenszeriien, de kikeriilhetetlentil
higitva van (II) antiparallel felépitésii rétegeivel. igy (I) soha nem éllithatd
eld tisztan, mindig szennyezett lesz (II) antiparallel rétegekbdl 4ll6 elemi
cellaival. Ezt az (I) kristalyszerkezetének korlatozott finomithatésaga
igazolta, R josagi tényez6 nem volt 0,11 ala csokkenthetd. Osszefoglalva:
(t-10e) polimorfidja rétegenként kétdimenzids izostrukturalitdst mutat,
azzal akiilonbséggel, hogy a rétegek orientacidja szabalyszeriien valtakozik
(IT), vagy csupan doménenként (I).

5.4.8.3. Polimorf izostrukturalitas harom dimenzioban

A haromdimenzios izostrukturalitdas valamilyen formajat mutat6®® hat
szerkezet kozil a 7b-(2,4-dinitrofenil)fluoradén (17) kiilonosen figyelem-
remélto.'!

[o] c
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5.17. abra. A (12h) B-laktam I (A) és II (B) modosulatai. A nagyon hasonlé méretii
elemi cellakban a monoklin b tengely mentén két végtelen, antiparallel viszonyban
allé molekulalanc formalodik. Ezeken beliil a 10-tagu aliciklusos gytrti 180°-0s
elfordulasa a végtelen -NH---OC— hidrogénhidak iranyat felcseréli

o
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Mindkét modosulat P2 /c (14) tércsoporttal kristalyosodik, csupéan az egyik
elemicella-paraméteriik kiilonbozik, az a tengely kétszer olyan hosszu a
(IT) forméaban, mint az (I) modosulatban (1d. a [93] kozleményben a 3.
abrat). 3D-izostrukturalitasuk a (II) modosulatban felismerhetd pszeudo-
transzlacioval jellemezhetd, ami a (I) formaban valddi krisztallografiai
transzlacio. Bar mindkét forma rendezettnek tiint, némi diffuz szorast is
tapasztaltak. Ellentétben (t-10e) polimorfidjaval, ezek a moédosulatok
mint egydimenzids polimorfok'” a szerves kristalyok ko6zott észlelt
legegyszeriibb politipeknek tekinthetok.””

5.4.8.4. Valos molekulaelfordulasok polimorfokban

A transz-13-azabiciklo[10.2.0]tetradekén-14-on  (12h) az izo-
strukturalitds egyediilallo formajat képviseli. A polimorfok ugyanis a
molekuldkat  0sszek6té  hidrogénhidak — B-laktdmrészlethez — vald
a C, szimmetridji 12-tagl karbociklusos makrogytirti kétfogast tengely
szerinti 180°-0s elfordulasanak® koszonhet6. Az azetidin-2-on gylri
lapitott spirdlban két kiilonb6z6 orientaciot vehet fel: (a) a C=0O kotés
kozel merdleges, ill. (b) kozel parhuzamos az azonos tércsoport (P2 /c)
csavartengelyével. Az elsé esetben (I) az oxigén egyik maganos,
B-laktamrészlettdl tavoli (distal) elektronparja formal hidrogénhidat
a szomszédos molekuldval (5.17.A d&bra). Ezek a molekuldk a
B-laktamrészlettel antiperiplanaris konformaciot mutatéd hidrogénhidakkal
kapcsolodnak 6ssze. A masodik esetben (II) az oxigén kozeli (proximal)
magénos elektronparja formal hidrogénhidat (5.17.B é&bra), amely most
szinperiplanaris konformaciot mutat a B-laktamrészlettel. Az eredmény
a rovidebb b tengely (5.2. tablazat) a (II) modosulatban. Az elemi cella
hasonléséagi indexe 77 = 0,008 ¢s a térfogati index 1, = 75% magas értéke
szerintizostrukturalisak. Polimorfiajukat a pordiffrakcios rontgenfelvételek
kiilonbsége mutatja (5.18.a és 5.18.b abra). A két szerkezet lathato
kiilonbsége az NH:-O=C hidrogénhid ellentétes iranya a csavartengely
mentén.

(12h)-hoz hasonlitva, azonos elemi cella mellett a transz-2-
hidroxicikloheptan-1-karbonsav (t-10e) dimorfjai a fél elemi cella 180°-
os elfordulasaban kiilonboznek. A nitrofurantoin*? vizmentes formai koziil

2 Az angolszasz irodalomban a ,,non-crystallographic rotation” (forgas) kifejezést
hasznaltuk. Mivel a forgds csupan 90°- vagy 180°-0s, magyar szovegben az elfordulas
jobban tiikrozi két vagy tobb kristalyszerkezet kiilonbségét.
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5.18. dbra. A (12h) két monoklin (P2 /c, 14) médosulatanak atomi koordinataibol
szamitott rontgendiffrakcios pordiagrammja (PXRD). A porfelvételek a
polimorfiat igazol6 kiilonbségeket mutatnak

a monoklin polimorf molekulaspiraljanak egyik oldalan a 2 tengelyre
merdlegesen minden egyes molekula 180°-kal elfordul. Az eredmény triklin
dimerek flizére az eddigi b tengely mentén (lasd a [104] kozleményben
a 7. abrat). Hasonlo tipust atrendezodés kapcsolja 0ssze a 3-nitrofenol
monoklin (tércsoport P2 /n, 14)'* és a rombos (tércsoport P2 2 2 , 19)'%
kristalyat. Minden masodik akiralis molekula oda <> vissza 180°-o0s

elfordulasa létesit dimorf kapcsolatot.
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5.2. tablazat. Az elemi cella paramétereinek egybevetésével diszkutalt
kristalyszerkezetek

Kristaly a/A b/A c/A B/° v/ A3 D, /_3 Tér-
gcem?® csoport

(c-10e)  22.876(5) 6.224(1) 11.793(2) 95.56(3) 1671.2(5) 1257 *I/c
(c-10g)  11.082(1) 7.618(1) 11.579(1) 105.67(1) 941.2(2) 1215 P2 /e
(t-10b)  8.250(2) 8.4102) 9.879(2) 685.4(3) 1.252 *Ph2a
(t-10f)  8.248(1) 19.679(3) 10.581(1) 1717.4(4) 1.216 Pbca
(18) (A)  10.085(4) 7.854(2) 31.956(2) 93.11(3) 25274 (2) 1216 P2,
(18) (B)  13.033(1) 8314(1) 23.823(2) 105.17(1) 2491.4(4) 1233 P2,
t-10e (I) 21.184(3) 6.824(1) 5.892(2) 851.7(3) 1.234 Pna2,
t-10e (I)  21.185(2) 6.826(1)  5.889(1) 851.6(3) 1.234 "Pn2a
t-12h (1) 5.858(1) 7.629(1) 28.237(3) 97.97(1) 1249.73) 1.113 P2 /c
t-12h (1) 5.962(1) 7.267(1) 28.689(1) 94.90(1) 1238.4(3) 1.123 P2 /c

Ya C2/c, *aPca2 és* aPna2 tércsoport nem kanonikus forméja

5.5. Nem-krisztallografiai elfordulasok rokon
vegyluletek kozott

5.5.1. Virtualis molekulaelfordulasok

Nem-krisztallografiai elforduldsok kapcsoljak ossze a (e-10g) kristalyt
(tércsoport P2 /c, 14) a homolog sorba sorolhaté (t-10a), (c-10c) €s
(c-10e) kristalyokkal (tércsoport C2/c, 15), azonban — a polimorfiaval
szemben — a bemutatott rokon vegyliletek (parok, illetve csoportok) kdzos
motivumanak nem-krisztallografiai elfordulasa csak virtualis.

5.5.2. Morfotropia: az izostrukturalitast gatlo tényezo

Mig a merev (rigid <> szemirigid) molekuldk egymashoz viszonyitott,
kiils6 hatasoktol iranyitott, nem-krisztallografiai elfordulasa(i) dimorfokat,
polimorfokat képezhet(nek), a rokon vegyiiletek izomer, illetve egy-
két szubsztituensben kiilonboz6 molekulai kozott felismerheté nem-
krisztallografiai elfordulasok morfotrop parokat (csoportokat) alkotnak.

Nem-krisztallografiai elfordulast eldszor a 14. csoport elemei altal
képzett, izostrukturalitast mutato Ph,E-E’Me, (E, E> = Si, Ge, Sn, Pb)
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vegyliletek sordban észleltiink.”” Az aszimmetrikus Ph.E-E’Me, ,,sulyzok”
szimmetriacentrum altal Osszetartott antiparallel (1) parokat képeznek,
kozos tércsoportjuk P3 (147). Kivetel a Ph,Ge-SnMe, / Ph,Sn-GeMe,
izomerpar, ezek a kristalyok parallel (11) molekulatarsulassal rombos
Pna2, (33) tércsoportba szervezddnek. Kitajgorodszkij enigmatikus
értelmezését atvéve a jelenséget morfotropianak neveztilk. Mélyebb
értelmezése megfeleld kisérleti adatok nélkiil nem volt lehetséges,
ezért altalanositva, morfotropiaként irtuk le az izostrukturalitast mutatod
molekuldk  szubsztituciobol — eredd  szorosilleszkedés-csokkenését
(< 60%) akadalyozo szerkezeti atrendezédéseket. Igy pl. a Bernstein
¢s munkatarsai®® altal kozolt para-diszubsztitualt benzilidén-anilinek
(R-CH,~CH=N-CH,-R’; R, R = Me, Cl, Br) izostrukturalitisanak
korlatait morfotrop 1épéseknek neveztiik.

Osszefliggéseinek tisztazasat javasolta Bernstein.*® A vizsgalat ahhoz
a felismeréséhez vezetett, hogy a morfotropia, a sz6 etimologiai
értelmezésével (morphos = shape/alak, tropos = turn/forgas) 6sszhangban,
az ¢érintett molekuldk virtualis nem-krisztallografiai elfordulasainak
ereddje.'” Ezek érinthetik az elemi cella Gsszes molekulajat szinkronban,
avagy csak egy részét, rendszerint felét, valamilyen rendben, mig az
elfordulasok mértéke lehet 180°, 90°, illetve ritkdbban 60°. A morfotropok,
a kozottiik 1évo, egymast kovetd virtualis elfordulasok szamatol fiiggden,
kiilonb6z6 rendii (fok(l) izostrukturalitdst mutathatnak.

Kitajgorodszkij a morfotrop atrendezédés példajaként a tetrafenilon,
Ph,Sn (tércsoport P42 .c, 114) tetragondlis kristalyanak a p-C,H.O
csoporttal torténd szubsztiticio hatasara képzodott monoklin (tércsoport
P2 /c, 14)kristalyat emliti. Ebbbdl kiindulva a Ph,Sn CSD-ben'" azonositott
nyolc szarmazékanak szerkezetét egybevetve kimutattuk,'” hogy
morfotrop atrendezddésiik tobbségében virtudlis molekulaelforduldsok
eredménye.

5.5.3. A 2,4,6-triariloxi-1,3,5-triazinok hierarchikus
morfotropiaja

A morfotropia vizsgalatat folytatva kimutattuk, hogy a korlatozottan
hajlékony 2,4,6-triariloxi-1,3,5-triazin molekulak is nem-krisztallografiai
elfordulasok sorozataval 1étesitenek homologok (F, Cl, Br, I) és izomerek
(meta és para) kozott morfotrop kapcsolatot. Piedfort-komplexeket!'*®

¢ magankozlemény, 2002
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tanulmanyozva kitlint, hogy az altalunk meghatarozott 2,4,6-trisz(4-
metilfenoxi)-1,3,5-triazin  (4-MePOT) szerkezete'®, a tércsoportbeli
kiilonbség ellenére (R3c), izostrukturalitast mutat a bazismolekula
(2,4,6-trifenoxi-1,3,5-triazin (POT)"® tércentralt monoklin racsaval
(tércsoport Ia, 9). Ugyanigy izostrukturalitast mutatott POT és 4-MePOT
racsaval a para-brom- (4-BrPOT),'""! tovabba Bathori Nikoletta
,»Iriazinvazi C, szimmetriaji gazdavegyliletek szintézise é€s kristaly-
szerkezetiik meghatarozasa” cimii doktori értekezésében*® szerepld
1,3,5-triazinok koziil a para-jo6d- (4-IPOT), a para-izopropil- (4-iPrPOT)
és az orto-metil- (2-MePOT) szarmazék. A CSD" lekérdezése trigonalis
P3cl (165) tércsoporttal harom Piedfort-egységet (3-BrPOT, 3-CIPOT
¢s 3-MePOT) tart fel.''> R3 tércsoporttal egyediilalld szerkezetnek
bizonyult viszont a fenti halogénszarmazékok jodhomologja, a
3-IPOT."? A varttol eltéréen a para-fluor-szarmazék (4-FPOT)"* viszont
monoklinnak bizonyult, tércsoport P2 /c (14). Az 5.3. tdblazatban felsorolt
kristalyszerkezetek az izostrukturalitds és a morfotropia elvalaszthatatlan
egységét mutatjak. Elemzésiik alapjan''®'* a kovetkezo Osszefiiggéseket
ismertiik fel.'s

5.3. tablazat. A 2,4,6-triariloxi-1,3,5-triazin szarmazékok (POT)
krisztallografiai adatai

Vegyiilet CSD-kod" Zsé(;)ort Elemicella-paraméterek

POT VALDIV Ia® a=12,649", b=20,903, c =6,601* A, p=97,93°
4-FPOT XOLRUL P2 /e a=12,532,b=21363,c=6,872 A, f=96,99°
2-MePOT nem publikalt R3c* a=b=20,593, c=8,605 A, a =p=90°y=120°
4-MePOT CENFOQO1 R3¢ a=b=23,644,c=6,664 A, a=5=90°y=120°
4-iPrPOT nem publikalt R3c* a=b=24259,c=7,805A, a=p=90°y=120°
4-BrPOT HEXWIQOl R3¢  a=b=23,869, c=6,468 A, a =5 =90°, y = 120°
4-IPOT  nem publikalt R3c* a=b=24831,c=06,627 A, o =p=90°, y=120°
3-IPOT CAVRUN R3' a=b=23421,c=7301 A, a=p=90°y=120°
3-MePOT VALMAW  P3cl'2  g=b=13,023,c=14,334 A, a =8 =90°, y = 120°
3-CIPOT VALGAQ P3c1'"?  g=b=12975,¢=14,193 A, a =8=90°, y = 120°
3-BrPOT VALHUL P3¢l a=b=13,121,c= 14,421 A, a =B = 90°, y = 120°

* Dr. Bathori Nikoletta magankozleményei (Doktori értekezés, BME, Budapest,
2006.)

* A tércentralt monoklin racs a és ¢ tengelye a jobb 6sszehasonlitas céljabol
felcserélve.

44 (BME, 2006, Budapest)
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1) POT és para-brom szarmazéka a kristalyrendszer (monoklin <>
romboédres) €s tércsoport (/a és R3c) kiilonbsége ellenére izostrukturalitast
mutatnak. A két szerkezet szuperpozicidjabdl lathatod, hogy 4-BrPOT
molekulait a C, tengely mentén harom, egymassal 60°-os szdget bezaro
csuszosik tartja Ossze (5.19.a dbra). A szubsztituensmentes POT centralt
racsaban, az la tércsoporttal 6sszhangban, mar csak egy csuszosik talalhato.
Ez olyan szabadsagi fokot biztosit POT molekuldinak, hogy a kisméretii
fluoratomok para-helyzetben'* minden masodik molekulasor szinkron
180°-0s elfordulasaval uj szoros illeszkedésti primitiv monoklin racsot
formalnak. A cstiszosik — szimmetriacentrum valtas eredménye ismét a
P2 /c (14) tércsoport, egyiitt masodfoku izostrukturalitassal morfotrop part
képeznek.

2) POT kristalyracsa az R3¢ (161) tércsoportu tobbi para-szubsztitualt
szarmazékkal (4-IPOT, 4-BrPOT, 4-MePOT és 4-iPrPOT), valamint az
orto-metil- (2-MePOT) kristallyal homostrukturalisnak tekinthetd. Az
0t szarmazék kristalya egymas kozott els6fokt izostrukturalitdst mutat.
E megallapitas érvényes az orto- és para-metil-izomerekre is, ambar az
izostrukturalitasuk foka a metilcsoport o — p vandorlasa kovetkeztében
valamelyest csokken. A molekula kiterjedése megnd, az elemi cella
térfogata azonos moltomeg (399,44) mellett 2%-kal novekszik.

3) A négy para-szubsztitudlt szarmazék és az egyetlen R3 (148)
tércsoporttal  kristalyosodott jodizomer 3-IPOT'® morfotropidja a
korlatozott flexibilitasa 4-IPOT lehetséges atrendez6désébol vezethetd
le. A meta-szubsztitucidé kovetkeztében minden masodik PU (Piedfort
unit) a C, tengelyre merdlegesen 180°-kal atfordul, majd az egymason iild
nemplanaris molekulak kozaotti titkozést elkertilendd, az atfordult molekulak
a C, tengely koriil még 60°-kal szinkron elfordulnak. A két egymast kovetd
nem-krisztallogréfiai elfordulas utan az egyiranyba forgo trigir szimmetriaja
propellerek (5.19.b abra) egymashoz vald viszonyat szimmetria-
centrumok biztositjak. Az eredd oszlop-szimmetria C,. A meta-pozicio
paritasa miatt harom egymast kovetd triazingyiirti triddot képez, amely a
kiindulastol fliggetleniil két diddra (dimerre) bonthat6. Ezek kiilonbsége
az, hogy a hat halogénszubsztituens (3-IPOT esetében jodatomok) C,
szimmetriaval az egyik dimer (6-endo) belsejében helyezkedik el, a
masik (6-exo) dimer iires. A 4-IPOT — 3-IPOT morfotropidja tehat két
egymast kovetd (180°, ill. 60°-0s) nem-krisztallografiai elfordulas. Ebbdl
kovetkezik, hogy az R3c, illetve R3 (148) tércsoportu morfotropok
izostrukturalitasa harmadfoku.
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5.19. abra. Az R3c (161) tércsoportba tartozo 1,3,5-triazinszarmazékok (pl. 4-IPOT)
harom szupramolekularis (g) csuszosikkal dsszetartott, a C3 tengely mentén
oszlopot képez8 molekuldinak alapegysége, PU-diadja (A). A 3-IPOT réacsa (R3,
148) két virtualis nem-krisztallografiai elfordulassal 4-IPOT-bol (R3¢, 161) allithatod
elé. Harom-harom propeller két C,; szimmetriaju diadot (dimert) képez. A C,,
szimmetriaju oszlopban két, 6 jodatomot bezar6 (endo) dimert egy lires (exo)
dimer kapcsol 0ssze (B). Két egymast kdveté endo-dimer egyikének a C, tengelyre
merdleges 180°-os elforgatasa a kettdjiik kozott egy homokiralis D, dlmert
eredményez. Uj P3¢l (165) tércsoportban kristdlyosodik az 1zostruktural1s
3-BrPOT és 3-CIPOT homolog (C)

4) A jodhoz képes kisebb térigényli szubsztituenseket hordozo,
az izostrukturalitdst mutatdo 3-BrPOT, 3-CIPOT és 3-MePOT' a hat
szubsztituenst bezard 6-endo diddok fenntartasaval 1) tércsoportot (P3cl,
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165) képeznek. Minden masodik 6-endo didd a megdrzott C, tengelyre
merdlegesen 180°-kal elfordul, igy az allo és az elfordult C,, szimmetridju
diadok kozott egy D, szimmetriaji dimer alakul ki (5.19.c abra), amelyet
harom 60-60°-ot bezard digir tart 6ssze. Mivel 3-IPOT és homologjai (Br,
Cl) kozott csak egy nem-krisztallografiai elfordulas létesit kapcsolatot,
izostrukturalitasuk masodfoku. Viszont a masik izomerpar, 3-BrPOT és
4-BrPOT izostrukturalitasa P3c1, ill. R3¢ tércsoportbeli kiillonbség mellett
mar csak negyedfoku.

5) A héaromfogasu tengely (trigir) koré épiilé 2,4,6-triszubsztitualt-
1,3,5-triazin  szdrmazékok harom els6fok(l izostrukturalitast mutatd
csoportba tomoriilnek, amelyeket harom egymast kovetdé nem-
krisztallografiai elfordulas (180° — 60° — 180°) kapcsol 0ssze. Ezek a
felismerések meger0sitik az izostrukturalitds €s a morfotropia kozotti
elvalaszthatatlan kapcsolatot. Ennek 1ényege az, hogy a szoros illeszkedés
mértékének szubsztitucio(k) okozta, 60% ala vald csokkenését!> nem-
krisztallografiai elforduldsok (esetleg transzlaciok) kompenzaljak.
Természetesen a morfotropia virtudlis nem-krisztallografiai elfordula-
sokra vald felbontasanak, még korlatozottan merev molekulak esetében
is, hatart szab a szubsztituensek mérete és a molekulaszimmetria sériilése.
Hasonloképpen a polimorfokndl kimutatott valodi molekularis nem-
krisztallografiai elfordulasok is csak flexibilitasukban (bels6 forgasokban)
korlatozott molekulaknal eredményezhetnek 1j modosulatokat.

5.5.4. Kalixarének morfotropiaja

Akozelmultban az izostrukturalitast, és azzal kapcsolatban morfotropiat
mutatd kristalyszerkezetek gytijtése €s mindsitése folytatodott. A
fentebb részletesen targyalt 2,4,6-triariloxi-1,3,5-triazinok vizsgalatahoz
hasonloéan, pl. kalixarének esetében''®!"® is, masodlagos kolcsonhatasok
finomhangolasa 4ltal kivaltott morfotropia volt felismerhetd.
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5.1. tablazat. A konyvfejezetben targyalt molekulak elnevezése és szerkezeti képlete

(1) 4,4-difenil-2,5-ciklohexadienon®’
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(9b) (1R*,25* 4R *)-4-terc-butil-2-
hidroxiciklopentan-1-karbonsav’

(c-10b) cisz-2-hidroxiciklopentan-1-
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(11b) cinobufotalin®

(12a) cisz-6-azabiciklo[3.2.0]heptan-
7-on*’

H
i o

(12b) cisz-7-azabiciklo[4.2.0]oktan-8-
on88

(12¢) cisz-8-azabiciklo[5.2.0]nonan-9-

0n89
H
iy o

(12h) transz-13-azabiciklo[10.2.0]
tetradekan-14-on'®

(c-13a) cisz-2-aminociklopentan-1-

karbonsav®!
(0]
<C:I:ﬂ\OH
NH,

(c-13b) cisz-2-aminociklohexan-1-
karbonsav®

(c-13¢) cisz-2-aminocikloheptan-1-

karbonsav®!
(0]
G
NH,

(c-13d) cisz-2-aminociklooktan-1-
karbonsav®!

0]

OH
NH,

(t-13b) transz-2-aminociklohexan-1-

karbonsav®!
(0]
[::j/j\OH
“NH,

(c-14) cisz-2-aminociklohex-4-én-1-
karbonsav’!

(t-14) transz-2-aminociklohex-4-én-1-

karbonsav®!
(0]
[::j’ﬁ\OH
“'NH,
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(15) szulfametoxidiazin’ (16) 1B,3p,11a-trihidroxispiroszta-

o 5,25(27)-dién%
\)

NN

\

SN S
ON/O/

HoN

TA (c-10a), (c-10d), (c-10h), tovabba (t-10c) és (t-10d) a targyalasban nem szerepel.
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6. Atomabszorpcios spektrometria
Kékedy-Nagy Laszlo

Az atomabszorpcids spektrometria (AAS) az elemanalitika egyik
legelterjedtebb, alapvetd modszere, széleskorli alkalmazéasat az eljarés
gyorsasaga, pontossaga, nagy érzékenysége, konnyl kezelhetdsége és
olcsosaga biztositja.

Az atomabszorpcio jelensége a természetben régota ismeretes. E16szor
W. Wollaston 1802-ben figyelte meg, hogy aNap szinképében fekete vonalak
észlelhetok. J. Fraunhofer 1815-t61 részletesen vizsgalta a Nap szinképében
e fekete vonalakat, pontosan meghatdrozva a vonalak hulldmhosszat.
Munkassaga elismeréséiil ezeket a vonalakat Fraunhofer-vonalaknak
nevezziik. A jelenség magyardzatat 1820-ban D. Brewster adta meg
eldszor, szerinte a Fraunhofer-vonalak a Nap atmoszférajaban végbemend
fényabszorpcid kovetkezményei. Az elméleti attorést G. Kirchhoff 1859-
ben és R. Bunsennel 1860-ban megjelent kozos cikke jelentették.'? Ok
adtdk meg a spektrumra vonatkozd ismeretek értelmezését: ha gazok
vagy gb6zok atomjaival energidt kozliink, akkor azok a rajuk jellemzé
vonalas spektrumot bocsatjak ki. Ugyanezek az atomok viszont képesek
a kibocsatott fény hullamhosszaval egyez6 hullamhossza fényt elnyelni,
abszorbedlni. Ezért jelennek meg i1zz6 anyagok altal kibocsatott folytonos
szinképben (példaul a Nap) fekete abszorpcios vonalak. E jelenség alapjan
fedezte fel 1870-ben N. Lockyer a Nap szinképében a periodusos rendszer
masodik elemét, a héliumot (Helios — gordgiil Nap). Analitikai célokra
az eljarast csupan 1955-ben vezették be az ausztral A. Walsh,® valamint
a holland J. Alkemade és W. Milatz* javaslatara. A kozel 100 éves késés-
nek az oka az igen kis (0,001 nm) félérték-szélességli vonalakat kibocsatd
spektrallampa, mint megvilagitd fényforras hianya volt.

Az AAS-eljaras soran a mintat magas hdmérsékleten szabad atomokka
alakitjak, melyeket a vizsgdland6 elemre jellemzé hulldamhossza
monokromatikus elektroméagneses sugarzassal (EMS) besugérozzak.
Az alapallapotban levé atomok a gerjesztési energianak megfeleld
hullamhosszusagi EMS-t elnyelik, hatdsara gerjesztddnek. Ennek kovet-
kezményeként a langon 4thaladt sugarzo energia mennyisége lecsokken.
Meérjiik a sugarzod energia nagysagat, pontosabban annak csokkenését.
A jelenség teljesen analog a folyadékok UV-VIS tartomanyban torténd
elnyelésével, azzal a kiilonbséggel, hogy az alkoto jelen esetben atomi
allapotban van. A szabad atomokat a forrd kozeg hozza létre és tartja
fenn, a mérdcella is maga a kozeg. A forrd kozeg lehet lang (FAAS) vagy
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pedig elektromos aram segitségével felfiitott grafitcsé (kalyha, kemence)
(GFAAS). Az AAS-eljaras elvi vazlata a 6.1. abran lathato.

QT 1T 10D

Sugarforras Atomizalé Monokromator Detektor Kijelzé
egység

6.1. dbra. Az atomabszorpcios eljaras elvi vazlata

6.1. A szabad atomok fényelnyelése, az AAS
alaposszefiiggései

Az atomabszorpcio esetében is €rvényes a Bouguer—Lambert—Beer
(BLB) torvény:

A=k,bC, 6.1)

ahol 4 az abszorbancia, k, az atomabszorpcios koefficiens, b az elnyeld
réteg vastagsaga, C a koncentracio. A mért fényelnyelés €s az abszorbancia
kozott a kovetkezd dsszefliggeés all fenn:
I 1
A=—logT=log-> ¢é T=—, (6.2)
1 I,
ahol T a transzmittancia (atbocsato képesség), I, a bees6 fény intenzitasa,
I a fény intenzitdsa elnyelés utan. Az atomabszorpcids koefficiens értékét,
figyelembe véve az atomi vonal természetes kiszélesedését, a Boltzmann—
Einstein-egyenlet adja meg:
N, A e’
ky = ——"5—, (6.3)
mc
ahol N, a térfogategységben az alapallapotban levé atomok szama, 4 az
Einstein-féle spontdn emisszids valdszinliségi egylitthatd, e az elektron
toltése, m az elektron tomege, ¢ a fény terjedési sebessége vakuumban.
Feltételezve, hogy az atomi vonal kiszélesedéséhez a langban csak a
Doppler-effektus jarul hozza (lasd 6.2. alfejezet), akkor a k, -t kifejezd
egyenlet a kdvetkezéképpen modosul:
Al e
ky=0,939| —— [N, 4,,—, (6.4)
AL mc

D
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ahol 4, a vonalintenzitds maximumanak a hullamhossza, A4 a vonal-
kiszélesedés értéke a Doppler-effektus kovetkeztében. Az atomok altal
elnyelt fény mennyisege (1, ):

Ly, =1, =1=(1-¢™"). (6.5)

absz

Ha az %" tagot sorba fejtjilk és a magasabb tagokat elhanyagoljuk,
I (1-e'")= Iokob-vel‘ egyenld. Behelyettesitve a k-t a (6.4) egyenletbdl,
az elnyelt fény mennyisége:
2
= I, N, A,b 25 (6.6)

0“"n0 2
mc

I absz

A (6.6) egyenletbdl lathato, hogy az elnyelt fény mennyisége egyene-
sen aranyos a bees6 EMS intenzitdsaval, az elnyel¢ atomok szamaval,
valamint az elnyel6 réteg vastagsagaval, de fliggetlen a kdzeg (pl. a lang)
hémérsékletén, kb. 3000 K-ig, az atomok nagy része alapallapotban van, csak
nagyon kis, 102-10"2 %-a gerjesztddik. Ebbol adodik az AAS masik elénye
az emisszios modszerrel, a langfotometriaval szemben, hogy érzékenysége
2-3 nagyséagrenddel nagyobb az utobbindl, a kimutatési hatar igy a legtobb
fém esetében 0,1-1 pg/L nagysagrendd.

6.2. Az atomi vonalak szélessége

Ha egy atom elektronjai a megengedett legkisebb kvantumszamokkal
kifejezett allapotban vannak, akkor az elektronok energidja minimalis, az
atom alapallapotban van. Ezen energiaszint gerjesztési energiaja (E) zérus,
a gerjesztési energiat pedig ettdl az értéktdl szamitjak. Minden atomfajta
elektronjai az azt jellemz6 energidval, valamint energiaatmenettel rendel-
keznek, ezért a kibocsatott és elnyelt EMS frekvencidja is egy adott
atomfajtara jellemz6. Habar az energiadatmenetek egy adott atomfajta
esetében fix értékek, az ezeknek megfeleld atomi vonalak szélessége nem
egyenld nullaval, hanem anndl nagyobb. A Heisenberg-féle bizonytalansagi
elvalapjan valamely energiaszint szélessége (AF) forditottan ardnyos annak
id6tartamaval (). Mivel az atom alapallapotban van, annak iddtartama
végtelen, ezért a AE, valamint az EMS Av-értéke kizarolag a gerjesztett
allapot iddtartamdnak fiiggvénye:

AE zhAﬁ, (6.7)
t
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A hullamhossztartomany, melyben a spektrumvonal megjelenik harang
alaku Gauss-gorbe formajaban, a természetes kiszélesedést (A1) jelenti:

(6.8)

=2 (6.9)

A gerjesztett allapot élettartama 107-107'% s, a természetes kiszélesedés
ebbdl addddan 10° nm nagysagrendi. A valosagban a spektrumvonalak
joval szélesebbek, melynek tobb oka van, ezek koziil a legjelentdsebbeket
az alabbiakban targyaljuk.

A Doppler-kiszélesedés (AA,) a részecskék hOmozgasabol adodik.
A jelenség a hangtanbdl ismert Doppler-jelenséggel analdg: a részecske
az EMS kibocsatasa kozben a detektorhoz képest elmozdul. Mivel a
részecskék hdmozgésat egy harang alakt, szimmetrikus gorbe irja le, a
kiszélesedés is szimmetrikus, nagysaga a hdmérséklettol és a részecske
tomegétol (M) fiigg:

) T 1/2
A, =7,16-107 l@(ﬁj . (6.10)

Ezen kiszélesedés mértéke 102-10° nm nagysagrendi.

A Lorentz-kiszélesedés vagy nyomdskiszélesedés abbol adodik, hogy az
atomok elektronpalyaja mas atomokkal iitkozve deformalddik, valamint
az ltkozések csokkentik a gerjesztési szintek ¢lettartamat. A kiszélesedés
aszimmetrikus (a nagyobb hullimhossz fel¢ nd), ugyanakkor a 4, is
eltolodik a nagyobb hullamhosszak fele.

A Stark-kiszélesedés abbol adodik, hogy homogén elektromos erétér-
ben a diszkrét vonalak felhasadnak, a felhasadas mértéke az elektromos
erétér nagysagaval €s a gdz nyomasaval aranyos.

A vonalkiszélesedés az emisszids €s abszorpcids vonalakra egyarant
érvényes. Ahhoz, hogy mérhetd elnyelést kapjunk, a sugarforrds és az
elnyelési vonal azonos savszélességt (~ 0,001 nm) kell, hogy legyen.

6.3. Atomabszorpcios spektrofotométerek

Az atomabszorpcios spektrofotométer felépitését vazlatosan a 6.1. abra
szemlélteti.
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Sugarforrasként az erre a célra kifejlesztett vonalas spektrumu
(0,0001 nm félértékszelesség-nagysagrendil) sugarforrasokat alkalmaznak:
a vajtkatod-lampat (mas néven lregkatodlampat) és az elektrodnélkiili
kistilési lampat. A vajtkatod-lampa zart térben, nemesgéaz atmoszféraban
(Ar vagy Ne), alacsony nyomason (10-1000 Pa) mitkodé gazkisiilési cso.
A lampékat 100-300 volt egyenfesziiltségen lizemeltetik, a fiitéaram nagy-
sdga altalaban 5-20 mA. A katod egy 4-5 mm atmérdju furattal ellatott,
egyik végén zart henger, anyaga a meghatarozand6 fémbdl vagy annak egy
otvozetébol késziil. Az anod W-bol késziilt gytirti, mely a katodiireg eldtt
talalhat6 (6.2. abra).

p=

- - - - -

csatlakozé katod anéd Uvegbura UV-tiveg kvarcablak

6.2. abra. A vajtkatod-lampa szerkezete’

A kisiilés soran a katod anyagabol kilokédo fématomok a géztérben a
nemesgazionokkal iitkozve gerjesztddnek, igy a lampa egyrészt a katod
elemének, masrészt a toltégaznak megfeleld hullamhosszakon sugaroz.
Az iregkatod-sugarforras eldnyei: egyszerti felépités, stabil miikodés,
hosszu élettartam, kismértékii vonalkiszélesedés, nagy vonalintenzitas.
Hatranya, hogy minden egyes elemhez kiilon lampat kell hasznéalni. Az
elektrodnélkiili kisiilési lampa (EDL) egy RF-val taplalt kistilési cso (6.3.
abra).

keramiatartd RF-tekercs
[

/

\\

kvarcablak fémso  kvarcampulla

-----

A meghatarozand6é elem vagy annak egy illékony sdja (jodid) egy
~ 1 cm atmérdju zart kvarccs6ben, semleges atmoszféraban, néhany torr
nyomason talalhatd. A kvarccsé koré egy mikrohullamu generator
antenngjat tekercselik. A mikrohullamok hatasara a fém vagy a vegyiilet
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elparolog, disszocial, a fématomok pedig gerjesztodnek és a fémre jellemzd
rezonanciavonalakat sugarozzak ki. E sugarforras elénye abban rejlik,
hogy keskeny, nagyintenzitasu vonalakat sugaroz, amelyek intenzitasa 1-2
nagysagrenddel nagyobb, mint az liregkatod-sugarforrasé. Hatranyaként
emlithetd pedig az id6beni kis stabilitas, a bonyolult felépités, tovabba az,
hogy csak néhany, illékony elemre (pl. As, Sb, Cd, Hg, Bi) készithetd el.

A lang eléallitisara és a minta bevitelére szolgalo egységben a
langot két gaz Osszekeverésével és a gazelegy meggyujtasaval allitjak
eld. Tizeldanyagként leggyakrabban CH -t és PB-gazt hasznélnak,
oxidaloszerként pedig levegdt, O,-t vagy N,O-ot. Az AAS-spektrométerek
elékevert, laminaris langot hasznalnak. A folyékony mintat finoman
elporlasztott aeroszol forméjaban juttatjdk a ldngba pneumatikus,
ultrahangos vagy hidraulikus nagynyomasu porlasztd segitségével. A
pneumatikus porlaszto két koncentrikus csébol all, porlasztogazként a lang
eloallitasahoz sziikséges oxidaloszert hasznalja. A porlasztoban a gaz egy
csokkend atmérdjii csében felgyorsul, és hangsebességgel hagyja el a csd
végét. Ezutan hirtelen kiterjed, és aramlasi sebessége lecsokken. A kiterjedd
gazaramba helyezett kapillariscs6 végén szivohatas 1ép fel, ezért a kapillaris
masik végét folyadékba martva a folyadék benne felemelkedik egészen
annak a végéig. Mivel a gaz a kapillaris csé koriil turbulens aramléssal
aramlik, a nyomashullamok hatasara a kapillaris végérdl, a folyadékoszlop
feliiletérol apro, 5-50 um atméraji cseppek valnak le. A cseppek a gazaramba
bekeriilnek és a gaz aramlasi sebességére gyorsulnak fel. A gyorsulas és
az litkozések hatasara a cseppek tovabb aprozodnak, és 1étrejon egy finom
aeroszolpermet, amelynek egy része (5-10%-a) a langba kertil. A pneumatikus
porlasztas elényei: a porlasztd egyszerti felépitési, a porlasztas egyenletes
¢s reprodukalhato, folytonos a miikddés, tovabba konnyen adaptalhato
eltérd fizikai tulajdonsagh mintakhoz. Hatranyai kozé tartozik az, hogy az
aeroszol koncentracioja kicsi, illetve a cseppek mérete széles hatarok kozott
valtozik. Az ultrahangos porlasztonal a mintat kis aramlasi sebességgel
(0,2-0,5 mL/perc) egy zart térben, ultrahanggal rezgd (500 kHz folott)
kristalyra viszik. A rezgések hatasara finom kod (aeroszol) keletkezik a
kristaly felett, melyet altalaban egy kishozamu (0,5-1 L/perc) Ar- vagy N, -
gazarammal egyenesen a langba vezetik. Az ultrahangos porlasztas elonyei:
nagy koncentracioju, egyenletes és kis cseppméretii aeroszol eldallitasa (a
porlasztasi hatasfok elérheti a 25-30%-ot, a cseppek atlagatmérdje < 5 um);
hatranya viszont a bonyolult felépités és lizemeltetés. A langban val6 optikai
ut novelése céljabol az égofejben egy 50-100 mm hosszua, 0,1-0,5 mm
széles rés (egyes esetekben 3 parhuzamos rés) talalhato, melyen a gazelegy
kiaramlik.
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Feényfelbonto egységkeént kozepes felbontoképességli (spektralis
savszélessége ~ 0,1 nm) racsos monokromatort alkalmaznak.

A detektor ezen berendezésekben UV-VIS spektrumtartomanyban
érzékenyitett fényelektron-sokszorozd, ujabban CCD-detektor.

A kijelzo leggyakrabban digitalis. Az AAS-késziilékek célszamito-
géppel vannak 6sszekapcsolva, az eredmény kijelzése pedig a szamitogép
monitorjan jelenik meg.

6.4. Langnélkiili, elektrotermikus atomizalas

Az elektrotermikus atomizalas (ETAAS) soran a minta kis térfogatat
(5-20 pL) egy elektromosan felfiithetd grafitcs6be, szénrudra vagy
fémszalra helyezik (atomizator), majd az atomizatort 2000-2400 K-re
felfitik. A magas homérséklet hatisara a minta elparolog, szabad
atomokra disszocial. Az atomg6zoket egy liregkatddos sugarforrassal
atvilagitjak és mérik az atomg6zon athaladt sugarzé energia csokkenését.
Az elektrotermikus atomizatorokban a minta atlagos tartézkodasi ideje
a magas homérsékleten sokkal nagyobb, mint a langokban (elérheti az
1 s-et is), ezért az atomizalas csaknem teljes. Altalanos elényiik a nagy
érzékenység (1-3 nagysagrenddel nagyobb, mint a langban), az alacsony
kimutatasi hatar (a legtobb fém esetében 10-1°-10"° g), a kis oldattérfogat-
sziikséglet (5-20 pL), a szilard mintak analizalhatok elokezelés és feltaras
nélkiil, illetve az alacsony zajszint. Hatranyukként emlithet6, hogy a
szabad atomok koncentracigja csak rovid ideig, néhdny masodpercig,
tarthatod fenn (a langban folyamatosan), szakaszos a mukddéstik, révid az
¢lettartamuk (100-150 felfiités utan az atomizatort cserélni kell), tovabba
a meghatarozasok pontossaga kisebb, mint langokban (5-10%). Az eljarast
elészor B. V. L'vov javasolta 1959-ben,’ a gyakorlatban a H. Massmann
altal kifejlesztett kemence terjedt el.® A kemence 40-80 mm hosszt, 4-8 mm
belsé atmérdju spektralis tisztasagu grafitcsd, amelynek a két vége vizzel
hitott grafitgytirik kozé van befogva. Az aramforras a grafitgylriikhoz
csatlakozik (hosszanti flités), emiatt a csé hosszaban melegitéskor hdmér-
sékleti gradiens alakul ki. Az izoterm koriilmények ugy valdsitok meg,
hogy a grafit kontaktusokat a csé hosszaban helyezik el, igy a flités
egyenletes, a megvilagitas irdnyaval meréleges iranyu (keresztfiités) (6.4.
abra).

Az atomizator zart térben, semleges gaz (Ar, N)) atmoszférdjaban
talalhato, hogy a grafit elégését megakadalyozzak. A grafitcsé kozepén
levoé 3-5 mm atmérdji furaton keresztiil a mintaoldatot a csé bels6 falara
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pipettazzak. Ujabban a grafitcsbe pirolitikus grafittal bevont grafitlapot
helyeznek, melyre a mintaoldatot pipettazzak (L’vov-platform), igy a minta
kizarolag hdsugéarzas révén melegszik fel, a cs6hoz és az 6blitégazhoz
képest idOben késeltetve. A minta parolgésa emiatt a maximalis hOmér-
sékletii térben izoterm koriilmények kozott gyors, veszteségmentes. Az
iregkatod-sugarforras EMS-a a cs6 kozépvonalan halad at. A kemence
felflitése tobb, kiilonb6zd iddtartaml 1épésekben, programozottan torténik,
aminta Osszetételének és az alkoto természetének fiiggvényében. A felfiités
1épéseit az alabbiakban vessziik szamba.

fénysugar
6.4. abra. A keresztflitéses Massmann-kemence rajza

Aszaritas céljaaz olddszer lassu, teljes elparologtatasa. A hevités ~ 5 K/s
sebességgel torténik, az atomizatort maximalisan 380 K -re melegitik 15-
30 s idGtartamra.

A hamvasztas sordn a mintat elbontjdk, az alkotot kisérd anyagokat
eltavolitjak, az alkotot kémiailag atalakitjak tigy, hogy az atomizéalashoz
optimalis formaban legyen. E 1€pésben az atomizatort ~ 50 K/s sebességgel
700-1300 K hémérsékletre hevitik 10-40 s idotartamra. A legfontosabb
atalakulasok ebben a lépésben a szerves vegyliletek, karbonatok, egyes
oxidok stb. elbomlésa, illetve az illékony anyagok elparolgasa. Az
atomizatorban a grafit redukalo tulajdonsadga miatt egyes fémvegytiletek
elemi fémmé redukaldédnak (Pt, Au, Cu stb.), masok oxidokka, karbidokka,
szulfidokka stb. alakulnak.

Az atomizalas soran képzddnek a szabad atomok ¢és torténik az elnyelés
mérése. Az atomizatort maximalis sebességgel (ez az 5000 K/s értéket
is elérheti) 2400-2800 K hoémérsékletre izzitjak, 5-10 s iddtartamra.
A grafitcsOben a terfogategységben keletkezett atomok szamat (V) a
kovetkez6 egyenlet adja meg:

m,&p

= , 6.11
e V.M,Z, (611

0
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ahol m_ az alkoto tomege, ¢ a szabad atomok, ionok, molekulak el6-
allitasanak hatasfoka a szilard mintabdl, f az alapallapotban levo atomok
szama, e a semleges gaz hokiterjedési egyiitthatoja, V' az atomizalo cella
terfogata, M az alkoté atomtomege, Z az elektron megoszlasi fliggvénye.
A langnélkiili atomizalasnal az eff szorzat ~ 1, mig a langok esetében ez az
érték csupan 1023-10* nagysagrendi. A gazfazisban az atomok a grafitcsé
légterébdl a kornyezd hideg térbe, illetve a grafitcs anyagaba diffundalnak,
emiatt az elnyelés idében valtozik, egy maximumon athaladd, hegyes
csuccsal jelentkez6 gorbét kapunk (6.5. dbra).

0.6000
0.5000
0.4000
0.3000 a
0.2000

0.1000

0.0000

0 5 10 15 20 25 30 35
t(s)

6.5. abra. A cink atomgéz fényelnyelésének valtozasa az id6 fliggvényében:
a—4ngZn;b-8ngZn

A maximum értéke, valamint az elnyelési gorbe alatti teriilet az alkoto
mennyiségével ardnyos. A mennyiségi meghatarozasoknal ezen értékek
egyikét hatarozzak meg.

A tisztitas vagy kiégetés soran az atomizatort 10-15 s idStartamra az
atomizalasi homérsékletnél 100-200 K-nel magasabb homérsékletre
hevitik, hogy a grafitba diffundalt atomok beldle eltavozhassanak.
Ha a grafitban atomok maradnak vissza, ezek a kovetkezo felflitéskor
kidiffundalnak, megndvelve az alkotdo elnyelését. Ezt a jelenséget
memoriaeffektusnak nevezzik. A memoriaeffektus csokkentése céljabol a
cs6 feliiletét pirolitikus grafittal vonjak be, mely egy nempordzus, tomor

crer

6.5. Zavaro hatasok (interferenciak)

Zavar6 hatason a mért analitikai jel mindazon szisztematikus valtozasait
értjiik, amelyeket az alkotdo mellett jelenlevd anyagok (matrix) okoznak.
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A szisztematikus valtozas amiatt 1ép fel, hogy a standard oldatok Gssze-
tétele nem azonos a mintaoldatéval. A hatasok két csoportra oszthatok:
spektralis és nemspektralis zavar6 hatasokra.

A spektralis zavaro hatas akkor 1€p fel, ha az elemz6 vonal hullamhosszan
egy molekula elnyelése is jelentkezik (nemspecifikus- vagy hattérelnyelés).
Ugyancsak latszatelnyelést, és spektralis zavarast, okoz az aeroszol részecskék
feliiletén fellépd fényszorodads. A spektralis zavard hatds kikiiszobolésére
(hattérkorrekcio) négy modszert alkalmaznak: a kétvonalas modszert, a
deutériumlampas, a Zeeman-, illetve a Smith—Hieftje-hattérkorrekciot. Elso
esetben két mérést végeznek: az egyik mérést az alkotd elemzdé vonalan,
a masikat pedig annak kozvetlen kozelében, attol 0,1-0,5 nm tavolsagra.
Az els6é méréssel az Osszelnyelést hatdrozzdk meg, mig a masodikkal
csak a nemspecifikus elnyelést. A két jel kiilonbsége pedig az atomi
elnyelés értekét adja. A deutérium lampas hattérkorrekcio esetén a langot
felvaltva vilagitjak at a deutérium-, illetve az liregkatodos sugarforrassal.
A deutérium sugarforrassal az Ossz-elnyelést mérik a monokromator
savszélességének megfeleld kb. 0,1 nm-es hulldmhossztartomanyban,
mig az lregkatdodos sugarforrassal csak az elemzd vonalon. A két jel
kiilonbsége az atomi elnyelés értékét adja. A Zeeman-hattérkorrekcio
esetében az iiregkatodos sugarforrast helyezik erds, homogén magneses
térbe. A magneses tér hatdsara az emisszids spektrumvonal 3 komponensre
hasad fel. Az egyik komponens, a m, hullimhossza azonos az eredeti
spektrumvonal hullamhosszaval. A masik két komponens, a ¢ és o,
hulldmhossza 0,013 nm-rel nagyobb, illetve kisebb, mint a = komponensé.
A m és o komponensek polarizaciés sikja egymasra merdleges. A
monokromator elé helyezett polarizacids szlir6 elforgatasaval felvaltva
mérik az elemzdvonalon (), illetve a dublettek (o) hullamhosszan az
elnyelést. A két elnyelés kiilonbsége az atomi elnyelés pontos értékét adja.
Az eljaras elonye, hogy csak egy sugarforrast és egy optikai utat hasznal
fel, a savos elnyelést az elemzd vonalhoz kdzel mérik, ezért a korrekcio
pontos. Hatranya, hogy az er6s magneses térben csokken a sugarforras
stabilitdsa. Masik lehet0ség az, hogy a grafitkemencét helyezik magneses
térbe, ez esetben az abszorpcids vonalak felhasadasa torténik meg. A
Smith—Hieftje-hattérkorrekcios modszer az 6nabszorpcid, mas néven vonal-
visszafordulds jelenségét hasznalja fel. A jelenség akkor 1ép fel, amikor egy
nagyhomérsekletii tér belsd tartomanyaiban egy elemnek a gerjesztett atomjai
altal kisugarzott EMS-t a kiilsd, hideg térben levé alapallapoti atomjai részben
vagy teljes egészében elnyelik. Ezt a gyakorlatban gy valositjak meg, hogy
az liregkatodlampa fiitbaramat extrém modon révid ideig megnovelik (kb.
200 mA), a katodiiregbdl a gerjesztett atomok altal kibocsatott fényt az iireg
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el6tti térben jelenlevo alapallapotii atomok elnyelik. Két mérést végeznek,
az egyiket a normalis lizemeltetéshez sziikséges kis aramerdsség (5-15 mA),
illetve a masikat a nagy aramerdsség mellett. Az els6 esetben az elemz6 vonal
hullamhosszan az sszelnyelést mérik, mig a masodik esetben, az emisszids
vonal kiszélesedése miatt, a nem specifikus elnyelést. A két elnyelés
kiilonbsége ez esetben is az atomi elnyelés értékét adja.

A nemspektrdlis zavaro hatdasok a szabad atomok keletkezését
befolyasoljak. A transzportzavarasok (vagy fizikai interferencia) a mintaoldat
a standardoktol eltérd fizikai tulajdonsagai miatt jelentkezik (viszkozitas,
feliileti fesziiltség, illékonysag), minek kovetkeztében valtozik az idéegység
alatt a langba juttatott folyadékmennyiség, a folyadékcseppek parolgasi
sebessége stb. A parolgasi zavarasok (vagy kondenzalt fazist kdlcsonhatasok,
kémiai interferencia) a szilard aeroszol részecskék parolgasi sebességének
megvaltozasabol erednek a kiséré anyag jelenlétében. Példaul a foldfémek
fosztat- vagy szulfat-ionnal termikusan stabil vegyiileteket hoznak létre; Mg,
Al, Si stb. jelenlétében pedig magas olvadaspontt spinellszerkezetti oxidok
keletkeznek. A jelenség un. felszabadité agens (releaser) adagolasaval
kikiiszobolhetd (jelen esetben lantan-klorid adalékkal, foloslegben),
amely a zavar6 agenssel képez termikusan stabil vegyiiletet. Ugyancsak
jelcsokkenés tapasztalhatd, ha a nyomokban jelenlevd alkot6é a nagy
mennyiségben jelenlevd matrixba beagyazodik. A gazfazisu zavard hatasok
jelentkezésekor az elem gézfazisbeli disszocialt vagy ionizalt hanyadaban
torténik valtozés. Legjelentdsebb az ionizaciobdl kovetkezd zavard hatds
(ionizacios interferencia), mely féleg a magas hémérsékletii ldngokban
jelentkezik, pl. az alkali- és foldfémek esetében. A jelenség egy anyag, az
un. ionizacios puffer vagy szuppresszor adagolasaval szorithato vissza, mely
az alkotonal konnyebben ionizalddik a langban (pl. K-, Sr-, Rb- vagy Cs-s0)

crer

6.6. AAS-meghatarozasok, kiértékelési modszerek

Az AAS-modszer relativ analitikai modszer, ezért a muszert ismert

cre

alkalmazott kiértékelo eljaras az Osszehasonlitdo és a standard addicios
modszer.
Az osszehasonlito (hitelesito-, kalibralogorbe-) modszer soran ismert

s

elnyelését mérik. Abrazolva az A valtozasat a koncentracié fiiggvényében,
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az analitikai mérogorbét (kalibrald egyenest vagy gorbét) nyerik. A minta
elnyelését meghatarozva, a standardokéval azonos kisérleti koriillmények
kozott, a kalibralé egyenes alapjan interpolalassal a minta elemtartalma
pontosan meghatarozhatd. A modszert nagyszamu minta sorozatelemzése
esetén alkalmazzak, pontossaga az egy komponenst tartalmaz6 mintanal

A standardadagolds (addicio) modszerét bonyolult Gsszetételil
mintdk esetén, zavard hatasok jelenlétében alkalmazzdk. A mintdhoz
¢s mérik az elnyelést az adagolas eldtt, illetve utana. A koncentracio-
valtozas ismeretében a minta eredeti elemtartalma (C) kiszamithato.
Tobbszor megismételve a standard adagolasat a meghatarozas pontossaga
jelentésen novekszik, mivel a szamitott koncentracid tobb meghatarozas
atlagértékét jelenti. Tobbszoros standardadagolas esetében a koncentracio
meghatarozasa grafikus uton is lehetséges. Abrazolva az 4 értékeket C
fliggvényében egy egyenest kapunk. Az egyenes tengelymetszetének a
tavolsaga az abszcisszan (4 = 0 pontban) a C_ért€két adja. A standard-
adagolas modszere pontosabb, mint az el6zd, mert a kalibraldé sorozat
kiséréanyag-tartalma a mintaéval azonosnak tekinthetd, amennyiben a
mintaoldat higulasa a standardok adagolasa kovetkeztében 5% alatt marad
(kis térfogatu, toményebb standardok hasznélata). Az eljaras hatranya az
id6igényesség (minden minta esetében 4-5 pontbdl allo kalibracios gorbét
kell felvenni), ugyanakkor feltételezi az A-C lineéris 0sszefliggeés eldzetes
ismeretét.

6.6.1. Hidridgeneralas (HG-AAS)

A periddusos rendszer 13., 14., 15. és 16. csoportjanak tobb eleme
(gallium, indium, tallium, germanium, 6n, 6lom, arzén, antimon, bizmut,
szelén ¢és tellir) erdsen redukald kornyezetben naszcensz hidrogénnel
gazhalmazallapotu hidridet képez, mely magasabb hémérsékleten
elemeire bomlik (HG-AAS = hydride generation-AAS), és a keletkezett
atomg6zok a monokromatikus EMS-t elnyelik, aminek mértéke az atomok
szaméval aranyos. igy példaul a minta 20%-os sosavas oldatahoz 1%-os
natrium-tetrahidridoborat (NaBH,) lagos oldatat adjak, majd a keletkezett
gazhalmazallapotu alkotokat a reakcidedényen atbuborékoltatott argon-
arammal két végén nyitott 10 cm hosszu kvarcesdbe juttatjak. A kvarccso a
lang-atomabszorpcios spektrométer acetilén-levegd langja f616tt talalhato,
igy a fltott kvarccsOben végbemegy a hidrid hébomlasa.
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Az iregkatodlampa fénye a kvarccsovon halad at, a hébontds soran
keletkez0 alapallapoti szabad atomok koncentraciojukkal aranyos
fényelnyelést eredményeznek. A modszer nagy elonye abban all, hogy
az illékony alkotd konnyen, szelektiven valaszthatd el a matrixtol, az
atomizalas is nagy hatasfokkal, viszonylag alacsony homérsékleten megy
végbe.

6.6.2. Hideggoz (CV = cold vapor)-eljaras

Azeljarastahigany meghatarozasara vezették be, a higany illékonysagan
alapszik. A higany az egyediili fém, mely szobahémérsékleten folyékony
halmazallapotu, géznyomasa jelent6s (0,0016 mbar), ami goézfazisban
14 mg/m? atomos higanykoncentracionak felel meg. Ezért a higany kis
mennyiségben kozvetleniil atomizalds (hevités) nélkiil elemezhetd (innen
az eljaras neve is). Elsd 1épésben a higanyt vegytiletébdl 5%-os on(II)-
klorid-oldat segitségével savas kozegben (30%-os kénsavoldat) elemi
higannya redukaljak:

SnCl, + HgCl, = Hg’ + SnCl,

A keletkezett atomos higanyt géazfazisba viszik oly modon, hogy
az oldaton Ar-gazt buborékoltatnak allandd sebességgel (~ 1 L/perc).
A gazaramot ezutin a felszabadult higanygdzzel Mg(ClO,),-ot
tartalmazo szaritocsovon vezetik at, majd pedig egy 10 cm hosszusagu
kvarcablakos kiivettaba vezetik. A kiivettan a higany tiregkatodlampa
fényét atvezetve a higanyatomok szdmaval ardnyos fényelnyelést mérik
a A = 253,7 nm hulldmhosszon. Az eljaras kimutatdsi hatarat ugy lehet
egy-két nagysagrenddel megnovelni, hogy a felszabaditott higanygdz
utjaba egy nagy fajlagos feliiletli, aranygyapottal toltott, kis elnyeld
oszlopot helyeznek. A higanygdz az arannyal stabil amalgam form4jaban
megkotddik. A dusitds befejezése utan az oszlopot nagy sebességgel 700-
800 K-re felfiitik, az amalgam elbomlik €s a higanygoz egyszerre jut az
tiregkatodlampa fényttjaba. Ezen modszerrel a higany kimutatdsi hatara
akar femtogrammig (10-°g-ig) is csokkenthetd.’

6.7. Nagy felbontasu folytonos fényforrassal
miikodo AAS (HR-CS AAS)

Az AAS-eljaras egyik legfobb hatranya, hogy egyiddben csupan egy
elem meghatarozasat teszi lehetové, ugyanakkor minden meghatarozhato
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elemre (hozzavetdlegesen 70) kiilon spektrallampat kell hasznalni. A
szimultan elemzés feltétele, hogy az egyes elemzo6 vonalak a szinképben
egyidejiilegdetektalhatoak legyenek. Ezharom fontos egységmegvalositasa
mellett lehetséges: folytonos nagy energiaju sugarforras, nagy felbontast
monokromator, megfelelé fotodetektor.®? A sugdrforras folytonos, kozel
egyenletes nagy fényintenzitast kell, hogy biztositson a 190-900 nm
szinképtartomanyban. Ezt az Gjonnan kifejlesztett nagynyomasu (hidegen
17 bar) xenon mikro-iv ldmpa biztositja. Az iv kiterjedése kisebb, mint
1 mm, atmérdje csupan 0,2 mm. Aplazmahdmérséklete 10000 K. Aztjlampa
teljesitménye 300 W (20V/15A). Ezzel a hagyomanyos xenon lampahoz
képest a fényintenzitas 100-szorosara nétt az UV also tartomanyaiban is. A
hullamhossz kivalasztasa nagy felbontast racsos monokromatorral torténik
pikométer nagysagrendi savszélességgel. Ehhez az in. echelle prizma-
racs kombinacioju fényfelbontast alkalmazzak magas, 50-150 rendben. A
xenon lampa fénye a belépd résen keresztiil a kollimator tiikorre kertil,
ahonnan egy 30°-os kvarcprizman keresztiil a prizma sikjara merdleges,
az echelle racsra esik. A racson felbomlo és visszaverddo szinkép ujbol
athalad a prizman, ahol a kiilonb6z6 szinképrendek térben elkiiloniilnek
egymastol. A kialakult kétdimenzids szinkép egy homort tiikor segitségével
a detektor sikjara képzddik le élesen. A detektalas CCD (Charge Coupled
Device) detektor segitségével torténik. Detektalo feliilete 1024 x 1024
pixelbdl all, egy pixel mérete 24 x 24 um. Spektralis érzékenysége 180-
860 nm kozé esik, kvantumhasznositasi tényezdje az UV-tartomanyban
0,9 elektron/foton. A detektor telitési kapacitdsa 600000-800000 elektron,
a zajszint pedig 5-30 elektron pixelenként. A pixelben képzddé elektronok
pedig gyorsan, parhuzamosan jutnak el a kiolvaso regiszterhez, az egyes
pixelek kiolvasasa kiilon-kiilon torténik.

6.8. Gyogyszer-analitikai alkalmazasok

A meghatarozdsok két nagy csoportra, kozvetlen ¢és kozvetett
meghatarozasokra oszthatok.

A kozvetlen meghatarozasok a gyogyszerkészitményben talalhato
fémek mennyiségi meghatarozasat jelentik. A meghatarozast altalaban
a minta savas/oxidativ feltarasa elézi meg a szerves alkotok teljes
elroncsolasaval; igy hatarozzak meg példdul a propoliszkivonat
fémtartalmat (beleértve a nehézfémekét is),'® a barium-szulfat kromtartal-
mat,'! a fogpaszta nehézfémtartalmat,'”? gyogyszerkészitmények Bi- és
fémtartalmat,'*'* gyogyfiivek nehézfémtartalmat'>'® stb.
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A kozvetetett meghatarozasok soran egy alkotd mennyiségi
meghatarozasa torténik a mintaban talalhatdé fém meghatarozasa révén,
amennyiben a fém mennyisége az adott alkotd mennyiségével aranyos.
Példanak okaért emlitheté az ethambutol meghatarozasa az ethambutol-
Cu komplex réztartalmanak meghatarozasa révén, a kinin meghatarozasa
a kinin-Zn komplex Zn-tartalma révén,'”** a paracetamol meghatarozasa
a Fe(Ill) oxidalészer-felesleg meghatarozasaval,”' inzulin meghatarozasa
Zn-tartalma alapjan,” a nimodipine meghatarozasa a redukcid soran
felszabadulo Cd**-ionok révén.”® Leggyakoribb ilyen tipusu alkalmazas az
ionparképzésen alapszik: a meghatarozandé alkoté egy fémkomplexszel
vizben nehezen oldodd vegyiiletet, ionpart képez. A csapadék szlirése
¢s ujraoldasa utan a fém meghatarozasa torténik ismert AAS-eljarassal;
példaul fluorokinolonok,*** cephalexin és cephradine,”® captopril,”’
moxifloxacin hidroklorid® stb. meghatarozasa. Az AAS-eljarast széles
korben felhasznaljak a gyogyszerkészitmények mindségbiztositasaban is.”
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7. Ultraibolya-lathato (UV-VIS)
spektroszkopia

Meszlényi Gabor, Ritz Ferenc

7.1. Bevezetés

A spektroszkopia alapjainak lefektetését 1666-t6] szamithatjuk. Ekkor
sikeriilt Isaac Newtonnak régebbi elméletét igazolni, hogy ti. a fény
komponensekbdl all. Egy sotét szobdban a bearamld napfény utjaba
helyezte a prizmat és a szemkozti, fehér falon megjelentek a szivarvany
jol ismert szinei (7.1. tablazat). A prizma mar régebben ismert eszkoz
volt, de kordbban nem tudtak, hogy refrakciora (fénytorésre) képes és a
fehér fényt felbontja komponenseire.! A jelenséget spektrumnak (spectrum
latinul ,,megjelenés”, ti. a szineké) nevezte el. A szineknek megfeleld
hullamhossztartoméanyokat természetesen nem ismerhette, de leirta, hogy a
szinek a vorostdl az ibolyaig terjednek, és koztiik egymasba foly6 atmeneti
szinek vannak (narancssarga — zdldeskék), tovabba — Descartes mellett —
szintén magyarazatot adott a szivarvany keletkezésére és alakjara.

7.1. tablazat. A lathat6 (fehér) fény Osszetevoi

hulldmhossz /nm szin megnevezése komplementer szin

400470 ibolya sarga
470-550 kék narancs
550-580 zo6ld vOros
580-610 sarga ibolya
610-660 narancs kék
660-780 vOros zold

Hosszu id6 telt el, mire kideriilt, hogy van ,,sugarzas” a ,,voroson
innen” és az ,,ibolyan tal”. Majdnem 140 évvel Newton prizmds kisérlete
utan Friedrich William Herschell angol csillagasz 1800-ban felfedezte
az infravords (IR) sugarzast. E tényt és az ezt bizonyitd kisérletet szinte
minden infravoros spektroszkopiaval foglalkozd konyv megemliti, az
ultraibolya (tovabbiakban: UV) sugarzas felfedezésérél viszont nem
tesznek emlitést a szakkdnyvek. Alig egy évvel késébb, 1801-ben Johann
Wilhelm Ritter német fizikus és vegyész leirta, hogy milyen sugarzas van az
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»ibolyan tul”, de a kisérleteit részletesen nem dokumentalta.” Lehetséges,
hogy a nap sugarzasat sikeriilt felbontania, de az sem kizart, hogy az UV-
fényt katodsugarcsovel allitotta eld. Ugy bizonyitotta, hogy a lathatonal
nagyobb energidju sugarazasrol van szo, hogy eziist-klorid csapadékot
megvilagitva a ,,megfeketedés” (eziistkivalas) azonnal bekovetkezett,
holott ez a kémiai reakcid természetes fény hatasara csak hosszabb id6
alatt jatszodik le. Az ,,UV-sugarzas” elnevezés nem a fiatalon, 33 évesen
elhunyt Rittertdl szarmazik, hanem kollégditol, akik késobb igy kezdték
hasznélni. Az ,,ultra” elétag arra utal, hogy az ,,ibolya szinlinél” nagyobb
energiaju sugarzasrol van szo.

Szintén sok évnek kellett eltelnie, mire az elektromagneses sugarzas
teljes spektrumat felfedezték. 1895-ben Wilhelm Conrad Rontgen
német fizikus nagyfesziiltségli vakuumkisiilési csovek vizsgalata soran
eléallitotta a rontgensugarat. Az elsé felvételt 1895-ben felesége kezérdl
0 maga készitette. Munkassagaért 1901-ben, elséként kapta meg a fizikai
Nobel-dijat.

A spektroszkopiai modszerek, s kozottiik els6ként az UV-spektroszkopia
alkalmazasara kidolgozott vizsgalati modszerek széleskort elterjedése a
természettudomanyos kutatasokban az elmélet, a szerkezetkutatas, az ipari
alkalmazasok stb. terén a XX. szdzadhoz kothetok. A mai értelemben vett
UV-spektrofotometrias analizis kialakulasa és elterjedése az elsé Beckman
DU UV-VIS spektrofotométer 1940-es években torténd kifejlesztésének
koszonhetd. A 1. vilaghdbort utan az UV-VIS mddszert az 6sszes korszerii
miszeres analitikai laboratérium bevezette a vizsgalati eszkoztaraba. Az
UV-VIS spektroszkopiai méréseket semmilyen analitikai laboratérium
nem nélkiilozheti, a gyogyszeripar szamara pedig kiilondsen fontos,
nélkiilozhetetlen miiszeres mérési modszer.

7.2. A molekulaspektroszkopia modszerei

Molekulaspektroszkopidnak nevezzilkk azokat a miiszeres mérési
modszereket, amelyek az elektroméagneses sugarzas (fény) €s molekularis
rendszerek kolcsonhatasan alapulnak. Megkiilonboztethetok a fény
abszorpcigjara (UV-VIS, IR), illetve emissziojara (fluoreszcencia,
foszforeszcencia) épiilé vizsgald modszerek. Az analitikai informaciot
spektrum formdjaban kapjuk, amikor is a fiiggéleges tengelyen az
elnyelt vagy kibocsatott sugarzas intenzitasaval, a vizszintes tengelyen
a hullamhosszal, illetve a frekvenciaval vagy az energiaval kapcsolatos
mennyiséget abrazoljuk. A felvett spektrumbol kovetkeztethetlink
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— sok mas informacido kozott — a vizsgalt molekula szerkezetére,

crer

molekulaspektroszkdpiai modszereket a felhasznalt elektromagneses
sugarzas energiaja szerint csoportositva a 7.2. tablazat szemlélteti. A foton
energiaja és hullamhossza forditottan aranyos:

AE=h'v=h%, (7.1)

ahol AE a besugarzo foton energiavaltozasa, 4 a Planck-allando, v a fény
rezgésszama, c a sebessége, 4 pedig a hullamhossza.

7.2. tablazat. A legfontosabb molekulaspektroszkopiai modszerek

hulldmhossz jele  spektroszkopiai modszer 5P elftroszlfop a
jelenség
0,5-10 pm - Maéssbauer, gamma magatmenet
001-10nm  XR rontgen Orzselektronok
gerjesztese
10-180 nm FUV tavoli (Yakuum) Vegyerte.kelelrdronok
ultraibolya gerjesztése
180-400 nm UV ultraibolya vegyertékelektronok
gerjesztese
400-800 nm VIS lathatd vegyértékelektronok
gerjesztése
8002500 nm  NIR kozeli infravoros rezgések felhangjai
2,5-25 um IR analitikai infravoros rezgem ¢ forgdsi
atmenetek
25-300 pm FIR tavoli infravords forgasi atmenetek
0,3mm—-10cm MW mikrohullamu forgasi atmenetek

I0cm—1m ESR  elektronspinrezonancia  elektronspinatmenet

Im-1km NMR maégneses magrezonancia magspinatmenet

7.2.1. Az UV-VIS tartomany felosztasa

A gyakorlati UV-spektroszkopia hulldmhossztartomanya 190-400 nm,
a lathato (VIS) tartomany 400-800 nm, az Un. tavoli (FUV) vagy vakuum-
UV tartomany 10-190 nm. Utdbbinak nincs nagy jelentdsége a gyakorlati
UV-spektroszkopidban, mert a levegdben, illetve a mintatérben levd
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oxigén, illetve nitrogén elektronjai ebben a tartoméanyban gerjesztédnek, és
a mérést csak ugy lehet kivitelezni, ha a mintatér vakuum alatt van. Eppen
ezért a kereskedelemben kaphatdé UV-VIS spektrofotométerek mérési
tartomanya altalaban 190-900 nm; kb. 400 nm-ig UV-spektroszkopiai,
e felett pedig lathatd mérésekre alkalmasak. Ez utdbbi tartomanyban
kizarolag szines anyagok mérhetdk (7.1. tablazat).

Az UV-VIS tartomany meteorologiai, illetve egészségiigyi (az emberi
szervezetre gyakorolt hatds szerinti) felosztasa: UV-A (315-380 nm),
UV-B (280-315 nm) és UV-C (100-280 nm)."!

7.2.2. Elektronatmenetek az UV-VIS tartomanyban

A molekulaspektroszkopia alapja, hogy a molekuldk az elektromagne-
ses sugarzast (a besugarzo fényt) abszorbealjak, mikozben az elnyelt
energiaval megemelt 0j energiaszintre keriilnek. A molekuldk energia-
allapotat az elektronok energiaallapota, valamint az atomok rezgési és
forgasi allapota egylitt szabja meg:

AE=E+E+E,, (7.2)

ahol AE a gerjesztés soran elnyelt energia, E_az elektrongerjesztési energia,
E arezgési (vibracios) energia €s E_a forgasi (rotacios) energia.

Az UV-VIS tartomanyban elnyelt fényenergia hatisara elektron-
gerjesztés jatszodik le: a molekula kiils6 palyan elhelyezkedd elektronjai
nagyobb energiaju palyara gerjesztddnek. Elso kozelitésben a két palya
energianivoi kozotti energiakiilonbséget fedezi az elnyelt fény energidja,
ezért az UV-VIS spektroszkopiat elektronspektroszkopidnak is nevezik.
Mikdzben az elektronok energiaallapota valtozik, a molekula rezgési €s
forgasi szintjei is gerjesztddnek [1d. (7.2) dsszefliggés], mivel az UV-VIS
sugarzas nagyobb energiaji, mint ami a rezgések ¢és forgasok gerjesztéséhez
sziikséges (I1d. 7.2. tablazat).

A fentiek csak elméleti jelentdséglick, mivel a rutinmérésekkel
nyert kiilsd elektrongerjesztés okozta UV-spektrum folytonos burkold
gorbe, amely elfedi a gerjesztett rezgési és forgasi atmenetek okozta
finomszerkezetet. Oldatban a molekuldk kozotti intermolekularis erdk
a finomszerkezetet alkotd részmaximumokat kiszélesitik, ,,elmossak”,

' Az UV-B analitikai szempontb6l nagyon jol hasznalhaté tartomany, azonban az
emberi bor megbetegedését okozhatja (melanoma alakulhat ki). Az UV-C tartomany
egy része (200-280 nm) analitikai mérésekre alkalmas, tartds expozicio esetén viszont
az emberi szervezetre haldlos lehet. Napozas, szolarium szempontjabdl csak az UV-A
sugarzasnak nincs egészségkarositd hatasa.
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a spektrum strukturaltsiga nem latszik, ezért az UV-VIS tartomanyban
felveheté oldatspektrumok széles savokbol allnak. Nagyfelbontasu
vonalas, savos, strukturalt spektrumot altalaban csak gaz-gdéz fazisban lehet
megfigyelni (oldatfazisban az elektrongerjesztések és rezgésatmenetek
egyes kombindcioi bizonyos esetekben megjelenhetnek). A gozfazisu
mérések specialis koriilményeket igényelnek, és az igy nyert spektrumokat
foleg elméleti kutatasokban hasznaljak fel.

EA

7 o* : lazitdo ¢

7 ¥ - lazito T

n : nemkots

Tt kot6

g :koté o

7.1. abra. A gerjesztés soran lejatszodo elektronatmenetek

Az UV-VIS fény hatasara lejatszodo lehetséges elektronatmeneteket
leegyszeriisitett formaban a 7.1. dbra mutatja be. Bar az 4bran lathato
Osszes folyamat lejatszodhat, gyakorlati szempontbol azon kettds kotésii
rendszerek m-elektronjainak van meghatarozé szerepe, melyek mas
elektronrendszerekkel vannak kapcsolatban konjugacié vagy delokalizacio
révén. Ezeket a csoportokat nevezzikk kromoforoknak, ezekben a
kotdelektronok (a kozeli UV-VIS tartoméanyba esd sugarzassal) konnyen
gerjeszthetok ¢€s intenziv savjuk van. A kromofor csoportokban n—m*
gerjesztés torténik (m* a gerjesztett allapot jelolése). Az UV-sugarzas
elnyeléséhez tehat nem elegendd, ha a vizsgalandé molekula egyetlen
izolalt kettds kotést tartalmaz (pl. az olajsavnak nincs UV-elnyelése).

Ha a kromofor heteroatomot tartalmazd csoporttal 1ép konjugativ
kolcsonhatasba, akkor az 0j kromofor csoport még konnyebben
gerjeszthetd és még intenzivebb elnyelési savot ad. A heteroatomot
(altalaban nitrogént, oxigént, kenet vagy halogént) tartalmaz6 csoportot
auxokrom csoportnak nevezzik. A legjellemzébb auxokromok pl. a nitro-,
hidroxil- és szulfoncsoportok. A kromofor elnevezés onnan szarmazik
(chroma gorogiil szin), hogyha kellden nagyszamu konjugacio alakul ki,
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akkor a spektrum eltolddik a lathato tartomanyba (pl. a trinitro-fenol sarga
szinll). Bar az elnevezés nem mindig jogos, mert a kdlcsonhatas miatt
nem minden esetben tolddik el a spektrum a lathat6 tartomanyba, mégis,
megallapodas szerint, a kromofor és auxokrom elnevezés hasznalatos. Az
auxokrém csoportokban gyakran n—n* gerjesztés kovetkezik be. A 6—c*
atmenetek (egyszeres kotés) gerjesztésekor — az elektronnak lazitopalyara
keriilésekor — a kotés jelentésen meggyengiil, vagy tulajdonképpen
megsziinik, a molekula szétesik, mert nincs energianyereség a kotést
l1étrehozd két atom egy-egy atompalyajanak energidjaval szemben. Mindez
savkiszélesedéssel, intenzitascsokkenéssel jar. Egyszeres kotést tartalmazo
szerves molekuldk tehat UV-VIS spektroszkopidval nem vizsgalhatok.

A kromoforok és auxokromok kolcsonhatasa az abszorpcids maximum
eltolodasat okozza és a gerjesztés intenzitasa is valtozik. Az abszorpcios
maximumok eltolodasai a kovetkezok lehetnek:

* Batokrom eltolodas: a savrendszer eltoloddsa a nagyobb hullam-

hosszak felé

* Hipszokrom eltolodas: a savrendszer eltolédasa a kisebb hullam-

hosszak felé

* Hiperkrom hatas: az intenzitds novekedése (altaldban a batokrom

eltolddassal fligg ssze)

* Hipokrom hatas: az intenzitas csokkenését jelenti (nem egyértelmdi,

hogy melyik eltolodassal fiigg Ossze)

1942-ben Robert Burns Woodward kimutatta, hogy csak a konjugalt
rendszerhez kozvetleniil kapcsolodd csoportok befolyasoljadk az
abszorpcids sav helyzetét és intenzitasat. A helyettesitd csoportok hatasa
az abszorpcio hullamhosszara nagyjabol additiv, egy-egy m-konjugacio
mintegy 30 nm-rel tolja el az abszorpcidt a nagyobb hullamhosszak felé.**

Az UV-VIS spektroszkopidban is 6sszefliggés van a molekulaszerkezet,
az abszorpcids maximum, a spektrum jellege és lefutasa (savalak) kozott.
Ha figyelembe vessziik azt a tényt, hogy sok, kiilonbozo szerkezetii
molekula UV-spektruma nagyon hasonld, megéllapithatd, hogy a mdodszer
nem alkalmas molekuldk szerkezetének meghatirozasara. A minta és a
referenciaanyag spektrumanak 6sszehasonlitasaval annyi valosziniisitheto,
hogy a minta azonos lehet a referenciaanyaggal, de biztos azonositas nem
lehetséges.? Példaul egy, a kromofor csoporttol tavoli csoport cseréjének
nincs szamottevo hatasa a spektrumra.” Az UV-moddszert ezért csaknem
kizarolag a késobb ismertetésre keriild koncentraciomeghatarozasra
hasznaljak fel. A szerkezetkutatasban — ritka kivételektol eltekintve — csak
szerencsés esetekben, legtobbszor egyéb modszerekkel egyiitt (IR, NMR,

2 Az azonositas (indentitas igazolasanak) legbiztosabb eszkoze az IR-spektroszkdpia.
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MS) lehet ismeretlen szerkezetek felderitésére és a kémiai folyamatokat
kovetésére felhasznalni.®’

7.3. A modszer alkalmazasa a mennyiségi
analitikaban. Lambert-Beer-torvény

Az UV-VIS spektroszkdpia abszorpcios spektroszkopiai modszer. A
Lambert—Beer-torvény értelmében a mérendd koncentracidé egyenesen
aranyos a mért abszorbanciaval.

Pierre Bouguer francia matematikus és fizikus 1729-ben felallitott
tétele szerint egy atsugarzott réteg vastagsaga ¢s az elnyelddd sugarzas
mennyisége kozott aranyossag all fenn. Johann Heinrich Lambert német
matematikus és fizikus 1760-ban Bouguer fénytani kisérletére alapozva az
atlatszo kozeg fénygyengitésének mértékét differencidlegyenletbe foglalta:

~dI = kIdl. (7.3)

A (7.3) Osszefiiggés kimondja, hogy az elemi intenzitascsokkenés (- d)
aranyos a d/ rétegre beesd fényintenzitassal (/) €s az elemi rétegvastagsaggal
(d/). A k aranyossagi tényezo jelentését csaknem egy €vszazaddal késobb
August Beer (1825-1863) német fizikus adta meg, bizonyitva, hogy a (7.3)
Osszefliggés alland6ja nem mas, mint a ,,molaris abszorpcios koefficiens”-

crer

-dl=¢gcI-dl (7.4)

A (7.4) differencidlegyenletet integralva ¢és feltételezve, hogy a rendszer
homogén, megkapjuk a Lambert—Beer-torvényt:

I
A=lg7°=g-c-l, (7.5)

ahol 4 a mért abszorbancia, /, a mintat €r0, gyengitetlen fényintenzitas,
I a mintat elhagyd, gyengitett fényintenzitas, ¢ a moldris abszorpcios
egyiitthato, ¢ a minta koncentracidja (pl. mol/dm?-ben), / pedig az optikai
fényuthossz (a kiivetta vastagsaga pl. cm-ben). A (7.5) 0sszefliggés alapjan
tehatakoncentracio és a fényuthossz egyenesen aranyos az abszorbancidval.

A transzmittancia (7), vagyis az ateresztés, az alabbi viszonyban all a

fényintenzitassal:

T(%) =[i-100 . (7.6)

0
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Az abszorbancia ¢és az ateresztés ilymodon logaritmikus kapcsolatban van
egymassal:
A=lg1—°=$-c-l=1g 100 . (7.7)
1 T(%)

A (7.7) osszefiiggés alapjan az ateresztés mérésénél figyelembe kell
venni, hogy a koncentracio és az optikai fényuthossz a transzmittanciaval
nincs linearis Osszefliggésben. Ha az ateresztést a fényuthosszal (pl.
kiivettavastagsaggal, a mért foliavastagsaggal), vagy a koncentracioval
korrigalni kell, akkor az ateresztést el6szor at kell szamitani abszorbanciara.
Elvégezziik a linearis korrekciot, és a (7.8) Osszefiiggés alapjan a korrigalt
abszorbanciabdl a kdvetkezé modon szamitjuk ki az ateresztést:

(%), .. =104 -100. (7.8)

korrigalt korrigalt

A (7.4) és (7.5) Osszefiiggésben szerepldé molaris abszorpcios
koefficiens (¢) konnyen meghatarozhatdé. Gyakorlati szempontbodl
hasznos még bevezetni a fajlagos abszorbancia (vagy mas néven fajlagos
abszorpcios egyiitthatd) fogalmat, amely lényegében az 1 g/100 ml
tomegkoncentraciora atszamitott, mért abszorbancia. Az angol nyelvii
szakirodalomban a gyogyszerkonyvekben a specific absorbance, a
spektroszkopiai kdnyvekben pedig az absorptivity elnevezés szerepel. A
fajlagos abszorbanciat A (A)-val szokas jeldlni, melyben a jobb also
index arra utal, hogy 1 cm-es kiivettaban végeztilk a méréseket, illetve
hogy 1 cm-re szamitottuk 4t a mért abszorbanciat. A jobb felsé index
(1%) azt jelodli, hogy az abszorbanciat 1 g/100 ml-re vonatkoztatjuk, a
zardjelben pedig a mérési hullamhosszt tiintetjiik fel nm-ben. Mivel a
fajlagos abszorbancia 100 ml-re vonatkozik, a molaris abszorbancia viszont
1000 ml-re, ezért a fajlagos abszorbanciat a molekulatomeg tizedrészével
megszorozva kapjuk meg a molaris abszorbanciat.

A leirtakat a kovetkezd konkrét gyakorlati példa szemlélteti, ahol

a feladat az adott vegylilet fajlagos és molaris abszorbancidjanak
meghatarozasa:

1. Bemérés: 20,52 mg/50 ml. (Altalanos esetben, amikor a mérendé
vegyiilet intenziven gerjeszthetd kromofor csoportot tartalmaz, a
kezdd bemérés célszertien 20-50 mg/50 ml.) A mintaoldat 2,0 ml-
¢t 50,0 ml-re higitottuk kétjelt pipettaval. A 290 nm-es abszorpcids
maximumnal mért abszorbancia 0,782 volt. Ennek roviditett
jelzése: 4(290) . = 0,782. A vegyiilet molaris tomege (M) legyen
512,3 g/mol.

2. Koncentracid atszamitasa g/100 ml-re: 0,04104 g/100 ml.
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3. Higitas figyelembevétele: 0,04104 g/100 ml osztva 50 ml/2 ml = 25-
tel, tehat 0,00164 g/100 ml. Azért sziikséges higitani, mert a
kistomegili bemérés a mérést rendkiviil pontatlanna teszi. (A 0,1 mg
pontossagu analitikai mérlegek minimumtomege altaldban 10-15
mg, ennél kisebb tomeget nem célszerti bemérni.)

4. Fajlagos abszorbancia kiszamitasa:

A(29O)mért _ 0’782 _
c(g/100ml)-/(cm)  0,00164

A, (290) =

5. Molaris abszorbancia (més szoval molaris abszorpciés egyiitthato)
kiszamitasa:
&=A4"(290)-0,1-M(g/mol) =477-0,1-512,3 = 24437.

cm

6. A molaris abszorpcios egyiitthato logaritmusa: Ig(e) = 4,39.

Lathatjuk, hogy a fajlagos és a molaris abszorbancia kiszamitisa
egyszerli aranyparokkal Iehetséges. Ezeknek az allandoknak nagy
jelentéséglik van. Az UV-mérések eredményeként nemcsak magat a
spektrumot €s az oldoszert kell megadni, hanem a bemérést, a higitast, a
fajlagos abszorbanciat és a molekulatomeget is.

Az UV-spektroszkdpiaban hasznalhatunk tobbpontos kalibracios
egyenest a koncentracio meghatarozasahoz,® azonban az altalanos gyakorlat
szerint az abszorpcios maximumnak megfeleld hullamhosszon (1) képzett
fajlagos abszorbancidkat hasznaljuk fel a mennyiségi mérések soran. Ha
a minta tomegszazalékos Osszetételének meghatarozasa a feladat, akkor a
minta és a standard fajlagos abszorbancidjanak szazalékos aranya megadja
a tartalmat. Természetesen, ha a standard tartalma nem ,,100%”, akkor ezt a
standard bemérésénél figyelembe kell venni. Abban az esetben, ha a minta
mért abszorbanciat szorozzuk meg a higitassal, és osszuk el a standard
fajlagos abszorbanciajaval; a kapott vegyes szazalék koncentraciot tetszés
szerint atszamithatjuk, pl. mg/dm® koncentraciora. A fent leirtakat tomdren
az alabbi 0sszefiiggések fejezik ki:

Allzf;l (}“)mén -100 mért

n =c(m/m%); A(}]LO)A) -higitas _
Alcm (ﬂ’)standard Alcm (/1 )standard
Mindségbiztositott méréseknél mind a mintdbdl, mind a standardbol
3-3 parhuzamos mérést alkalmazunk; igy kell eljarnunk akkreditalt és GLP
(Good Laboratory Practice) besorolasu laboratériumokban is.
Homolog vegyiiletek (pl. alkil-fenol-polietilénglikol-éterek) esetében
a homoldég sor egyes tagjainak mért fajlagos abszorbancidja és a

c(g / IOOml) .(7.9)
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molekulatomegiik reciproka linearis 0sszefliggésben van egymassal, ami
abbol kovetkezik, hogy a sor tagjainak molaris abszorpcids egyiitthatoi (¢)
J0 kozelitéssel azonosnak vehetdk. Ha a homolog, ,,UV-aktiv”’ sor legaldbb
két tagjanal megmérjiik a fajlagos abszorbanciét (4,.-) és abrazoljuk azt a
molekulatomeg reciprokanak (M) fiiggvényében, akkor — amennyiben az
egyenes meghosszabbitasa a nulla pontba tart — a sor barmelyik, ismeretlen
tagjanak fajlagos abszorbancidjat megmérve, annak molekulatomege
meghatarozhat6 .

Mint a spektroszkopia mas teriiletein, a korszeri szakirodalomban
az UV-spektrumatlaszok is megtalalhatok. Az egyik legnagyobb UV-
spektrumadatbazis az Organic Electronic Spectral Data®, amelyben a
vegyiiletek 0sszegképlet szerint vannak rendszerezve, és az 1946-1989
kozotti idészakban Osszesen 31 kotete jelent meg. A vegyiiletek mellett
fel van tlintetve az olddszer, a log(e) és az irodalmi hivatkozas, ahonnan
a mérési adat szarmazik. Ha egy vegyiiletre tobb adat is szerepel,
ezeket Osszehasonlitva az irredlisak kisziirthetok. (Egyes vegyiiletek
ui. a késziilékek és moddszerek pontosabba valasa miatt tobbszor is
szerepelhetnek a kotetekben.) A spektrumatlaszok segitségével egyrészt
ellendrizhetd méréseink helytallosaga €s pontossadga, masrészt az alabbi
szamitasi modszerrel kozelitéleg kiszamithato egy olyan vegyiilet oldatbeli
koncentracidja is, amely nem all rendelkezésre tiszta formaban.’

Az UV-VIS spektrumgyiijtemények®'® az interneten és CD-n is
hozzaférhetéek. Az egyik spektrumatlasz® kb. 8200 spektrumot tartalmaz;
elénye, hogy a vegyiileteket kromofor rész szerint 27 csoportba sorolja, igy
egy-egy vegyiiletcsalad jellemzo elnyelésérol is tajékozodhatunk. A masik
spektrumgytijtemény'® 48000 anyag UV-VIS spektrumat tartalmazza.

7.3.1. A Lambert—Beer-torvény korlatai. Mérési hibak

A Lambert—Beer-torvény érvényességét, s ezzel a mérések pontossagat
befolyasolhatjak bizonyos mérési koriilmények, s az ezek kovetkeztében
fellépo fizikai-kémiai és/vagy fizikai jelenségek:

* Tul hig vagy tal tomény az oldat, ilyenkor disszociacid, asszociacio,
szolvatacio, illetve komplexképzés lehetséges. Ezek a jelenségek
megvaltoztathatjdk a mérés eredményét. A régebbi irodalom
szerint az optimalis abszorbancia tartomany 0,2-0,8, a mai korszer(

3 Azt a log(e)-t valasztjuk ki, ami legtobbszor szerepel. Ezutan ,,antilogaritmust”
képeziink, majd osztjuk a molekulatomeg tizedrészével, igy megkapjuk a fajlagos
abszorbanciat. Ezutan mar csak aranyparokkal kell dolgoznunk, hogy megkapjuk az

sy
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késziilékekkel azonban ez a hatar kibdviilt 0,1-1,2 abszorbancidig. A
gyakorlati tapasztalat az, hogy a <0,1 és a > 1,2 méréseknél megnd a
hiba. Az optimalis tartomanyban viszont biztos, hogy az oldat kelléen
hig és szinte soha nem sziikséges a torésmutatdval korrigalni.

e Kémiai reakciok, intermolekularis kolcsOnhatasok, cisz-transz
izomerizacid lehetdsége. A bemért oldatokat a lehetd leggyorsabban
kell megmérni, hogy ne kovetkezhessenek be a mérés kdzben olyan
szerkezeti atalakulasok, amelyek igen jelentds hibat okozhatnak;
példanak okaért a transz-forma spektruma altalaban mintegy 50-
100%-kal intenzivebb cisz parja¢hoz képest.

* A modern, a gyartd cég szervizszolgalata altal karbantartott, kalib-
ralt, verifikalt spektrofotométerek esetében mindig monokromatikus
a sugarzds. Megfeleld szerviz hianyaban a pontos mérések ezen
feltétele nem garantalt.

* A Lambert-Beer-torvény homérsékletfiiggd, de a legtobb
spektrofotométer nem termosztalt, ezért a nagymeértékii hdmérséklet-
valtozasok észrevehetden befolyasolhatjak a mérési eredményeket.
Tehat elkeriilendd, hogy a mérés alatt a laboratorium homérséklete
jelentOs hibat okozd mértékben valtozzek.

e Oldoszertisztasag. Az  UV-spektroszkopidban  leggyakrabban
hasznalt oldoszerek a viz (190 nm-t6l; a legjobban ateresztd
oldoszer), az acetonitril (210 nm-tdl), az etanol vagy metanol (220
nm-tdl), a ciklohexdn (amely gondosan megtisztitand6 a telitetlen
szennyezddésektol; 200 nm-t6l) és az 1,4-dioxdn (230 nm-tdl).
A viz hasznalatanak hatart szab, hogy a legtobb szerves vegyiilet
vizben nem oldodik, kivéve a szervetlen savakkal alkotott soikat
(pl. hidrokloridok), vagy a polaris csoportot tartalmaz6 vegyiileteket
(pl. foszfonilcsoport). Az acetonitril is féleg polarisabb jellegli
vegyiiletek esetén hasznalhato. Polaris jellegli vegyiiletek esetében
az etanol és metanol, mig apolarisak oldasara a ciklohexan ¢s az
1,4-dioxan alkalmazhato.

Avizes oldatban végzett kis hullamhossza mérés példdjaul a Zoledronsav
(1) spektruma (7.2. ébra) szolgal. Az abszorpcios maximum 210 nm-nél
van, s mas olddszerben nem lehetséges ilyen alacsony hulldmhosszon
felvételt késziteni.

HO_ PO(OH),
N=\
N PO(OH),
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Az etanolban késziilt spektrumnak tobb tanulsaga is van:
— a Woodward-szabalyt nem lehet alkalmazni;
— a 220 nm-es maximum nem hasznalhaté mennyiségi mérésre, mert
nagyon kozel van az etanol elnyelésének ,,kezdetéhez”;
— a 325 nm-es maximum tal érzéketlen a koncentracio valtozasara.
A fentiek értelmében tehat az idealis analitikai mérési hely 257 + 1 nm.

7.4. Az UV-késziilékek felépitése, a mérés
elvégzése

Az UV-VIS spektrofotometriaban kizarolag diszperzios késziilékeket
alkalmaznak. A Fourier-transzformacios méréstechnikat nem volt érdemes
kifejleszteni, mert az UV-VIS tartomany szélessége (kb. 600 nm) durvan
40-ed része az analitikai infravords tartomanyénak (kb. 22500 nm), és
nagyon ritkan kell a teljes tartomanyt regisztralni. A felbontas pedig nem
annyira alapvetd kdvetelmény, mint az IR-spektroszkopiaban.

A régebbi UV-késziilékekben a fény felbontdsdra prizma szolgalt,
ujabban kizarolag nagy intenzitasu, diffrakcios optikai racsokat
alkalmaznak. A ma hasznalatos UV-VIS spektrofotométerekben a
diszperzios elem kizarélag Ebert-féle monokromator (7.4. abra). A be- és
a kilépd résnek is egyfajta spektralis szikitd szerepe van. A kimeneti résre
mar csak olyan komponensek jutnak, melyek hullamhossza egy keskeny,
monokromatikusnak tekinthetd tartomanyba esik.

belépd rés

kilépéd rés

tlkor

7.4. abra. Az Ebert-féle monokromator
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A monokromator belépd résén bejutd fény egy gdombtiikorre esik, amely
parhuzamos sugarnyalabot képez, és ezt vetiti a reflexios racsra. A racsrol
a kiilonb6z6 hullamhossziisagi sugarak eltérd szogben, parhuzamos
nyalabban reflektalodnak, melyeket a gombtiikor egy masik része leképez
a kilépd rés sikjara. A racs elforgatasaval tetszoleges hullamhosszu
sugarkomponens vetitddik a kilépd résre. Az optikai diffrakcios racs
lényegében N szamu, egyforma szélességl rés, kozvetlen egymas mellett
elhelyezve. A felbontés a beesd sugarzas racson bekovetkezo reflexiojaval
jon létre. Egy adott iranyba, adott beesési szog mellett bizonyos
hullamhosszakra konstruktiv (erdsitd) interferencia Iép fel.

A 190-900 nm-es tartomanyban a fényforras deutérium- ¢és
volframladmpa. Az UV-tartomanyban a deutériumladmpa (190-400 nm), a
VIS-tartomanyban pedig a volframlampa mikddik. Bar a spektroszkopiai
hatar a két tartomany kozott 380-400 nm, a lampavaltas a legtobb
késziileknél 315-340 nm kozott torténik, mely eldre beallithato 5 nm-
es lépéskozzel. A gyari bedllitds 325 nm-nél van, mivel a kétféle lampa
energiagorbéje ezen a helyen keresztezi egymast. A korszer késziilékeknél
a lampavaltas beallithat6 (a rossz beallitast kijelzi a vezérld program). A
szakirodalomban megtalalhaté a deutériumlampa beiizemelésének leirasa.
A lampak érintése keriilendd, mert ez megvaltoztathatja poziciondlasukat,
ami a fotométer j6 mikodését veszélyeztetheti.

A 7.5. abra bal sz¢éls6 részén lathatd az Ebert-féle monokromator. A
fényuatmegszakitok (forgdszektor) az optikai fényut kiegyenlitéséhez
sziikségesek. A detektor leggyakrabban fényelem, fotocella, fotoelektron-
sokszorozo, fotodioda, fototranzisztor vagy fotodiddasor.

Tiakor

\
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7.5. abra. Az UV-VIS spektrofotométer bels6 felépitése

Monokromator

——

Az UV-VIS spektroszkopidban a mérendd oldatot és az oldoészert 0,1-
5 cm-es, esetleg 10 cm-es kiivettaban mérjilik, de leggyakrabban 1 cm-es
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kiivettat hasznalunk. A nehezen kitisztithato kis méretii kiivettak hasznélata
helyett érdemes inkabb meghigitani az oldatot. A 2-10 cm-es kiivettakra
csak specialis esetben, nagyon kis koncentraciok meghatarozasanal van
szlikség. A kiivetta anyaga vagy kvarc, vagy iiveg. Ha erdsen parolgod
oldoszerben mériink, akkor teflondugot kell alkalmazni.

Uvegkiivetta csak a VIS-tartomdnyban (400-800 nm) hasznalhato,
a kvarckiivetta viszont az egész tartomanyban (190-900 nm) megfeleld
ateresztéssel rendelkezik.

A kvarckiivettakat altalaban feliil, két kék vonas kozott, QS jelzéssel
latjak el. Az 1 cm-es kiivettak esetében a QS alatt vagy ,,1.000 cm”, vagy
,»10.00 mm” jelzést taldlunk, ami arra utal, hogy 1 cm-es, j0 mindségii
a kiivetta (pontos optikai fényut). Ha nem egyértelmii a jelzés (liveg-
vagy kvarckiivetta), akkor ez nagyon egyszertien eldonthet6: 280 nm-
en a késziléket ,lenullazzuk” és betessziikk a kérdéses kivettat. Ha
tivegkiivettaval van dolgunk, akkor az abszorbancia az iiveg mindségétol
fiiggben 1 ¢és 2 kozott lesz. Ha viszont a levegdvel szemben mért
abszorbancia csupan néhany tized, akkor a kérdéses kiivetta anyaga kvarc.
Az tiveg UV-elnyeld, a kvarc viszont az egész UV-VIS tartomanyban jol
hasznalhato.

A kiivetta két parhuzamos oldala (ahol a jel van) atlatszd, a masik két
oldalapedighomalyos. Akiivettat mindig ahomalyos oldalan kell megfogni,
és a méréseket ugyanolyan elhelyezésben kell végrehajtani; pl. a felirat
mindkét kiivetta esetében egy irdnyban legyen. Az atlatsz6 kiivettaoldalakat
kézzel nem szabad megérinteni, a mérés eldtt azokat olddszerrel és
papirvattaval le kell tisztitani. A kézzel vald hozzaérés fényszorast okoz,
aminek a kdvetkezménye a latszolagos abszorbanciandvekedés.

A referencia- és mérdsugarut kiivettdit nem szabad felcserélni a mérés
alatt. Kétmérés kozott amérdsugarutban levo kiivettat a hasznalt oldoszerrel
haromszor, majd a mérendd oldattal még kétszer at kell 6bliteni, aminek
eredményeképpen a mérésiink kelld pontossagu lesz.

Az UV-VIS spektroszkopia f6 alkalmazasi teriilete a koncent-
racidmeghatarozas, de jol haszndlhaté hatéanyag-tartalom mérésére,
tovabba — a kémiai szerkezettol fliiggden — eldnyos lehet szennyezés-
vizsgalatokra is.

Tisztasag-ellendrzésre szintén alkalmas a modszer: a standardéval
Osszehasonlitjuk a csticsokat €s a csticsalakot (a spektrum nem tartalmazhat
egyéb ¢és/vagy eltéré alaka csucsot!), majd kiszamitjuk a fajlagos
abszorbanciat.

Anyagok azonossdganak vizsgalatara a modszer az IR-spektroszko-
pianal kevésbé alkalmas, de az abszorpciés maximum hulldmhosszanak
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+ 1 nm-en beliili és a fajlagosabszorbancia-érték + 2%-os egyezése az
adott oldoszerben valdszintisiti a két minta azonossagat.

A fémek meghatarozésa szines komplexeik formdjaban mara mar
hattérbe szorult az atomabszorpcidos (AAS) ¢és az induktiv csatolasu
plazma (ICP) spektroszkopia elterjedésével. A kornyezetvédelemben
viszont helyszini vizsgalatok soran hordozhatd spektrofotométerekkel,
specialis reagensekkel hasznaljak a komplexképzésen alapuldo modszereket
(hordozhato AAS- és ICP-késziilékek egyelére még nincsenek).

Yo
3

Az UV-VIS spektroszkdpia egyuttal kivaloan alkalmazhat6 egyensulyi
allando, pl. disszociacios allando (K, ill. pK ) meghatirozasara, ami
az alabbi példan mutathatd be. A benzotiazolin-2-on (3) pK_ értéket
szeretnénk meghatarozni UV-spektroszkopiai modszerrel. Kis mennyiségii
metanol felhasznalasaval feloldjuk a vegytiletet, majd Britton—Robinson-
puftersorozattal hat, kiilonb6z6 pH-ju oldatot készitiink (pH =2, 4, 6, 8, 10
€s 12). A 7.6. abra jol szemlélteti, hogy a pH novekedése jelentds batokrom
eltolodast okoz.
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7.6. abra. A benzotiazolin-2-on (3) UV-spektruma kiilonb6z6é pH-értékeken

A nagyobb hullamhossznal levé maximumok a protonalt formara
jellemzdék, mig a 260 nm-es csics a deprotonalt formahoz rendelhetd,
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vagyis ekkor a nitrogénhez kotott hidrogén protonként disszocial, €s
a visszamaradd anion natriumsoéjat tartalmazza az oldat. A mérésre
legalkalmasabb hullamhossz 260 nm, itt a legnagyobb a molekula
fajlagosabszorbancia-valtozéasa (a két gorbe tavolsaga itt a legnagyobb).
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7.7. abra. A benzotiazolin-2-on (3) fajlagos abszorbanciajanak (az egyszerliség
kedvéért roviditett jeloléssel megadva) valtozasa a pH fiiggvényében

A 7.7. abra a pH fliggvényében mutatja a fajlagos abszorbancia
értekekének a valtozasat. A pH = 6-8 kozotti tartomdny a protonalt
format, mig a pH = 10-12 kozotti pedig a deprotonalt format képviseli.
Az emelkedo szakaszban a két forma egyensulyban van egymassal, mig a
gorbe inflexids pontjdban a protonalt és a deprotonalt forma koncentracidja
megegyezik. A pontot levetitve a pH-tengelyre megkapjuk a vegyiilet pK
ertéket (pK, = 8,8).

7.4.1. A késziillékek kalibralasa

A spektrofotométerek miikodését adott idokozonként ellendrizni
szlikséges (hullamhossz €s abszorbancia pontossaga, szort fény nagysaga,
felbontés, abszorbancia ingadozasa, zaj stb.).

Ha ugyanazt a mintat azonos koriilmények kozott tobbszor megmérjiik,
akkor a maximumokhoz, illetve minimumokhoz tartoz6 abszcisszaértékek
(esetlinkben a hulldmhossz) az UV-tartomanyban (200-400 nm)
megengedett maximalis eltérése £ 1 nm, a lathatd tartomanyban + 3 nm
lehet."! A lathato tartomanyban azért nagyobb a megengedett eltérés, mert
a VIS-spektrumsavok szélesebbek, itt az abszorbancidt a maximumtol
3 nm-rel odébb mérve nincs szamottevod valtozas az eredményben. Az UV-
tartomanyban viszont a gyakran keskenyebb savok (kisebb savszélesség)
miatt a = 3 nm-rel elcsusztatott mérés mar szamottevo pontatlansagot okoz.
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Az UV-VIS spektrofotométereket gyartd jelentdsebb cégek kifejlesz-
tették a ritkafoldfémekkel torténd hullamhosszskéla-kalibralast. A ritka-
foldfémek f-palyai kozel vannak egymashoz, s igy az UV-VIS tartomanyban
konnyen gerjeszthetok. Példaul a holmiumbol késziilt kalibralosziirdk
fémkeretbe foglalva, adott szdmmal ¢és kalibralasi bizonyitvannyal, a
miszergyartd cégtol beszerezhetok. (Bar a tiszta fém maga ,,fémszinti”, de
a feliiletén stabil barnas-vordses oxidbevonat képzodik.)

A holmium spektruman (7.8. abra) éles csticsok jelennek meg. A
kalibraloszlir6hoz tartozd bizonyitvanyban megadjak az abszorpcios
maximumokat; 240 nm-tdl lehet hasznalni, és nem mindegyik maximum
hullamhosszat adjak meg. A bizonyitvany altaldban 3 évig érvényes,
ezutan a kalibraloszlir6t Gjra kell a szakszervizzel kalibraltatni. Az uj
mérési hullamhosszak néhany tizeddel eltérhetnek az eldzéektol. A
mindségbiztositas fontos része, hogy csak érvényes bizonyitvannyal
rendelkezd eszk6zok hasznalhatok (akkreditalt labor, GLP-, GMP-elvek).
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7.8. abra. A holmium kalibral6sziir spektruma

A VIS-tartomanyban ugyanilyen céllal didimium szlir6t hasznalnak. Ez
két ritkafoldfém, a prazeodimium ¢és a neodimium keveréke. Mindkét fém
onmagaban fémszint, de egylitt — a feliileten képzddott stabil oxidbevonat
miatt — a didimium kalibraloszlird s6tétzold szinti.

A kisebb hulldmhosszak tartomanyanak kalibraldsara két lehetdség
nyilik:

1. A spektrofotométereket gyartd cégek teflondugéval lezart kiivetta-

ban forgalmaznak ,,ritkafoldfém kénsavas oldat”-ot, amely 190-t61
300 nm-ig hasznalhat6.
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7.9. abra. Kalibracid koffeinnel

2. A koftein (4) vizes oldata szintén alkalmas alacsony hullimhosszu
kalibraciora. Vizzel szemben felvesszilk a koffein 10 pg/ml-es
A spektrumfelvétel sebességét lelassitjuk. A 205 és 273 nm-es
abszorpcids maximumok ¢és a 245 nm-es minimum helye + 1 nm-en
beliil jol reprodukalhat6. A kalibralasi mod elfogadasa folyamatban
van a hatosagoknal.

7.4.2. Az abszorbanciamérés pontossaganak és a szort
fény ellenérzése

Az Europai Gyoégyszerkonyv (Ph. Eur) eléir még tovabbi
kovetelményeket is az UV-VIS spektrofotométerekkel szemben."
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Az abszorbanciapontossag latszolag nem fontos, hiszen altalaban
standard anyaghoz viszonyitjuk a mintat, azonban ,,abszoliut mérésekre”
is sziikség lehet, amikor meg kell adni a hatésagnak, vagy masik szakmai
intézménynek, az adott minta fajlagos vagy molaris abszorbancidjat. A
késziilékeknek ezért megfeleld abszorbanciapontossaggal kell miikddniiik.

Az abszorbanciapontossag sziirokkel torténd ellenérzésének modszere
nem terjedt el, helyette kalium-dikromat oldattal végzendd ellenérzést
javasol az Eurdpai Gyogyszerkonyv."! A dikromat—kromat rendszernek
(savas oldatban a dikromat-, semleges vagy lugos oldatban a kromatforma
van jelen), az UV-tartomanyban elnyelése van, mert a dikromatanion
kromatomjanak d-palyai kozel vannak egymashoz, s igy konnyen
gerjeszthetok. A savas oldatban a dikromatanion nagyon stabil, elvileg
hosszu id6n 4t lehetne hasznalni az abszorbanciaskala ellenérzésére, de
a mindségbiztositasi megfontolasok csak megszabott idotartomanyra
vonatkozd hasznalatat teszik lehetévé. Az abszorbancia megengedett
eltérése + 0,01. Az Eurdpai Gyogyszerkdonyvben az oldat elkészitésének
modja is le van irva. A kalium-dikromat-por belélegzése rakkeltd hatasu,
igy védofelszerelés hasznalata ajanlott. Az egészségkarositd hatas miatt a
kereskedelmi forgalomban a kész oldatot forgalmazzak (pl. Merck cég).
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7.10. abra. Az abszorbanciapontossag ellendrzése kalium-dikromat-oldattal

A Merck cég altal forgalmazott 50 vagy 100 mg/L tomegkoncentra-

s
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oldatinak UV-spektruma a 7.10. &bran lathato, a 7.3. tablazatban
pedig az ellenérzésre hasznalt savok hullamhossza, a bizonylaton
szerepld, ezekhez tartozo és a késziiléken mért abszorbancidk vannak
feltiintetve. A Merck cég elismert mérésiigyi hatosagok altal kalibralt/
hitelesitett spektrofotométerekkel rendelkezik, az ezekhez tartozd
kalibralooldatokkal mért eredmények megfelelnek az elvart kritériumnak
(A4 =+0,01). Mindségbiztositott laboratoriumban az oldatok fél-egy évig
hasznalhatok.

7.3. tablazat. Az abszorbanciapontossag ellendrzésére hasznalt savok hullamhossza
¢és a hozzajuk tartoz6 abszorbanciak

235nm | 0,621 ] 0,614 | £0,01

257 nm | 0,722 { 0,713 | £ 0,01

313 nm | 0,242 | 0,238 | £ 0,01

350 nm | 0,536 | 0,529 | £0,01

A szort fény ellendrzése szintén a spektrofotométer megbizhato
mitkddésének kritériuma, ezt a szakszerviz végzi el. A késziilékhibabol
szarmaz6 nagy szort fény (stray light) az abszorbanciat csokkenti, a rossz
mérés (pl. foltos kiivetta a méré vagy Osszehasonlitd sugartitban) miatt
fellépd (scattered light) viszont ndveli az abszorbanciat.

Ellentétben pl. az IR-spektroszkopiaval, a felbontasnak — az elméleti
jellegli mérések kivételével — az UV-VIS spektroszkopidban nincs
nagy jelent0sége; a szakszerviz ezt ritkafoldfémekbdl késziilt szlirovel
szokta ellendrzi. A gyogyszerkonyv a felbontds ellendrzésére a toluol
UV-spektrumanak vizsgélatat javasolja. Ebben a 266 nm-es maximum
jobboldali, leszallo agaban jelentkez6 269 nm-es gyenge csucs (,,bevagas™)
azonosithatosaga a megfeleld felbontas kritériuma. Gyenge felbontas
esetén csak egy inflexid latszik a spektrumgorbén.

Léteznek Un. CVU (Calibration Validation Unit), tobb paramétert
egyszerre ellenérzé kalibraloegységek is, melyek 3-5 év lejarata
bizonyitvannyal kell, hogy rendelkezzenek. A CVU-egységeket altalaban
amérések alatt ki kell venni és csak a kalibralas idejére lehet a késziilékben
tartani, de ezen a teriileten nagyaranyu fejlesztések folynak; olyan CVU-
egységet, melyet a mérés kdzben is bent lehet hagyni a miiszerben, eddig
csak egyetlen cég forgalmaz.
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CVU Test Results - k020816.stxr

Instrument ID 053305 Calibration Dat&000.10.17

Serial No. 24 Certificate No. 005

Test Status Date Of Test

Wavelength Accuracy Pass 2002.08.16 08:16:30
Absorbance Accuracy Pass 2002.08.16 08:36:02
Stray Light Pass 2002.08.16 08:38:08
Noise Pass 2002.08.16 08:40:33
Drift Pass 2002,08.16 08:50:09

7.11. abra. Egy régebbi kalibraloegység dokumentuma

Egy régebbi kalibraloegység (7.11. abra) a hullamhossz- és abszorban-
ciapontossagot, a szort fényt, a zajt ¢és a driftet (abszorbancia idébeli
ingadozasa) is ellendrzi; egy ilyen ellendrzés kb. két oraig tart s havonta
célszerl elvégezni.

7.4.3. A mérések validalasa

Avalidalas (hitelesités) annak megerdsitése, jovahagyasa, hogy a mérési
eredmények redlisak, alatdmasztjak a szakmai ismeretekre, eldzményekre,
tapasztalatokra épiilo feltételezéseket és varakozasokat, az eredmény
nem hibas mérések, szamitasok, eljarasok kovetkezménye, a gyanus
eredményeknél megtortént a fliggetlen, masok altal, mas miiszerrel végzett
ismétlés, stb. A kovetkezOkben roviden Osszefoglaljuk, hogy miként kell
eljarni az UV-VIS spektroszkopiai validalas soran, amihez az irodalom'?
nyujt némi tampontot, de korantsem a teljesség igényével.

7.4.3.1. Specifikussag

A mérési helyen (pl. 287 £ 1 nm-en) az oldoszer levegdvel szembeni
abszorbanciajanak kisebbnek kell lennie, mint 0,4. Ez a feltétel mindig
teljesiil, ha nem kis hulldimhosszi mérési helyen mériink. Ekkora
abszorbanciat a detektor képes még kompenzalni. Altaldban a mérési
helyen az oldoszer abszorbancidja 0,1 alatt van.

7.4.3.2. Linearitas

A validalas el6tt mar kidolgozott modszerrel kell rendelkezniink, és azt
kell igazolni, hogy a kalibraciéo megfeleld.
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A torzsoldat koncentracioja altalaban 20-50 mg/50 ml, ezt higitjuk
tovabb 25-50-szeresre. ,,A” jeli mérélombikra €s ugyanilyen jelzési,
kétjelli, megfeleld és érvényes bizonyitvannyal rendelkez6 pipettara lesz
szlikségiink.

A linearitas vizsgalatdhoz mindig a standard mintat kell hasznalnunk. A
bemérés soran a 80-120%-os intervallumban, két parhuzamossal, 6sszesen
10 oldatot készitlink. (P1. ha 50 mg a kezd6 bemérés, akkor 40, 45, 50, 55
¢s 60 mg-ot mériink be analitikai pontossaggal az 50 ml-es mérélombikba,
¢s két parhuzamos mintasort készitiink.) A feltoltés, homogenizalas és
higitas utan mérjiik az abszorbanciakat.

A mért adatok feldolgozésa tulajdonképpen a Lambert—Beer-torvény
statisztikai igazolasa. Abrazoljuk a bemérés fliggvényében a mért
abszorbanciakat, ¢s a méréseinket kiilonbozo statisztikai paraméterekkel
kiértékelve (regresszios egyiitthatd, az abszorbanciatengely konfidencia-
tartomanya, maradékok szamitdsa) igazoljuk a linearitast.

7.4.3.3. Pontossag (torzitatlansag)

Mind a standardbol, mind a mérendd mintabol 5 bemérést végziink
a 80-120%-os tartomdnyban az eldzéekben leirtakhoz hasonloan.
Kiszamitjuk a visszanyerést ugy, hogy a mért abszorbanciak ¢és a standard
felhasznalasaval meghatarozzuk a (7.9) Osszefliggés segitségével a
bemérést, €s azt szazalékosan viszonyitjuk a valodi beméréshez. Ennek az
értéknek egyenként €s atlagosan 98,0-102,0% kozott kell lennie.

7.4.3.4. Ismételhetoség

A mintabol 6 fliggetlen bemérést — a standardbol kettét — alkalmazva
kiszamitjuk a hatdéanyag-tartalmakat tomegszazalékban. Természetesen a
98,0-102,0%-o0s feltételnek itt is teljesiilnie kell, és a mérési eredmények
RSD-értékének 0,7% alatt kell lennie.

7.4.3.5. Reprodukalhatosag

Egy masik laboratérium (rendszerint a modszert atvevod) az el6zo
pontban leirtakat szintén elvégzi. A validalast végzd laboratoriumnak
(a moddszert atadd laboratoriumnak) ebben a pontban nem kell ujabb
mérési sorozatot készitenie, az el6z6 pont eredményeit felhasznalhatja.
Az elfogadasi kritérium ekkor az, hogy a 6-6 mérés, valamint a 12 mérés
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RSD-je 1,0% alatt kell, hogy legyen, illetve a két laboratérium mérési
eredményeinek atlagai kozti kiilonbségnek kisebbnek kell lennie, mint
1,0%.

7.4.3.6. Robusztussag

Meérjiik idében (kezdo idopont, 0,5; 1; 2; 3; 4 6ra) a standard és a
mintaoldat abszorbancidjat. A standard oldatot minden idépontban frissen

crer

nem mutathatnak tendenciat (idoben se nem csokkenhetnek, se nem
novekedhetnek), és az adott minta (standard vagy mérendd) mért
abszorbanciainak RSD-értékei kisebbek kell, hogy legyenek, mint 0,7%.

7.4.3.7. Hatoanyag-tartalom szamitasa a validalasnal

A (7.9) egyenleteken alapuld szamitasok mindig alkalmazhatok az
UV-spektroszkopiaban. Hatoanyagtartalom-mérésnél, ha a standard ¢és a
mérendd minta esetében ugyanolyan nagysagrendii a bemérés, a higitas,
akkor a képletet le lehet egyszerlisiteni, mert a térfogatok és a higitas
kiesik.
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8. Rezgési spektroszkopia
Tarczay Gyorgy
8.1. Bevezetés és alapfogalmak

A molekuldk rezgési energiaszintjei kozotti atmenetekkel foglalkozo
modszereket  gylijténéven rezgési  spektroszkopiai  modszereknek
nevezziik. Ezek a modszerek a miiszeres szerkezetkutatds olyan
nemdestruktiv technikai, amelyek ma mar elengedhetetlen tartozékai
mind a gydgyszerkutatdssal, mind a gyogyszer-analitikdval foglalkoz6
modern laboratériumoknak. Ebben a fejezetben a rezgési spektroszkopiai
modszerek elméleti és technikai alapjait, valamint a fobb alkalmazasi
terlileteit mutatjuk be roviden. A témaban alaposabban elmélyiilni kivand
olvaso szamos magyar, és még tobb naprakészebb angol nyelvii konyvet'~’
talal ezekrdl a modszerekrol.

A rutinszertien alkalmazott rezgési spektroszkopiai modszereket
alapvetden két csoportba lehet osztani. Az egyik modszer esetében a rezgési
energiaszintek kozotti atmenet foton (azaz elektromagneses sugarzas)
elnyelésével (abszorpcioval), vagy foton kibocsatasaval (emisszioval)
valosul meg (8.1. abra). Mivel a rezgési szintek kozotti atmenet jellemzden
az infravords sugarzas tartomanyaba esik, ezért ezt a modszert infravéros
(IR = infrared) spektroszkopianak nevezziik. Mig a szerkezetkutatasban,
igy a gyogyszerkutatds teriiletén is, alapvetéen az abszorpcios IR-
modszert alkalmazzak, addig az emisszids IR-spektroszkopia specialis
alkalmazasokban, igy példaul kipufogd gazok és keramidk analitikai
vizsgélata, a 1égkorkémia és a csillagaszat terén valt fontos modszerré. A
molekulaszerkezet-kutatds masik fontos rezgési spektroszkopiai modszere
— a felfedezojérdl elnevezett — Raman-spektroszkopia. Ebben az esetben
a vizsgalt molekuldkat (UV-, lathatd, vagy kozeli IR-tartomanyba es6)
monokromatikus fénnyel sugarozzak be. A fény és a vizsgalt molekulak
kolcsonhatasa soran a fotonok nagyobb része energiavaltozas nélkiil,
azaz rugalmasan (Rayleigh-szorodas), mig kisebb része rugalmatlanul
szorodik a molekuldkon, azaz a foton a szorddas soran energiat veszit
(Stokes-szorodas) vagy nyer (anti-Stokes-szorodds). A szérodas soran
nyert vagy veszitett energia a molekula rezgési (tovabba gazfazisban
forgasi) energidjanak csokkenésére, illetve ndvekedésére forditodik
(8.1. abra). Igy a szort fényben megjelend, rugalmatlanul szorodott fény
hullamhosszanak ismeretében feltérképezhetjiik a molekula rezgési
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energiaszintjeit. Mivel az abszorpcids (vagy emisszios) IR- és a Raman-
savok intenzitasa jelentosen eltérhet egymastol (8.2. abra), ezért az IR-
¢s Raman-spektroszkdpia nemcsak technikailag egésziti ki jol egymast,
de a két modszer egyiittes alkalmazasa jelentdsen segitheti a spektrumok

crer

gerjesztett elektronallapotok

virtualis gerjesztett allapot

gerjesztettrezgésiallapot

t !
rezgési alapallapot
a b c d e f

8.1. abra. Az abszorpciods (a) és emisszios (b) IR-spektroszkdpia, Raman-
spektroszkopia (c-e): Rayleigh-szorodas (c), Stokes-szorddas (d), anti-Stokes-
sz6rodas (e), valamint a fluoreszcencia (f) mechanizmusa

crer

rezgési atmeneteket valthat ki, igy a kiilonb6z6 tartomanyokban felvett
spektrumokbdl nyerhetd informécio is eltérhet. Részben ebbdl kovetkezden
az IR-spektrométerek felépitése, az alkalmazott technika, a mintatartd és
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8.2. abra. A benzol IR- és Raman-spektruma
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az ablakanyagok, valamint az optika is fiigg a megfigyelt IR-tartomanytol.
Az infravoros spektroszkopia gyakorlataban ezért harom tartomanyt
szokas elkiiloniteni.

Szerkezetkutatas szempontjabol legfontosabb tartomany az analitikai
vagy kozépsd (mid-IR, MIR) régi6. Ebben a kb. 400 cm'-t61 4000 cm '-ig
terjed0 tartomanyban jelennek meg a kovalens kotésti vegyiiletek
legfontosabb alaprezgései (azaz egy rezgési kvantummal torténd gerjesz-
tések, 1d. 8.2. fejezet).

Az IR-sugarzas mintegy 4000 cm'-t6l a lathaté fény tartomanyaig,
~12500 cm'-ig (800 nm-t6l 2500 nm-ig) terjedd részét nevezzik kozeli
IR (near-IR, NIR)-sugarzasnak. A NIR-tartomanyban az altalaban
kis intenzitasu, elsésorban O-H, C-H, N-H stb. nyujtasi-rezgési
felhangok (és kombinacids savok, 1d. kovetkezd fejezet) jelennek meg.
A NIR-spektroszkopia szerkezetkutatds mellett kivaloan alkalmazhatd
mennyiségi analizisre is. (A NIR-mddszerekkel részletesen a 9. fejezetben
foglalkozunk.)

A néhany 10 cm™' és kb. 400 cm ™! kozé tehetd tdvoli IR (far-IR, FIR)-
tartomanyban jelennek meg a gyenge (pl. intermolekularis) kotések
alaprezgései, a kis erdallanddju torzios rezgeések (pl. nemaromas gytiriik
deformacidja), bels6é forgasok, inverziok (pl. metilcsoport rotacioja,
aminocsoport inverzioja), a nagy tomegii atomhoz vagy atomrészlethez
kothetd rezgések (pl. fémorganikus molekuldk rezgései), gazfazisban
kismolekuldk (pl. viz) forgasi atmenetei, a racsrezgések, valamint egyes
félvezetok elektrongerjesztési atmenetei is.

A tavoli IR-rel részben atfedd kb. 1-t61 100 cm'-ig terjedd tartomanyt,
ami frekvenciaban kifejezve 60 GHz-t6l 3 THz-ig terjed, terahertzes
tartomanynak nevezik. Az elkiilonitést az indokolja, hogy a XXI. szdzad
elejétdl rendkiviil gyors fejléddésnek indult a hagyomanyos (diszperzids és
Fourier-transzformacios) IR-spektroszkdpiai modszerektél mitkodésében
alapvetden eltérd, tobbek kozott a gydgyszerkutatas és gyogyszer-analitika
tertiletén is igéretes jovO elé nézd, terahertz-spektroszkopia.

8.2. A rezgési szintek és atmenetek elméleti leirasa
és szamitasa

A molekularezgések elméleti leirasa soran tobb kozelitést lehet beve-
zetni. Az elsd altalanosan alkalmazott kozelités a Born—Oppenheimer-
kozelités, azaz a molekuldn beliil az elektronok és az atommagok mozga-
sanak szétvalasztasa. Ennek a kozelitésnek az az alapja, hogy a magokhoz
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képest 3—4 nagysagrenddel konnyebb elektronok joval gyorsabban
mozognak, igy a magmozgasok idéskalajahoz képest pillanatszeriien
kialakul az adott magkonfiguracidhoz (azaz a magok adott térbeli
helyzetéhez) tartozo optimalis elektroneloszlds. A Born—Oppenheimer-
kozelités eredményeképpen minden egyes magkonfiguraciohoz megad-
hat6 a rendszer energidja, amit potencialis energianak neveziink.

A potencialis energia ismeretében a rezgési energiaszintek tovabbi
kozelitések nélkiil, fizikai alaposszefiiggésekbdl, varidcidos modszerrel
kiszamithatok, de ezt csak néhany atombol all6 molekuldk gazfazist
spektrumainak nagyon preciz szamitasakor alkalmazzak. Nagyobb
molekuldk esetében szintén daltaldnosan alkalmazott kozelités a
molekulaforgasok és -rezgések szétvalasztdsa. (Gazfazisu rezgési-
forgasi spektrumok esetében a rezgések ¢s forgasok jo kozelitéssel kiilon
kezelhetok, folyadék- és szilardfazisban nincsenek forgasi allapotok,
ugyanakkor kondenzalt fazisban a rezgési szinteket jelentésen befolya-
solhatjak az intermolekularis kolcsonhatasok. Az utobbit lasd késébb.)
Ugyan ma mar kisebb és kozepes méretli (maximum 10-20 atombol allo)
molekulak szamitasanal is egyre gyakrabban tullépnek a kdvetkezdkben
ismertetett, un. harmonikus oszcillator kozelitésen, de ezek a perturbacios
anharmonikus szdmitasok is a harmonikus modellre kapott eredménybdl
indulnak ki.

Kétatomos molekuldk esetében a harmonikus oszcillator modellben a
potencialis energia gorbét (V) egy parabolaval kozelitjiik (8.3. abra):

V(r)=3k(r=n), 8.1)

ahol 7, az egyensulyi magtavolsag, k pedig a kotés ersségét jellemzd
erédllando vagy kotéserdsségi dllando. A fenti egyenletbdl az erd
kifejezhetd:

—=F=—k(r-r). 8.2
dr ( e) ®2)
Ezt Newton masodik torvényébe helyettesitve egy differencialegyenletet
eredményez:

d? (r —-r

H— c)=—k(r—r), (8.3)
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e Kétestavolsag

8.3. abra. A harmonikus kozelités

ahol u a redukalt tomeg,

=" (8.4)
m, +m,
m, ¢€s m, pedig a két atom tomege.
A differencidlegyenlet megoldasaként a kdvetkezd egyenletet kapjuk:

r—r,=Xsin(2zvi+¢,), (8.5)

ahol X a rezgés amplitadoja, azaz a maximalis kitérése (1 — ), ¢, a fazis
(tetszdleges) ¢ = 0 id6pontban, mig v a rezgés frekvencidja:
v Lk . (8.6)
2\ u
A rezgési spektroszkopidban a frekvencia helyett leggyakrabban a
hullamszam (v, cm™' egységben) hasznalatos:
.1 |k
V=———m|— . (8.7)
2re '\ u
ahol c a fénysebesség.
Mivel a fenti egyszeri levezetés csak klasszikus fizikai alapokat
hasznal fel, ezért kvantalt rezgési energiaszintek €és a szintek kozotti
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atmenetek meghatarozasara nem alkalmas. Ugyanakkor mar a (8.6) és
(8.7) egyenletbdl is vilagosan latszik, hogy minél erdsebb a kotés, annal
nagyobb frekvencidji (és hullamszamu), mig minél nagyobb az atomok
tomege, annal kisebb frekvenciaji a rezgés. Példaként a k ~ 4,5 N cm’™!
kotéserdsségi allandoju C—C rezgés ~1130 cm™!, miga k=~ 9,4 Ncm ' és a
k=~ 157N cm™ C=C és C=C rezgések — a (8.7) egyenlettel 6sszhangban —
~1630 cm™, illetve ~2100 cm™ hullamszamuak. A C—H és a C—D kotések
er6allanddja ugyanakkora (k ~ 5 N cm™'), de a két esetben a redukalt
tomeg jelentdsen eltér. Az elébbi ~3000 cm™', az utobbi pedig — szintén
a (8.7) egyenlettel 6sszhangban — ~2200 cm™' hullamszamu. Konnyen
belathatd, hogy altalanosan a hidrogén — deutérium csere kb. 1,4-szeres
frekvenciacsokkenést (és igy hullamszamcsokkenést) eredményez:

Vi zslk/,uXH _ //an :\/mme(mX+mH) z\/mimD ~2. (8.8)
Hxn mme( X

Vxp \/k/,uXD mx+mD) mym

X"'H
Az izotdpszubsztitucié a nagyobb molekuldk rezgési spektrumainak
értelmezésénél nagy segitséget nyujt.
A rezgési energiaszintek és spektroszkopiai atmenetek szamitdsdhoz
kvantummechanikai egyenletet, ebben az esetben a magmozgasokra
vonatkoz6 (idofiiggetlen) Schrodinger-egyenletet,

HY =EVY,, (8.9)

kell megoldani, ahol ¥ a kiilonb6z0 E rezgési szintekhez tartoz6 hullam-
fiiggvények jele, I:IN pedig a magmozgasokra vonatkozé Hamilton-
operator, ami a potencidlis energiat (V) és a magok kinetikus energia
operatorat (7') foglalja magaba:

H, =T+V. (8.10)
Energiaszintekre megoldasként a
E, =hv v+l _ Mk v+l (8.11)
2) 2n\p 2

egyenletet kapjuk, ahol v a rezgési kvantumszam, amely a 0, 1, 2, 3, ...
értekeket veheti fel. [A (8.11) egyenletbdl lathatd, hogy a v = 0 esetében
sem nulla a rezgési energia, ez az Un. nullaponti rezgési energia, azaz az
a rezgési energiaszint, amit a vizsgalt halmaz minden molekuldja felvesz
0 K-re hiitve.]

A (8.9) sajatérték-egyenlet megolddsa az energiaszintek mellett
(sajatértékek) a rezgési szintekhez tartozd rezgési hullamfiiggvényeket
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(sajatfiiggvényeket, ebben az esetben az tn. Hermite-polinomokat) is
megadja.

Tobbatomos molekulak esetében csatolt rezgésekre vonatkozo,
osszefiiggo egyenletrendszert kell megoldani. Az egyenletrendszer —
harmonikus oszcillator modellen beliili — megoldasként Gin. normalrezgési
modusokat kapunk. Ezek olyan rezgések, amelyekben az egyes atomok
ugyanolyan frekvencidval és ugyanolyan fazissal mozognak.

Kvantummechanikai leirdsban a rezgési hullamfiiggvények vizsga-
lataval vezethetk le az un. kivalasztasi szabalyok. Ezek értelmében —
harmonikus potencial esetében — mind az IR-, mind a Raman-atmenetek
csak akkor valosulhatnak meg, ha Av = £1. Tovabba egy IR-atmenet
csak akkor aktiv, ha az adott normalrezgés kozben valtozik a molekula
dipélusmomentuma. (Masképp fogalmazva, az atmeneti dipolusa nem
nulla.) Ez egy kétatomos molekula esetében megegyezik azzal a feltétellel,
hogy legyen a molekulanak dipolusmomentuma. A lineéris térszerkezetii
CO, esetében konnyen lathato (8.4. abra), hogy a molekula szimmetrikus
nyujtasi rezgése kozben nem valtozik a dipélusmomentuma, ezért ez a
rezgés nem IR-aktiv. Ezzel szemben az antiszimmetrikus nyujtasi és a
hajlitasi rezgések kozben is valtozik a dipélusmomentuma, ezért ezek a
rezgések IR-aktivak. A hajlitott szerkezetli vizmolekula esetében minden
rezgés IR-aktiv.

Az IR-atmenetekkel szemben egy rezgés akkor Raman-aktiv, ha a
rezgés kozben valtozik a molekula polarizélhatésaga. Kvalitativan a
polarizalhatosdg a molekula elektronfelhdjének kiterjedésével nd, ezért
a kotések megnyulasa noveli a polarizalhatésagot. Kétatomos molekulak
rezgése ezért mindig Raman-aktiv. A vizmolekula minden rezgése, mig a
CO,-molekulanak kizardlag a szimmetrikus nyujtasi rezgése Raman-aktiv.

A fenti, egyszerli CO,-molekulan szeml¢ltetett, peldabol is lathato,
hogy az IR- és a Raman-spektrumok egymast kiegészité informaciot
adnak. Bonyolultabb szimmetriajiu molekulak esetében az adott rezgések
IR- és Raman-aktivitasat csoportelmélet segitségével lehet levezetni.
(Praktikusan a karaktertablazatok segitségével allapithatjuk meg, hogy
egy-egy rezgés IR- vagy Raman-aktiv-e.) A csoportelméletbdl levezethetd
egyszerii szabalyként megfogalmazhatd az un. kélcsonos kizarasi
szabdly, amely szerint inverzids centrummal rendelkezd molekuldk egy
adott rezgése nem lehet egyszerre IR- és Raman-aktiv is. Ez a szabaly
a szerkezetkutatasban is alkalmazhatd egyszert vizsgalati modszer annak
megallapitasara, hogy tartalmaz-e inverziocentrumot a molekula.
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8.4. dbra. A szén-dioxid- és a vizmolekula rezgései. A + és — jelek azt mutatjak,
hogy az adott rezgés aktiv-e az IR-, illetve Raman-spektrumban

A fenti kivalasztasi szabalyok harmonikus esetre, elsé kozelitésben
érvényesek. Abban az esetben, ha elég nagy eltérés mutatkozik a
harmonikus potencialtol, akkor a spektrumokban megjelenhetnek az
un. felharmonikus rezgési (Av = +2), és az un. kombinacios atmenetek.
(Az utébbi esetben egy tobbatomos molekula két eltérd rezgési modusat
jellemz6 kvantumszama egyidejiileg valtozik meg.)

Napjainkban az IR- és Raman-spektrumok rutinszeriien, viszonylag
gyorsan ¢s pontosan szamithatok kvantumkémiai moddszerekkel. A
viszonylag gyors suriségfunkcional (density functional theory, DFT)-
modszerek, példaul a leggyakrabban alkalmazott B3LYP funkcional is,
akar néhanyszaz-atomos molekuldk harmonikus rezgési spektrumdnak
szamitasat teszi lehetdvé, atlagosan 2—4%-os hibaval. Mivel a hibak
jorészt szisztematikusak, ezért egyszertien, a rezgési frekvenciak empirikus
egyfaktoros skaldzasaval jelentésen csokkentheté a hiba. Még jobb
egyezést érhetiink el, ha tobbféle skalafaktort alkalmazunk a kiilonb6zd
(pl. nytjtasi és hajlitasi) modusokra, vagy ha az eréallandokat skalazzuk
kiilonféle skalafaktorokkal. Ez utobbi a Pulay-féle , scaled quantum
mechanical” (SOM) modszer. A legtobb kvantumkémiai programcsomag,
igy a legelterjedtebben alkalmazott Gaussian programcsomag is,
ma mar lehetdvé teszi a harmonikus kozelitésen vald tallépést az
anharmonicitas perturbacios elven torténd kezelésével. Ez a szamitas
azonban joval iddigényesebb, a molekula méretétdl fiiggden akar egy,
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vagy tobb nagysagrenddel is megndvelheti a szamitasi idot, igy jelenleg
mintegy 10—20 atomot tartalmaz6é molekuldk esetében alkalmazhato.
Bonyolultabb (pl. nyilthéju, gyenge kotéseket tartalmazd) molekulak
esetében a slirliségfunkcional-modszerek helyett indokolt lehet pontosabb,
az elektronkorrelaciot is figyelembe vevo elektronszerkezeti modszerek,
példaul a ,, coupled-cluster” (CC) moddszerek alkalmazasa. Ezek a
szamitasok joval tobb id6t, nagyobb szamitogépes kapacitast, és valamivel
tobb eldismeretet is igényelnek a felhasznalotol, ugyanakkor lehetséget
adnak a szamitasi szint szisztematikus javitdsara. A kvantumkémiai
programok segitségével IR- és Raman-intenzitasokat is szamithatunk. A
szamitott intenzitdsok ugyan kevésbé pontosak, mint a frekvencidk, de
a kivételektdl eltekintve nagysagrendileg megbizhatdk, igy ezek is nagy
segitséget nyujthatnak a spektrumasszignaciohoz.

8.3. Szerkezeti informaciok az IR- és Raman-
spektrumokban

8.3.1. Elsodleges szerkezeti informaciok:
karakterisztikus kotési és csoportfrekvenciak

Az IR- ¢és Raman-spektrumok hozzavetdleges, gyors értelmezését
jelentésen megkonnyiti az a tény, hogy egyes savok szamitdsok ¢és
bonyolultabb analizis nélkiil is egyértelmiien hozzarendelhet6k bizonyos
kotésekhez, atomesoportokhoz. Ezeket a molekula tobbi részétdl nagyrészt
fiiggetlen rezgési dtmeneteket nevezziik karakterisztikus frekvencidknak.
Karakterisztikus kotési frekvenciat figyelhetiink meg akkor, ha egy
nyujtasi rezgés és a molekula tobbi rezgése kozotti csatolas, azaz a
rezgések ,.keveredése” nem jelentds. A csatolas pedig akkor kicsi, ha a
molekula egy kotéséhez tartozod erdallando jelentdsen eltér a kozelében
levé kotések erdallandojatol, vagy ha a kotést alkotd atomok redukalt
tomege jelentdsen eltér a szomszédos kotéseket alkotd atomok redukalt
tomegétdl. Az elso esetre az egyik legjellemzobb példa az egyszeres C—C
kotésekhez (azaz telitett szénhidrogénvazhoz, vagy telitetlen vaz esetén
kumulalt helyzetben) kapcsolodd C=0O-csoport nyujtasi (vCO) rezgése. Ez
a rezgés a legtobb savtol jol elkiiloniilve, a telitett szénvaz szerkezetétol
fiiggetlentil, 1700 cm™' kornyékén intenziv savként jelenik meg az IR-
spektrumokban. (Természetesen a pontos érték fligg a szénvaz szerkezetétol
is, ami tovabbi informacidval szolgal; 1d. 8.3.2. fejezet.) Szintén jol
elkiiloniilnek az IR-spektrumban az altalaban nagyon kis intenzitasu, a
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Raman-spektrumokban azonban joval intenzivebb savként megjelend
karakterisztikus C=C és C=N nyujtasi rezgések. A kornyezettol jelentosen
eltér6 redukalt tomegek miatt megjelend karakterisztikus kotési
frekvenciakra példa a szénvazhoz kapcsoloddo C—Br kotések (intenziv IR-
sav 500—600 cm! koriil), a C—I kotések (intenziv IR-sav 500 cm™ koriil),
vagy a fémorganikus vegyliletek fém—szén nyujtasi rezgései.

A jelentOsen eltérd redukalt tomeg miatt a C—H nyujtasi rezgések is
csak nagyon kis mértékben csatolnak a szénvaz C—C kotéseinek nyujtasi
rezgésével. Ugyanakkor az CH,-csoportokon belil a C-H rezgések
kombinalédnak, csatolnak egymassal: az azonos fazisban rezgé C—H
nyutjtisokat szimmetrikus (v, ~2850 cm™), mig az ellentétes fazisban
rezgOket antiszimmetrikus nyujtasnak (v, ~2925 cm™') nevezziik.
Az ilyen, csoporton beliil csatolt rezgéseket pedig karakterisztikus
csoportfrekvencidknak nevezziik. A CH,- ¢s a CH,-csoportok jellemzd
csoportfrekvencidit az 8.5. abran foglaljuk Ossze. Hasonlo, jellegzetes
szimmetrikus ¢és antiszimmetrikus rezgési frekvenciak jelennek meg
példaul az NH_-, NO,- és az SO -csoportok eseteben is.

'Y/ \Y/ ? ﬂ/\ o +Y_
Vs Va Bs Ba Tis Ya

vegyérték olléz6 kaszalé bélogatd torzios
( nyujtasi) deformaciés (hajlitasi)

2850 2925 1470 725 ~1300 ~1200
vegyérték szimmetrikus sepregetd antiszimm. torzids
( nyuijtasi) deformaciés (hajlitasi)

2870 2960 1380 1460 ~1000 ~300

8.5. abra. A CH,- és CH,-csoportok karakterisztikus csoportrezgései, €s ezek
hozzavet6leges hullamszamértéke cm™-ben

Nem azonos tipust rezgések csatolasabol 1étrejovo csoportfrekvenciak
egyik legjellemzobb példija az amidok csoportfrekvenciai. Mivel
az amidcsoportban a N-atom maganos elektronpéarja és a C=0 kotés
n-elektronjai delokalizalt rendszert hoznak 1étre, ezért az egyszeres kotésnél
erésebb C—N kotés és a kétszeres kotésnél gyengébb C=0 kotés nyujtasi
rezgései Viszonylag erc’isen kombinélc')dnak A C=0 nyﬁjtési rezgés (VCO

crer

rezgést nevezziik amid-I rezgésnek (1630 1710 cm™). Az amid-II
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(1510—-1620 cm ™) az XNH hajlitasi rezgés (BCNH, ~60%) és a C—N nyjtasi
rezgés (VCN, ~20%), mig az amid-III (1200-1420 cm™') a C—N nyujtasi
rezgés (VCN, ~40%), a XNH hajlitasi rezgés (BCNH, ~30%), valamint a
C=0 nyjtasi rezgés (VCN, >25%) kombinacioja. [Megjegyezziik, hogy az
amidoknal tovabbi harom rezgést szokas romai szammal jeldlni, amid-IV
(620770 cm™): elsésorban N—C=0 hajlitas (BNCO), -V (535—610 cm™!)
¢s-VI(~200 cm™): az amidsikra mer6leges torzids rezgések (YNH és yCO),
amid-A-val és -B-vel (~3300, illetve ~3100 cm™) jelolik az N-H
nyujtas(oka)t.]

M¢ég bonyolultabb csatolasokkal is kialakulhatnak karakterisztikus
frekvenciak, ilyenek példaul az aromas gytirirezgések (vagy vazrezgések).
A benzol legegyszeriibb rezgési modusa az un. 1élegzd rezgés (8.6. abra),
amelyben az 6sszes C—C rezgés egy fazisban, szimmetrikusan nyulik. Ez
a rezgés a Raman-spektrumban intenziv savként jelentkezik 992 cm -
nél, mig az IR-spektrumban a szimmetridnak (és az ebbdl levezetett
kolcsonos kizarasi szabalynak) megfelelden nem jelenik meg. Az IR-
spektrumban aktivak és intenziv, jellemzo éles savként jelennek meg az
1650—1400 cm'-es tartomanyban a C—C nyujtasi rezgések alacsonyabb
szimmetridju csatolasaval eléallo egyes vazrezgések. Szintén jellemzdek
az aromas vegyiiletek sikra merdleges csatolt deformacios C—C (yCC)
¢s C—H (yCH) rezgései (900—650 cm™'). Az utdbbiak csatolasi sémaja
fligg a szubsztiticiotol, igy alkalmasak az aromas gylrtih6z kapcsolodo
szubsztituensek helyének megallapitasara.

+

Ay 1 |
NN NN
| | T 1
_ _/’\i/ N NN
|

vee (lélegzd) vee TCH e

8.6. abra. A benzolgylrti néhany vazrezgése

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy egyszerii szerves vegyiiletek
esetében az IR- és Raman-spektrumok ,,ranézésre” elaruljak a fontosabb
funkcios csoportok jelenlétét vagy hidnyat a vizsgalt vegyiiletben. A
legfontosabb karakterisztikus rezgési €s csoportfrekvencidkat a 8.7.
abran foglaljuk Ossze. A spektrumértékelést érdemes az 1400 cm™
feletti tartomanyban kezdeni. Az 1400 cm™' és 400 cm™' tartomanyban
a szénvaz erdsen csatold rezgései jelennek meg, amelyek a vaz kis
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valtoztatasakor (akar csak eltérd konformacié esetén) is viszonylag
jelentésen valtozhatnak. Rendelkezésre allo referencia spektrum esetében
ezért ez a tartomany a legalkalmasabb a molekula pontos azonositasara.
Az IR- és Raman-spektrumok kiértékelését szamos nyomtatott és digitalis
spektrumkonyvtar segiti. Ezek egy része szisztematikusan és részletesen
Osszefoglalja a karakterisztikus frekvenciakat is.®

-CHy 1] | W

~CHz— 11 L |
=C-H

Ar-H [ |

=CH [ | | 1 |

[ —

~NH, -NH- [ |
-5-H | ]
-Si-H | |

>C=C< []
-C=C— | |

]
R-CF |
R-C-CI | ]
R-C-Br [ |
R-C-1
Ar-F [ ]

Ar—(CILBr, 1) E

[

C-C(=0)-C ]

~C[=0)-H |

-C(=0}-0H |

~C[=0)-NH; I_
|

~Cl=0)-NH-
-NO;
-0-N=0
=N-0-H
—-N=C=0 ]
-C-N=0
-N=C=5 [
-5-C=N 1
-C=N 1
50~ H 1N
50, I .
1 1 1 1 1 | | L]

|

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Hullamszam / cm™!

8.7. abra. Fobb funkcids csoportok karakterisztikus rezgési és csoportfrekvenciai (az
IR-spektrumokban kis intenzitassal megjelend savok nincsenek jelezve)

8.3.2. Tovabbi szerkezeti informaciok

Szintén fontos tovabbi szerkezeti informaciot nydjthat az, ha a molekula
egy karakterisztikus frekvencidja szamottevoen eltér a szokasos, atlagos
értektol, vagy ha csatolasok miatt felhasad a sav.

Ezek koziil az egyik legjelentdsebb hatds a konjugacio vagy delo-
kalizacio. Ahogy a 8.8. abran is lathatd, a ciklohexanon (1) C=0 (vCO)
nyUjtasi savja a telitett ketonokra jellemzd 1716 cm™'-es értéknél talalhato.
Ezzel szemben a 2-ciklohexén-1-on (2) vCO savja a jelentds konjugacio
miatt tobb mint 30 hullamszammal lejjebb, 1685 cm'-nél jelenik meg,
mig a C=C nyUjtasi rezgési savja az izolalt C=C kd&tés nyujtasi rezgési
savjanal (1617 cm '-nél) intenzivebben jelentkezik a spektrumban. Az
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izolalt C=0O-csoportot tartalmaz6 3,4-dihidronaftalin-2(1H)-on (3) vCO
savja szintén 1716 cm'-nél, mig a benzolgyirivel konjugalt helyzetben
levé C=O-csoportot tartalmaz6 izomere, a 3,4-dihidronaftalin-1(2H)-on
(4) vCO savja 1683 cm™'-nél talalhato. A konjugalt szerkezet kiterjedésével
a C=0 nyujtasi frekvencia még lejjebb tolodik, a fahéjaldehidben (5) mar
1678 cm'-nél jelenik meg a vCO sav.

olelsegee

1716 1685 1716 1683
o) o)
OCH5
5 6
1678 1674

8.8. dbra. Néhany vegyiilet C=0 (vCO) nyujtasi savjanak hullamszama cm™'-ben

Az oxocsoporthoz kapcsolodo elektronszivo csoport erdsiti a C=0
kotést, mig az elektronkiildé csoportok az ionos C—O hatarszerkezetet
erdsitik. Ennek megfeleléen az ecetsav C=0 (vCO) savja 1729 cm'-
nél, a —I induktiv effektust szubsztituenseket tartalmazo triklorecetsav
vCO savja 1768 cm '-nél jelentkezik. Az elektronkiildé6 metoxicsoportot
tartalmazo 6-metoxi-3,4-dihidronaftalin-1(2H)-on (6) vCO jele pedig a
3,4-dihidronaftalin-2(1H)-on (3) vCO savjahoz képest kozel 10 cm'-gyel
lejjebb, 1683 cm ™! helyett 1674 cm '-nél talalhatd meg.

A telitett szénhidrogéngytirithdz kapcsolodd oxocsoport vCO savja a
gyurli tagszamardl is ad informaciot. A hatos gytriitél a harmas gytriig a
szubsztitualatlan cikloalkanonok vCO savja rendre 1716 cm™', 1744 cm™!,
1816 cm™ ¢és 1822 cm '-nél jelenik meg. Ezt a tendenciat kvalitativan
meg lehet magyarazni a csatolasok segitségével. A C=0 nyujtas ugyan
kis mértékben, de csatolhat mind a szomszédos C—C kotések nyujtasi
(vCC) rezgésével, mind a C—C—C hajlitasi (vagy deformacios, BCC(O)C)
rezgéssel. Ugyan mindkét rezgés frekvencidja kisebb, mint a vCO
frekvencia, ezért mindkét csatolds a kisebb hullamszamok felé tolja a
vCO rezgés frekvencigjat, de a kisebb C—C—C frekvenciaji hajlitasi
rezgéssel valo csatolas nagyobb mértékben csokkenti a frekvenciat. Két
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rezgés csatolasanak mértéke attol is fligg, hogy a két rezgéshez tartozd
elmozdulas vektorok mennyire mutatnak azonos iranyba; minél jobban
egyezik a két vektor iranya, annal nagyobb a csatolas mértéke. Ahogy a
8.9. dbran kvantitativan bemutatjuk, a gytlrii tagszamanak csékkentésével
a vCO vektor irdnya egyre inkabb a vCC vektorok iranyaval egyezik meg
¢és egyre kevésbé egyezik a BCC(O)C vektorok iranyaval, azaz egyre
nagyobb a vCO csatolasa a C—C nyujtasi rezgésekkel és egyre kisebb a
BCC(O)C-vel, igy a frekvencia lejjebb tolddik. Ezzel Osszhangban, a
sztérikus okok miatt laposabb C—-C-C szogli (CH,),CC(=0)C(CH,),
molekula vCO savja a ciklohexanon vCO savjanal kisebb hullamszamnal,
1685 cm '-nél jelentkezik.

| z

I ||
A\

C ~c” //C\\
l e
ZCCC>120" ZCCC<120°

8.9. abra. A C=0 (vCO) nyujtas csatolasa ¢és a szénvaz tobbi rezgése kozotti csatolas
fliggése a ZCCC szdgtdl

Fémorganikus karbonilok C=0 nyujtasi rezgésének (vCO) hulldm-
szama forditottan aranyos a fémen talalhato elektronstiriséggel. A fém—
szén kotés ugyanis két részbol tevodik Ossze. Egyrészt a szén-monoxid
szénatomjanak maganos elektronparja koordinalodik a fém tires d-palyéjara
(n—d o-kotés), masrészt a fém egy betoltott d-palyajan levo elektronpar
koordinalédik (viszontkoordinacid) a szén-monoxid m*-palyajara (d—mn*
n-kotés). Az utdbbi annal jobban erdsiti a fém—szén kotést, minél nagyobb
a fémen az elektronsiiriiség. Ezzel egylitt azonban — mivel a szén-monoxid
lazitd palydjara torténik koordinacid6 — gyengiti a C=0 kotést, azaz
csokkenti a vCO frekvenciat. Ennek megfelel6en a szabad CO, a Ni(CO),,
a Co(CO),” és a Fe(CO),” vCO rezgései rendre 2143, 2060, 1890 ¢és
1790 cm™' értéknél jelennek meg. Ha a fémhez szén-monoxidon kiviil mas
ligandum is kapcsolodik, akkor a vCO frekvencia segitségével ,,mérhetd” a
ligandum induktiv effektusanak eréssége. P€ldaul az LNi(CO), sszetetelt
komplexeknél mért vCO frekvencia alapjan a kovetkezd sorrend
allithat¢ fel az (L) ligandumok csokkend meértékii +1 induktiv hatdséra:
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P'Bu, (2056 ¢cm™) > PMe, (2064cm™) > PPh, (2069 cm™') > POMe,
(2080 cm™) > PF, (2111 cm™).

Két azonos vagy hasonld csoport csatolasanak mértéke a molekula
szerkezetl peptidben az amidcsoportok egy sikban vannak, mig egy a-hélix
szerkezetl peptidben kb. 60°-o0s szdget zarnak be. Ennek megfeleléen a
B-peptidekben erésebb a C=O-csoportok (precizebben: amid-I rezgések)
csatolasa, igy nagyobb a savok csatolds miatti felhasaddsa. (Meg kell
azonban jegyezni azt, hogy az egy¢b effektusok, valamint az egyszeri
mérési technikak esetében a spektrumok kisebb felbontasa kovetkeztében
a csatolas miatti felhasadas a konformécios azonositasra csak korlatozottan
alkalmazhato.)

Nemcsak két alaphang, hanem egy alaprezgés ¢és ennek az
alaprezgésnek a frekvenciajahoz kozel es6 masik rezgés felharmonikusa is
kombinalodhat. Egy alaprezgés és egy masik rezgés elso felharmonikusanak
csatolasat Fermi-rezonancidnak nevezziikk. Az aldehidek esetében
példaul a csatolatlan C—H nyujtasi rezgést 2800 cm™' koriil varnank. Az
O=C-H deformacios rezgés ~1400 cm '-nél jelenik meg, igy felhangja
2800 cm '-re esik. A C—H nyujtasi rezgés alaphangja és az O=C-H
deformécios felhangja Fermi-rezonancidba lépve két, Osszemérhetd
intenzitasu savot eredményez 2700 cm' és 2900 cm™!' koriil. Fermi-
rezonancia hianyaban nemcsak hozzavetdlegesen egy helyen varnank
a két savot, hanem a felhang intenzitdsa — a kivalasztasi szabalyoknak
megfeleléen — is csekély lenne. Az aldehidekben fellépd Fermi-rezonancia
alkalmas az aldehidek és ketonok megkiilonboztetésére.

A rezgési spektroszkopiai modszerek kivaloan alkalmazhatok hidrogén-
kotések megfigyelésére, tanulmanyozasara. Minél er6sebb az Y---H—X-Z
kotésrendszerben az Y---H hidrogénkdtés, anndl nagyobb mértékben
gyengiti a H—X kotést. Ennek eredményeképpen a H—X nyujtasi
frekvencia (egyes specialis, gyenge Y---H kotéseket leszamitva) kisebb
hullamszamok felé tolddik el. Mivel kis tavolsagbeli kiilonbség vagy a
térbeli pozicio kis eltérése is jelentdsen eltérd erdsségli hidrogénkotéseket
eredményezhet, ezért — kiilonosen folyadékfazisban — a hidrogénkdtések
kialakulasa jelentés savkiszélesedést is eredményez. Karbonsavak szilard
vagy folyadékfazisu spektrumandl az O—H nyUjtasi sav szélessége kb.
1000 cm™" (~3300—2300 cm'). Abban az esetben, ha aprotikus oldoszerben,
egyre nagyobb higitas mellett vessziik fel a rezgési spektrumot, akkor az
intermolekularis hidrogénkotés esetében a H—X nyujtasi rezgés maximuma
egyre nagyobb hullamszamérték felé tolodik, mikozben ¢lesedik a
sav. Ez lehetOséget nyujt az inter- és intramolekularis hidrogénkdtések
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megkiilonboztetésére. Mivel a H-X—-Z szoget kis mértékben kimereviti
az Y---H hidrogénkotés, ezért a H-—X nyujtasi rezgéssel ellentétben,
a hidrogénkotésben levd molekula H-X—Z hajlitasi rezgése nagyobb
hullamszam felé tolodik el. Ez az eltolodas, és e savnak a kiszélesedése
azonban joval kisebb mértékti a vHX savnal megfigyelhetohoz képest.

Kristalyos anyagok esetében a kristalyok eltéré szimmetriaja eltéro
relativ intenzitasu savokat eredményezhet. Erre az egyik legszebb példa
a CaCO, két kiilonbozo kristalyanak, a kalcitnak €s az aragonitnak az
eltéré IR-spektruma. Mivel a CO,> Iélegzd rezgése sordn nem valtozik
a dip6élusmomentum, igy az izolalt karbonation e rezgése nem jelenik
meg az IR-spektrumban. A pakolddastol fiiggden azonban a kristalyban
levé CO,> kornyezetében eltérd, kisebb szimmetria jelentkezhet, mint
az izolalt ionok esetében. A kalcitkristadlyban a karbonationok koriil
megmarad a haromfogasu szimmetria, az aragonitban azonban ez hianyzik.
fgy a kalcit IR-spektrumaban nem jelenik meg, mig az aragonitéban
megjelenik a 1élegzd rezgés savja. [Csoportelméleti fogalmakkal élve a
D, pontcsoportba tartoz6 szabad CO,* az ortorombos, 2/m 2/m 2/m (D,,")
aragonit kristalyba beépiilve alacsonyabb, D, faktorcsoport szimmetriaju.
Ezzel szemben a kalcit trigonalis, 3 2/m (D,,) szimmetriaju kristalyaiba
epllve D, faktorcsoport szimmetridju. |

8.4. Miiszerek és spektrumfelvételi technikak

8.4.1. IR-spektrométerek

Felépitésiik alapjan az IR-spektrométereknek két f6 tipusa van, a
diszperziés ¢és a Fourier-transzformacios késziilékek. Elsdsorban a
szamitogépes kapacitas gyors fejlodésének koszonhetd, hogy a rutin
alkalmazasokban a diszperzids késziilékeket a XX. szazad végére szinte
teljesen kiszoritottdk a Fourier-transzformécios késziilékek.

A diszperzios késziilékek dontd tobbsége két fényutas, azaz a forras utan
a fénynyalabot egy sugéroszto két iranyba, a minta és a referencia (pl. iires
mintatarto) felé ereszti at, illetve reflektalja (8.10. abra). A mintan, illetve
a referencian athaladva a két fénynyalab egy chopper (forgd szektortiikor)
segitségével, a chopper altal megadott frekvenciaval valtakozva jut
tovabb a monokromator, majd a detektor felé. A monokromatorral
kivalasztott hullamhosszon a két nyalab intenzitaskiilonbségét detektaljak.
(A gyakorlatban ez torténhet gy, hogy egy ¢k alaktian kiképzett
abszorbeald anyagot a referencia sugaritba, a megfeleld mélységig
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becsusztatva kompenzaljak a minta adott frekvencian torténd elnyelését.)
A monokromatorral hullamhossz szerint pasztazva vehetd fel a teljes
spektrum.

referencia ,
~N monokromator

~ ] \ |
@(%( & e /% 5 /
\ szaggatd J Q‘%ﬁ\
%B

IR forras
minta w

detektor

~agl gyengitd
—>

8.10. abra. Egy kétutas diszperzios IR-késziilék egyszertsitett vazlata

A Fourier-transzformacios kesziilekek leggyakrabban egy fényutas
felépitésiiek, a minta mérését a referencia mérése elézi meg, amelynek
spektrumat a szamitogép tarolja. A forras utan a tiikrokkel parhuzamositott
sugarnyalab az interferométerre keriil. Az interferométer egy sugarosztobol,
egy allo és egy mozgo tiikorbol all, a 8.11. abra szerinti elrendezésben.
A fény igy két sugariton halad keresztiil az interferométeren, majd jut
tovabb a mintara, végiil pedig a detektorra: forrds — sugaroszté — allo
tiikkor — sugéaroszt6 — minta — detektor, illetve forrds — sugérosztd
— mozgo tiikor — sugarosztd — minta — detektor. Az interferométer
alapveté mukodését a 8.12. abra segitségével érthetjiilk meg. Abban az
esetben, ha monokromatikus fény halad keresztiil az interferométeren, és
az allo és mozgo tiikkdr sugdrosztotol mért tavolsaga megegyezik, akkor
a két fénynyalab azonos utat tesz meg. Ekkor a fényhullamok azonos
fazisban keriilnek a detektorra, ezért erdsitik egymast. A mozgo tiikrot
elmozgatva thosszkiilonbség hozhato 1étre. 1/2A, 3/2A, 5/2A, ... esetében
a hullamok teljesen kioltjak egymast, mig 0, A, 2A, ... esetében erdsités
jon létre. Igy a mozgo tiikor helyzetének a fiiggvényében egy koszinusz-
gorbét kapunk, ez a monokromatikus fény interferogramja, amelybdl
kozvetleniil meghatarozhatjuk a monokromatikus fény hulldmhosszat.
Nem monokromatikus fény esetében az interferogram a fényben talalhato
kiilonb6z6 hullamhosszu fények altal 1étrehozott koszinuszgorbék osszege.
A bonyolult, véges és nem folytonos (azaz diszkrét mérési pontokbdl allo)
interferogrambol diszkrét Fourier-transzformécioval nyerhetd a spektrum.
A diszkrét Fourier-transzformacié matematikajabol kovetkezik, hogy az
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8.11. abra. Egy Fourier-transzformacios IR-késziilék egyszerisitett vazlata

interferogram hossza a spektrum felbontasat, mig a mintavételi stiriség
(azaz az interferogram felbontasa) a spektrum tartomanyanak szélességét
szabja meg. A Fourier-transzformacios késziilekek {6 eldnyei a diszperzios
késziilékekkel szemben a kovetkezdk: 1) egyszerlibb optikai felépités; 2)
Connes-elony: belso kalibracio (a mozg6 tiikor pontos helyzetét egy jol
ismert hullamhosszii He-Ne 1ézer interferogramjabol hatarozzak meg,
mig egy diszperzios késziiléknél a monokromatort iddérdl-iddre kalibralni
kell); 3) Jacquinot-elony: nincs benniik rés (a diszperzios késziilékeknél
a felbontast a monokromator be- €s kilépo rése, valamint az optikai racs
hatarozza meg); 4) Fellgett- vagy multiplex-elény: az interferogram
minden mérési pontja a spektrum minden pontjardl tartalmaz informaciot,
igy ugyanolyan mérési id6 mellett jobb a jel/zaj viszony.

IR-spektrométerekben  régebben  sugarforrasként  Nernst-lampat
alkalmaztak, amelyben egy cirkonium-oxid ¢és ittrium-oxid tartalmu
keramiat fiitottek. Jelenleg a MIR-tartomanyban (illetve a NIR- és FIR-
tartomany MIR-tartomanyhoz kozelebb esé felében) legelterjedtebben
Globar-izzot (SiC) alkalmaznak. A NIR-tartomanyban W-lampa, mig a
FIR-tartomanyban Hg-lampa alkalmazhato.

Az infravoros detektorokat két nagy csoportba Iehet osztani: termikus
¢s félvezetd detektorok. A termikus detektorok koziil leginkdbb a
piroelektromos detektorok terjedtek el. Ezekben a belépd infravoros
sugarzas dipolusos molekuldk rendezettségét valtoztatja meg, ami az
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8.12. abra. A Fourier-transzformacios késziilékek mitkodési elvének szemléltetése.
Hullamok erdsitése (a) €s teljes kioltasa (b). Egy monokromatikus sugarzas és
interferogramja (c), sugarzas két hullamhosszon, és ennek interferogramja (d),

véges szélességll sav és interferogramja (e), valamint egy egyutas
IR-spektrum és interferogramja (f)

ezekbdl a molekulakbol kialakitott réteg kapacitasvaltozasaként mérheto.
Leggyakrabban a piroelektromos deuteralt triglicil-szulfat (DTGS)-
detektorral, illetve ennek tovabbfejlesztett valtozataival talalkozhatunk
a spektrométerekben. Szintén a termikus detektorok kozé sorolhatok a
FIR-tartomanyban hasznalt bolométerek, amelyekben az IR-sugarzas egy
vékonyrétegben (pl. fémbevonat) effektiven elnyelddik, és a vékonyréteg
homeérséklet-emelkedését mérik. A félvezeté detektorokban az IR-
fotonokkal gerjesztett elektronok miatt 1étrejovo fesziiltséget (fotovoltaikus
detektorok), vagy a vezetés valtozasat (fotokonduktiv detektorok) mérik.
Legelterjedtebben hasznalt félvezeté detektorok az MCT- (higany-
kadmium-tellar) és az InSb-detektor. A piroelektromos detektorok elénye,
hogy nem igényelnek kriogén hiitést és nagy tartomanyt fognak at. Ezzel
szemben a félvezetd detektorok joval érzékenyebb detektalast tesznek
lehetdveé.

A kovalens kotésli vegyiiletek intenziv savjai a MIR-tartomanyra
esnek, ezért ebben a tartomanyban sokristalyablakokat lehet optikai
elemként, mintatartoként alkalmazni. Legelterjedtebb a KBr, amely a
teljes MIR- és NIR-tartomanyban atereszt. Szintén gyakran alkalmazzak
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az olcsobb, de a MIR als6 par szaz cm'-es tartomanyaban elnyelé NaCl-
ot, valamint a lagy, széles tartomanyban (a NIR és a FIR felso részében is)
hasznélhat6 Csl-ot, tovabba az egyébként kivalo, de rendkiviil mérgezd
(KRS-5 markanevtii) TlI/T1Br-ot. Viztartalmt mintak esetén eldnyos a sziik
tartomanyban ateresztd, de nem higroszkopos CaF, ¢s BaF, hasznélata.
Mivel az egyébként is nagyon kis intenzitasu Si—O nyujtasi felhangja még
a MIR-tartoményra esik, ezért a NIR-tartomanyban a kvarc kivalé optikai
anyag. Ez lehetdséget nyujt livegszaloptika hasznalatara is, amellyel a
NIR-sugarzas kényelmesen bevezethetd reaktorokba, lehetdséget teremtve
reakciok in situ spektroszkopiai nyomon kovetésére is. A FIR-tartomanyban
leginkabb Si- és Ge-kristalyt, valamint polietilént lehet alkalmazni.

Nemcsak a higroszkdpos optikai elemek miatt, hanem a légkdri viz
¢és szén-dioxid intenziv rezgési-forgasi savjai miatt is az IR-késziilékeket
szaraz levegdvel vagy nitrogéngazzal kell Obliteni. Féleg a FIR-
tartomanyban alkalmaznak vakuumozhato késziilékeket.

8.4.2. IR-spektrumfelvételi technikak

Az IR-spektroszkopia spektrumfelvételi modszereit négy nagy
csoportba lehet sorolni: transzmisszios, reflexios, emisszios és akusztikus
technikak.

Rutin IR-spektroszkopiai mérésekben a KBr-pasztillas transzmisszios
technika az egyik legjelentésebb. Ennél a modszernél a mintat
nagysagrendileg 100-szoros higitasban KBr-hoz keverik, majd 6rlés utan
vakuum alatt pasztillaba préselik. (Az 6rlésnek a homogenizalason kiviil
az a szerepe, hogy csokkenti a szemcseméretet, igy a minta fényszorasat. A
vakuum alkalmazasa a szintén fényszoro levegézarvanyok kikiiszobdlése
miatt sziikséges.) A préselés soran alkalmazott nagy nyomas miatt
figyelembe kell venni, hogy sok esetében az ionok cseréldédhetnek, igy
példaul egy szerves kloridso esetében a megfelelé bromid is megjelenhet
a spektrumban.

Viszonylag elterjedten alkalmazzdk a transzmisszios filmtechnikakat
is. Ekkor szilard anyagok, kiilonosen szildrd polimerek esetében vékony
filmet mérnek kozvetleniil. Szerves anyagok esetében gyorsan parolgd
oldoszerrel késziilt oldatot sokristalyra cseppentenek, majd az olddszert
beszaritjak. Higitatlan folyadékokat két sokristdly kozé préselve lehet
filmként mérni.

Féleg a KBr-pasztillas technika elterjedése el6tt volt népszerii a
szuszpenzios technika. Ennél a modszernél leggyakrabban nujolban
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(paraffinolajban) szuszpendaljdk a mintat és két sokristaly kozott
filmként veszik fel a spektrumot. Mivel a nujolnak tobb elnyelése is van
az IR-tartomanyban, ezért a hidnyz6 tartomanyt mas szuszpendaldszer
segitségével, pl. fluorolub-bal (perfluorozott szénhidrogén) kell felvenni.

Oldatok vizsgalata esetében szintén szamolni kell az olddészer
elnyelésével, igy a teljes spektrum felvétele is tobb oldoszer segitségével
oldhaté meg. Idealis oldoszerek a kevés rezgési atmenettel rendelkezd
kismolekulak (pl. CHCL,, CH,Cl,, CCl)), keriilenddk viszont a gazdag
IR-spektrumt aromas vegyiiletek. Az oldatokat fix vagy valtoztathato,
nagysagrendileg néhany 10—100 pm vastagsagu sokristalyablakkal
felszerelt mintatartoban (kiivettaban) mérhetjiik. Hasonld, de Iényegesen
vastagabb, vagy tiikrok segitségével specidlis hosszliutas kiivettakban
lehet gazokat is mérni. Csatolt technikédkhoz, reakciok kdvetéséhez atfolyod
kiivettakat lehet alkalmazni.

A reflexios technikakat két csoportra oszthatjuk: belsé és kiilso reflexios
technikak. A kiilsé reflexios technikak koziil legegyszeriibb az un. speku-
laris reflexio (SR), azaz a minta sik feliiletérdl visszavert és részben elnyelt
fény spektrumanak a felvétele. Reflexios-abszorpcios IR-spektroszkopiai
(RAS, IRRAS, vagy RAIRS) mérésrdl beszéliink akkor, ha tiikr6z6dd
feliiletre viszlink fel vékonyréteget, amelyen a tiikr6zodés el6tt és utan is
keresztiilhalad a minta. Strlodo szogben mérve akar monomolekularis réteg
vizsgalatara is lehetség nyilik, amely kivalo modszer a heterogén katalizis
mechanizmusanak felderitésére. A gyogyszer-analitikdban leginkdbb
alkalmazott kiils0 reflexios modszer a diffuz reflexio (DR, DRIFTS),
amelynél a porminta (vagy tabletta) apr6 szemcsé€irdl sokszorosan szorodo
fényt homoru tiikrokkel vagy nagy feliileten kialakitott detektorral gytijtik
Ossze. A DRIFTS sokféle megvalositasi lehetdsége koziil egyet mutat be
a 8.13. abra.

tokor

minta

éi::t’_ i detektor

reflexio
sugarfogdja)

a b

8.13. abra. A diffaz reflexid (a) és a diffuz reflexiés (DRIFTS) mérés egy lehetséges
kivitelezése (b)
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A gyengitett totalreflexio (vagy csillapitott teljes reflexio, attenuated
total reflexion, ATR) belso reflexios modszer. Manapsag a KBr-pasztillas
technika mellett ezt a moddszert alkalmazzdk leggyakrabban rutin-
mérésekre. Az IR-fényt egy nagy torésmutatdju segédkristalyba vezetik,
amelynek a feliiletén helyezkedik el a minta (8.14. abra). Az IR-fényt olyan
szogben vezetik be a kristalyba, hogy az a mintakristaly hatarfeliileten
teljes reflexiot szenvedjen. Mivel a reflexio soran a fény behatol a minta
kis térfogataba, ezért a minta elnyelésének hullimhosszain kis mértékben
gyenglil, ezt észleljiik a spektrum felvétele soran.

minta
R T e T
\VAWAVSA
ATR kristaly %,
b

8.14. dbra. Egy- (a) és tobbreflexios (b) ATR-méréfej

A transzmisszios spektrumokkal vald Osszevethetoség érdekében
az ATR-spektrumokat hulldmhosszfiiggd transzformacionak vetik ala.
Azoknal a mintdknal, amelyeknek gyenge az elnyelése, olyan ATR-
feltétet érdemes hasznalni, amelynél az IR-sugarat tobbszor reflektaltatjak
a hatarfeliileten. Mivel a behatolas mélysége (tipikusan 0,5-2 nm) fiigg
a beesési szogt6l és a hullamszamtol, ezért ez korlatozott mértékben
lehetdséget ad mélységi profilok vizsgélatara.

Az ATR-kristaly kivalasztasanal fontos szempont, hogy nagy legyen a
torésmutatd. A leggyakrabban hasznalt kristalyok kozé tartozik a KRS-5,
ZnSe, Ge ¢s a gyémant. A gyémant nagy elénye az is, hogy keménysége
miatt a fizikai kopassal nem kell szdmolni, a kémiai inertsége pedig
lehetévé teszi reaktiv, oxidativ, savas €s lugos mintak vizsgalatat is. Az
ATR modszer eldnye az is, hogy gyors, hiszen minimalis minta-elékészitést
igényel. Tovabba a transzmisszios mérésekkel szemben (toményebb)
vizes oldatok vizsgalatara is lehetdséget ad, és a minta kvantitativan
visszanyerhetd. Az ATR-technika kivaldéan alkalmas reakciok in situ
nyomon kovetésére is, az erre a célra specialisan kialakitott gyémantfejet
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el lehet helyezni a reakcidtérben. Hatranyok kozott kell emliteni, hogy
egyes ATR-kristalyoknak is van elnyelése a MIR-tartomanyban, példaul
a gyémant 1900 és 2200 cm ! koz6tt elnyel, ami példaul a fémkarbonilok
vizsgalatat kizarja. (Altaldban a kis gyémantkristilyt ZnSe-kristalyba
iltetik be, amely a MIR-tartomanyban kb. 550 cm ™! felett engedi at a fényt.)
Fontos megjegyezni, hogy az ATR-es méréseknél a minta feliiletérdl,
mig transzmisszios méréseknél a minta egész térfogatardl vessziik fel a
spektrumot.

Azemisszids IR-technikaknal a minta egyben a sugarforras is. Leginkabb
forré gazokat (kipufogd gazokat, fiistoket, csillagok fotoszférajat) vagy
felhevitett szilard anyagokat vizsgalnak ezzel a modszerrel. A gyogyszer-
analitikdban nincs nagy jelentdsége.

Szerves molekuldk esetében az infravords sugarzast kozvetleniil a
molekuldk rezgése nyeli el, de ez gyorsan disszipalodik a mintaban,
amely a minta felmelegedését eredményezi, ennek kovetkeztében pedig
a minta kitdgul. Ha a fényt szaggatva (vagy FT-IR-késziilékeknél az
interferométer mozgo tiikrének pasztazasa kozben) engedjiik a mintara,
akkor elnyelés esetén a minta a fény szaggatasanak frekvencidjaban
kitagul és Osszehuzodik. A minta pedig az azt koriilvevod levegdben vagy
inert gazban slrilisodéseket, azaz hanghullamokat hoz létre, ami egy
érzékeny mikrofonnal detektalhatd (akusztikus technika). A szaggatas
frekvenciajanak valtoztatasaval elérheté az, hogy a minta mas-mas
mélységébdl kapjunk informaciot, azaz lehetové teszi mélységprofil
felvételét is.

8.4.3. Raman-spektrométerek

A lézerek 1960-as évekbeli felfedezése és elterjedése el6tt a Raman-
spektrométerek forrasa altaldban higanyldmpa volt. Leginkdbb a Hg
435,8 ¢és 404,7 nm-es sugarzasat hasznaltdk, amelyet optikai szlirOvel
vagy monokromatorral valasztottak ki a tobbi Hg-vonal koziil. A mai
Raman-spektrométerek 1ézert hasznalnak forrasként. Legelterjedtebben az
argonionlézer 488 ¢és 515 nm-es, a kriptonlézer 647, 568 és 531 nm-es,
a He-Ne lézer 633 nm-es, didodalézerek 785, 840 és 472 nm-es, valamint
a Nd:YAG lézer 1064 nm-es ¢és az utdbbi fotonfrekvencia kétszerezett
¢s haromszorozott, 532 és 355 nm-es sugdrzasat hasznaljak. A Raman-
savok intenzitasa (/) ¢s relativ intenzitasa is fligg a besugarzo lézer
hulldmhosszatol:

[, =CI,(v,~v.)*, (8.12)
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ahol C — tobbek kozott — a polarizalhatosagtol és az optikai elrendezéstol
fliggd aranyossagi tényezd, I, €s v, a besugarzo Iézerfény intenzitasa €s
frekvenciaja, v. pedig a vizsgalt rezgési modus frekvencidja. Lathato,
hogy a Raman-szorads hatidsfoka durvan a lézerfény frekvenciajanak
negyedik hatvanyaval nd, igy pusztan az intenzitast tekintve elénydsebb
minél kisebb hullamhossza 1ézert alkalmazni. A kis hullamhossza lathato,
valamint UV-1ézerek alkalmazasa esetében viszont nagy az esélye annak,
hogy a mintat (vagy a kis mennyiségben jelen levd szennyez6 molekulakat)
elektronikusan gerjesztjiik, amelyek fluoreszcenciaval keriilhetnek vissza
alapallapotba. Mivel a fluoreszcencia hatasfoka joval nagyobb a Raman-
szoras¢hoz képest, ezért az elnyomhatja a Raman-spektrumot. Emiatt a
spektrométereket tobb 1ézerrel szerelik fel, és ilyen esetben elonyds nagy
hullamhosszu, NIR-1ézer (pl. 1064 nm) hasznalata is. Hangolhato 1ézer
segitségével megoldhato az, hogy olyan gerjesztéshez kozeli hullamhosszt
valasszunk (rezonancia Raman-spektroszkopia), amelynél a Raman-szoras
hatasfoka nagy, de a fluoreszcencia nem jelentds.

A szort fényt a mintarol tobbféle elrendezddésben lehet dsszegytijteni.
Leggyakrabban a belépd 1ézer iranyabol (180°-os geometria), hatraszort
geometriatalkalmaznak, de lehetséges oldalrol (90°-os geometria) és elolrol
(0°-o0s, transzmisszios elrendezés) is Osszegyljteni a szort fényt. Sikban
polarizalt besugarzo fény esetében (a lézersugarzas tobbnyire eleve ilyen)
a szort fényben a molekula €s a rezgés szimmetridja hatarozza meg azt,
hogy mennyi a beesd fénnyel parhuzamosan €s az arra merdlegesen sikban
polarizalt Raman-sugarzas hanyada. Ezt a spektrumanalizishez segitséget
nyujtod, Un. depolarizacios Raman-hanyadot egyszeriien, a gytjtolencse
utan elhelyezett polarsziird segitségével lehet mérni. Mivel a szort
fényben nagysagrendekkel nagyobb a Rayleigh-szorasbol és a reflexiobol
szarmaz6 besugarzo fénynek megfeleld hullamhosszu fény, mint a Raman-
szorasbol szarmazo, a 1ézerfénynél kisebb, illetve nagyobb hullamhosszu
fény, ezért az eldbbit a detektor telitésének elkertilése és a zaj csokkentése
miatt ki kell szlrni. Ezt korabban monokromator segitségével oldottak
meg, napjainkban pedig olyan un. holografikus sziirdkkel (holographic
notch filter) végzik, amelyek a 1ézerfény hullamhosszanak kozelében csak
mintegy néhany 10 cm'-es tartomanyt vagnak ki a spektrumbol.

A szort fény hullamhossz-szerinti felbontasa az UV- és lathato
tartomanyban szinte kizardlag monokromatorokkal torténik. Ezekben
az Un. diszperzios Raman-késziilékekben (8.15. abra) a jobb felbontas
érdekében gyakran alkalmaznak dupla, sot tripla monokromatorokat.
NIR-tartomanyban Fourier-transzformacios elven konnyebben lehet
analizélni a szort fényt, mint monokromator segitségével. Ezeket a
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Fourier-transzformacios Raman-spektrométereket (8.16. abra) gyakran
az FT-IR-késziilékekkel épitik egybe. Ennek a f6 elonye az, hogy a
sugarosztd cseréjével ugyanaz az interferométer hasznalhat6 Raman- és
IR-mérésekhez.
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8.15. abra. Diszperzios Raman-késziilék vazlatos rajza (visszaszorasos geometria)

Detektorként UV- és lathatd tartoményban fotoelektron-sokszorozo
csoveket (photomultiplier tube, PMT) lehet alkalmazni, de ezeket egyre
inkabb felvaltjak a CCD-kamerak.
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8.16. abra. Fourier-transzformacios Raman-késziilék vazlatos rajza
(visszaszorasos geometria)
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Az utobbiak, noha kevésbé érzékenyek, mint a fotoelektron-sokszorozo
csovek, jelentdsen felgyorsitjak a mérést. Ekkor ugyanis a monokromator-
rol kilépo fényt hullamhossz szerint a CCD-detektor egyik tengelye mentén
elhelyezkedd pixeleire képezik le, igy akar a teljes spektrum mérése is
egy idoben végezhetd el, mig fotoelektron-sokszorozo alkalmazéasakor a
mérés spektrumpontonként egymas utan torténik. A NIR-tartomanyban
leginkabb kriogén hiitésii félvezetd detektorokat, pl. Ge-ot alkalmaznak.

8.4.4. Raman-spektrumfelvételi technikak

Folyadékmintdk Raman-mérése torténhet kvarckiivettaban, iivegcsdben
(NMR-cs6), vagy kevés minta esetében kapillarisban. Az utdbbi esetben
specialisan a kapillarishoz kialakitott szferikus tiikkor segitségével érhetd
el, hogy a kevés Raman-szort fényt nagyon hatékonyan Osszegytjtsiik.
Kiilonosen ultraibolya 1ézer alkalmazasa és hig mintak vizsgalata esetében
igyelni kell arra, hogy a mintatartdé anyaga ne fluoreszkaljon. Szaloptika
segitségével a fény bevezethetd reaktorba is, ahonnan szintén szaloptikaval
vezethetd vissza a spektrométerbe.

Nagyobb szilard mintakat, pasztilldkat kozvetleniil mérhetiink
visszaszorasos elrendezésben. Porokat fémkorongban (pl. aluminiumban)
kialakitott kis résbe préselve mérhetiink. Egyre gyakoribb a Raman-
mikroszkop alkalmazasa is.

Paramégneses fémek, kiilondsen az eziist feliiletére felvitt anyagok
esetében a Raman-szoras hatasfoka nagysagrendekkel megndhet a
tombfazisban vagy oldatban észlelthez képest. Ezt hasznalja ki az un.
feliileterdsitett Raman-szoras (SERS) technika. Ezzel a modszerrel akar
monomolekularis rétegek is tanulmanyozhatok.

8.5. Specialis modszerek

Ebben a fejezetben a rezgési spektroszkopia szamos specialis modszere
koziil csak azokat targyaljuk réviden, amelyeket a gydgyszerkutatasban
¢s analitikdban vagy mar elterjedten alkalmaznak, vagy amelyek ezen a
tertileten igéretes jovo elott allnak.
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8.5.1. Csatolt technikak

Csatolt technikdk alatt altalaban egy elvalasztastechnikai €s egy
spektroszkopiai modszer kombinaciojat értjiik.’ Az egyiittes alkalmazas
lehet6vé teszi azt, hogy egy keverék minden egyes komponensérdl kiilon-
kiilon vehessiink fel spektrumot. Az IR-spektroszkopiat leggyakrabban
termikus gravimetridval (TGA), gazkromatografidval (GC), nagyhaté-
konysagu folyadékkromatografiaval (HPLC), szuperkritikus folyadék-
kromatografiaval (SFC) és vékonyréteg kromatografidval (TLC) szoktak
csatolni. Az elsé négy modszer esetében specidlis atfolyd kiivettak
alkalmazhatok, a minta kozvetlenil a TGA kamrdjanak vagy a
kromatografids oszlop elhagyasa utan (,,on-the-fly”) vizsgalhato. A
folyadékkromatografias modszereknél esetenként, a TLC esetében pedig
mindig ,,off-line” modszert alkalmaznak, azaz az oszloprol lejovo folyadék
kis mintaibol vagy a vékonyréteg kiilonbozd pontjairdl vesznek mintat.

A GC-FTIR spektroszkopia esetében un. ,,lightpipe”-ot alkalmaznak,
amely a szokasos IR-kiivettanal joval kisebb, tipikusan par tized mm
atmérdjii €s néhanyszor 10 cm hosszl, a fényveszteség minimalizalasa
érdekében beliilrdl arannyal bevont, atfolyd kiivetta. Az injektalt
anyagmennyiség néhany pl, a detektalasi hatar néhanyszor 10 pg. A GC-
FTIR spektroszkdpiai modszer esetében a spektrumokat altaldban kis,
8-32 cm! felbontassal veszik fel. Kiilonosen gyors mérések, elézetes
probak esetében szokds a mintat nem tartalmazo6 interferogramok és a
minta interferogramja kozotti eltérést egy skalaris szammal jellemezni
(Gram—Schmidt-moédszer). Ebben az esetben egy egyszerii kromatogramot
kapunk, mig ha minden interferogram esetében elvégeztetjiik a Fourier-
transzformaciot, akkor az idé fiiggvényében IR-spektrumokat kapunk.
Ez utdbbit kemigramnak is szokas nevezni. A spektrumokat akar mérés
kozben, akar utolagos kiértékelés soran szamitdogépes algoritmussal
Ossze lehet vetni egy digitalis GC-FTIR adatbazis spektrumjaival, igy
akar spektrumanalizis nélkiil is be lehet azonositani a komponenseket.
Esetenként alkalmaznak tobbszordsen csatolt vagy kettds detektalasu
modszereket is, ilyen példaul tomegspektrométerrel (MS) csatolt GC-
FTIR-MS vagy a langionizacids detektalassal (flame ionisation detector,
FID) kombinalt un. GC-FTIR-FID technika.

A HPLC- ¢és az SFC-mddszer esetében atfolyo kiivettakon és az ,,off-
line” detektalason tal olyan specidlis elrendezést is alkalmaznak, amelynél
az oszlopral lejovo folyadék egy forgo korong feliiletére csdppen, a korong
egy masik pontjan pedig reflexios IR- vagy Raman-spektrumot vesznek fel
(8.17. abra). Megfelel6 méret, forgasi sebesség, sziikség esetén melegités
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segitségével érhetd el, hogy az olddszer a spektroszkopias mérési pont
elott teljesen elparologjon.

reflexios (DRIFTS)
mozgofazis IR spektroszkopias
elparologtatasa detektalas

HPLC oszlop

forgo korong

8.17. abra. A HPLC-IR csatolas egy lehetséges megvaldsitasa

8.5.2. FT-IR- és Raman-mikroszkopok és képalkotas

A rezgési spektroszkopiai modszerek alkalmasak a feliilet milliméternél
kisebb pontjainak vizsgalatara is. A feliilet pontjainak kétdimenzios (2D)
analizise két modszerrel torténhet, térképezéssel és képalkotassal (mapping
¢és imaging). Térképezésrol akkor beszeliink, ha a feliileten pontrél pontra
haladva egy megfeleléen kialakitott spektromikroszkop segitségével
pontonként felvessziik a spektrumot. Képalkotas esetében a detektor egy-
egy pixelét megfeleltetve a minta egy-egy pontjanak, leképezziik a feliiletet
egy — leggyakrabban kétdimenzidés — detektorsorra. Hiperspektralis
képalkotasrol beszéliink akkor, ha tobb (legalabb 10) hulldmhosszon
alkotunk képeket. A detektorra juté hulldmhosszt valtoztatva, azaz idében
egymas utan mérve, a feliiletpontok teljes spektrumat is megkaphatjuk.
Azaz a két eltér6 modszerrel, a térképezéssel és a képalkotassal,
ugyanahhoz az informacidéhoz juthatunk. Ma mar mind NIR-, mind
MIR-, valamint Raman-térképezésre és -képalkotasra is forgalmaznak a
kereskedelemben miiszereket.

A MIR-tartomanyban FT-IR-mikroszkopok terjedtek el térképezésre.
A modern késziilékekben a feliilet lathatoé tartomanyt vided képének
segitségével valaszthatjuk ki a szamunkra érdekes pontokat vagy a
feltérképezendo feliiletet. Az IR-sugérzast egy — csillagaszati teleszkopos
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megfigyelésekhez kifejlesztett — Un. Cassegrain-optika (8.18. é&bra)
fokuszalja a feliilet egy pontjara, €s (reflexios mérésnél) ugyanezzel vagy
(transzmisszids elrendezésnél) egy masik ugyanilyen optika segitségével
gyljti Ossze. A mérés torténhet transzmisszios €s reflexios modban is.
Ujabban elterjedében van a transzflexids (transflection) mérési mod is,
amikor egy IR-tartomanyban tiikkr6z0d6 hordozoéra viszik fel a minta
vékony rétegét. (A fény ilyenkor tiikr6z6dés eldtt és utan is athalad a
mintan.) A felbontas fligg az optikai elrendezéstdl, de az elvileg elérhetd
(Gn. diffrakciolimitalt) felbontds nagysagrendileg megegyezik a fény
hullamhosszéaval. Ebbdl kovetkezéen a MIR-mikroszképok felbontasa
hozzavetdleg 10 pm. Mivel az elvi felbontds a minta és a kiils6é kozeg
relativ torésmutatdjatol is fiigg, ezért nagy torésmutatoju (pl. Ge)
segédkristalyokkal, ATR-elrendezésben, ndvelhetd a felbontas.

A rezgési spektroszkopiai térképezo és képalkoté modszerek koziil a
hiperspektralis MIR-képalkotas a legfiatalabb, ezek a FT-IR-miiszerek csak
a XX. szazad utols6 néhany évében jelentek meg a piacon. A megvilagitott
feliiletrol a képet leggyakrabban egy — a CCD-khez hasonl6 felépitésii —
felvezetd (MCT) detektorokbol allo, un. fokuszsiktomb (focal plane array,
FPA)-detektorra képzik le. Ritkabban egydimenzios diddasor-detektorra
képzik le a minta feliiletének egy sorat, és soronkénti képalkotassal rakjak
Ossze a 2D képet.

forras
(+ interferométer)

minta

omboru tukor

H homoru tukor

Wk

detektor

8.18. abra. Az IR-mikroszképokban hasznalt Cassegrain-optika
(transzmisszios elrendezés)
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NIR-térképezés ¢és -képalkotas esetében is hasznalhatnak FT
spektrumfelbontast, de gyakoribbak a monokromatort tartalmazo
diszperziés ¢€s a szlirds berendezések. A gyakrabban haszndlt NIR-
képalkotas esetében pl. az InSb vagy InGaAs FPA-detektorok elé
hangolhat6 folyadékkristaly-sztir6ket (liquid crystal tunable filter, LCTF),
esetleg monokromatort épitenek be. Ugyan a NIR-tartomanyban — a
rovidebb hullamhossz miatt — elérhetd elvi felbontds akar 1 pm alatti is
lehet, a hiperspektralis NIR-képalkotasndl azonban mégsem torekszenek
az elvi felbontas elérésére, inkabb az érzékenységre optimalizaljak
a miszereket. A NIR-tartomanyban ugyanis nagyon gyengék az
elnyelések, igy transzmisszios elrendezésnél a megfeleld jel/zaj viszony
eléréséhez akar tobb 100 um vastagsagth mintat kell vizsgalni. (Azaz
ugyan a feliileten pm-es felbontas érhetd el, de a fény irdnyaban tobb
100 um hosszan atlagolodik ki a spektrum.) Pormintdk vagy tablettak
reflexios meérésénél pedig a NIR-sugarzas sokszoros, diffuz reflexioja
csokkenti a felbontdst, ami ebben az esetben néhany 10 um-re tehetd.

Az Ujabb, lézerekkel miikodé Raman-berendezések szinte minimalis
modositassal alakithatok at mikroszkopokka, ezért nem meglepd, hogy
ezeket nagyon hamar, mar az 1970-es években kifejlesztették. A modern
Raman-mikroszkopok a fluoreszcens mikroszkopokhoz kifejlesztett
konfokalis (confocal) optikat alkalmazzak (8.19. abra).

lézer

monokromator
vagy szurd
+ detektor

objektiv lencse

_____________________ fokusz feletti sik
T fokusz sikja
fékusz alatti sik

minta (x,y,2)

8.19. abra. Konfokalis Raman-mikroszkop vazlata
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A konfokalis optikdban a lézerfényt — a fokuszalhatosdgot megszabd
sugarprofil javitasanak érdekében — el6szor egy szabalyos kor alakl résen
vezetik keresztiil, majd a minta feliiletére fokuszaljak. A Raman-szort
fényt ugyanazzal a fokuszald lencsével gytijtik Ossze, €s egy sugaroszto
tiikor segitségével egy résen, majd a monokromatoron at, hulldmhossz
szerint képzik le a CCD-detektorra. A 1ézerfény és a konfokalis optikabol
adodo jo fokuszalhatosag lehetdve teszi, hogy érdes feliiletli mintat is um-
es vagy akar az alatti felbontassal fel lehessen térképezni. S6t, a feliilet
alatti pontra fokuszalva, limitalt mértékben, kb. 10-25 pm-ig, mélységi
analizis is végezheto.

A hiperspektralis Raman-képalkotas esetében a 1ézerfényt defokuszéalva
egy nagyobb feliiletdarabot vildgitanak be. A Raman-térképezéssel
ellentétben ekkor a minta feliileti pontjait egy adott hullamhosszon képzik
le a CCD pixeleire. A hulldmhossz-szelekcidhoz a hiperspektralis NIR-
képalkotashoz hasonléan LCTF vagy hangolhaté akusztooptikus sziirét
(acusto-optic tunable filter, AOTF) hasznalnak, de a NIR-képalkotod
muszerekkel ellentétben a sziiré a minta és a detektor koz¢ keriil.

Példaként (8.20. abra) egy aszpirin, acetaminofen és koffein hato-
anyagokat tartalmazo tabletta Raman-mikroszkdpos képét €s a képen jol
elkiiloniilé6 harom anyag egy-egy pontjardl késziilt spektrumot mutatjuk
be. Az IR- és Raman-mikroszkdpok ¢€s a képalkotas technikai részleteir6l
¢s felhasznalasi teriileteirdl részletesen olvashatunk a [9] referenciaban.

Aszpirin

Acetaminofen

Koffein

8.20. abra. Egy haromkomponensti gydgyszerrdl késziilt Raman-kémiaikép,
valamint az egyes komponensekrdl felvett Raman-spektrum

8.5.3. Térben elcsusztatott Raman-spektroszkopia
(SORS)

A terben elcsusztatott Raman-spektroszkopiat (Spatially Offset Raman
Spectroscopy, SORS) tobbrétegli anyagok roncsolasmentes vizsgalatara
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fejlesztették ki 2005-ben.'” A modszer 1ényege az, hogy a szort fényt a
1ézerrel megvilagitott ponthoz képest két vagy tobb, térben eltérd helyrdl
gyujtik Ossze (8.21. abra).

2. Raman spektrum

> 3. Raman spektrum

|5 1. Raman spektrum

—_—

csomagoléanyag

&
*@\

8.21. abra. A SORS-mérés elve. A tobbféle pozicidban felvett Raman-spektrumok
megfeleld (automatizalt) kivonasaval megkaphatd az egyes rétegek, igy példaul a
hatdanyag spektruma

A megvilagitott pontbol Osszegytjtott szort fényben foleg a kiilsd
réteg Raman-savjai dominalnak, mig a megvilagitastol tavolabbi (néhany
mm-re 1évd) pontbdl Osszegylijtott szort fényben relative intenzivebben
jelennek meg a mélyebben elhelyezkedd6 anyag Raman-savijai.

Intenzitas

T T 1 L 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Hullamszam /cm™!

8.22. abra. Egy Nurofen-kapszularol felvett konvencionalis Raman-spektrum (a), a
kapszularél felvett SORS-spektrum (b), valamint a hatéanyagrol felvett
Raman-spektrum (c); 11. ref.-bdl atrajzolva
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A spektrumok megfelelden (automatizalt) skaldzott kivonasaval
elimindlhat6 a kiils6 réteg spektruma. Tobb vékonyréteg esetén akar az
egyes rétegek spektruma is megkaphato. A modszer tobbek kozott kivaloan
alkalmas vékonybevonattal ellatott tablettak vagy miianyagba, papirba
csomagolt, s6t, akar szinezett livegedényben tarolt porok és tablettak
csomagolés alatti vizsgdlatdra. A 8.22. dbran példaképpen kapszulaba
csomagolt Nurofen Raman- és SORS-spektruma, illetve 6sszehasonlitasul
a csomagolatlan Nurofen Raman-spektruma lathatd. Tovabbi példak
talalhatok a [11,12] referencidkban.

8.5.4. Tavoli IR- és terahertz-spektroszkopia, 3D tera-
hertz-képalkotas

A FIR-tartomanyban megjelené intermolekularis rezgések és
racsrezgések a gyodgyszerkutatdsban a polimorf modosulatok azonositasa
miatt birnak nagy jelentdséggel. A hagyomanyos IR-technikékkal a FIR-
tartomany kisenergiaji felének detektdlasa azonban nehézkes, nagyon
érzékeny ¢és koltséges detektorokra (kriogén hiitésii bolométerre) van
szlikség. Hagyomanyos FT-IR- és diszperzios IR-technikaval ezért a kb.
150 cm'-nél nagyobb energiaju tartomany vizsgalhato rutinszerien.

Az ezredfordul6tol egy 1j, elvileg kiilonb6zd mérési elven alapulod
modszer indult gyors fejlodésnek, az ugynevezett impulzusos terahertz-
spektroszkopia (TPS, terahertz pulsed spectroscopy) ¢€s -képalkotas
(TPI, terahertz pulsed imaging).'*> A TPS- (8.23. abra) ¢és TPI-
modszereknél THz-es fénynyalabot leggyakrabban gy hoznak létre,
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THz forras
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késleltetés THz detektor

h 4

8.23. dbra. Impulzusos terahertz-spektrométer (TPS) vazlatos rajza
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hogy egy Ti-zafir lézer NIR-tartomanyaba esd, ultrarovid (fs-os
nagysagrendll) fényimpulzusaval sugaroznak be egy fényelektromos
kapcsolot (pl. GaAs félvezetdt). A koherens fénynyaldbot egy
sugarosztoval kettéosztjak. Az egyik révid THz-es fényimpulzust vagy
keresztiilvezetik a mintan, vagy a mintardl visszavert sugarzast gyljtik
Ossze ¢s fokuszaljak egy detektorra, ami ugyancsak egy fényelektromos
kapcsolo. A maésik nyalabot egy valtoztathat6 idézitésti optikai késlelteton
vezetik keresztiil, majd ugyanarra a detektorra fokuszaljak, igy ott
szuperponalodik az elsé fénynyaldbbal. Az abszorpcids spektrum — a
torésmutatd spektrumaval egyiitt — a késleltetési ido fliggvényében mért
jel Fourier-transzformacidjaval kaphaté meg.

Form |

Form 1l

Abszorbancia

Hullamszam /cm™

8.24. abra. A szulfatiazol 6t polimorf modosulatanak terahertz-spektruma'

A TPS-modszerrel jelenleg 1 cm™ felbontasu spektrum kevesebb,
mint 1 perc alatt felvehetd. A detektaldsi hatar — anyagtol fliggden — akar
femtomolaris vagy keverékeknél ppt (107'?) mennyiségii is lehet. A THz-
spektrumok rendkiviil érzékenyek a polimorf modosulatra. Példaként
a szulfatiazol 6t polimorf modosulata lathatdo a 8.24. abran. Kivaloan
alkalmas a modszer a polimorf atalakulasok kovetésére is. Mivel az amorf
anyagok szinte teljesen ateresztenek a THz-tartomanyban, ezért papirba,
ruhaba csomagolt anyagok is mérheték. Ennek a mindség-ellendrzésben
¢s a biztonsagtechnikédban nagy jelentésége van; a TPS reptéri biztonsagi
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kapuk épitésére, boritékban feladott kabitoszerek, robbandanyagok gyors
azonositasara is alkalmas.

Az elsOsorban feliileti 2D informéciot nyajto FT-IR- és Raman-
mikroszkopiaval és -képalkotdssal szemben a TPI lehetdséget ad 3D
képalkotasra. Tovabba, a gyogyszer-analitikdban alkalmazott 3D
képalkotasi, pl. ultrahangos modszerekkel szemben pedig spektralis, azaz
kémiai informaciot is ad a TPI. Raadasul, ahogy arrdl mar sz6 volt, a
spektrumok — a MIR-spektrumokkal szemben — érzékenyek a kiilonb6zd
polimorf modosulatokra. Ezekbdl kovetkezik, hogy a TPI kivaldan
alkalmazhato tablettak roncsolasmentes 3D letérképezésére, homogenitas-
vizsgéalatokra, tablettabevonatok vastagsdganak ¢és uniformitdsanak
meghatarozasara. Ujabban tablettak oldédasi kinetikajanak vizsgalatara
is alkalmazzak. A TPI-modszer térbeli felbontasa a besugarzd fényre
merdlegesen (azaz a feliileti felbontasa) a hullamhossztol fiiggéen 50 és
700 um kozott van. A fény irdnyaban a fényimpulzus hosszatol fiigg a
(mélységi) felbontas, 200 fs-os pulzusok esetében ~30 um. Egy tablettarol
1020 perc alatt 200 pm térbeli és 5 cm™' spektralis felbontastu 3D THz-es
kép alkothato.

8.5.5. Rezgési optikai aktivitas: VCD és ROA

Az optikai aktivitdssal kapcsolatos modszerek a kirdlis molekuldk
¢s a sikban vagy cirkularisan polaris (kiralis) fény kdlcsonhatasanak
hullamhosszfiiggését vizsgaljak. Az igy nyert spektralis informacid
segitségével megallapithatd a vizsgalt kirdlis molekula abszolut
konfiguracidja. A rezgési optikai aktivitas (vibrational optical activity,
VOA) csaladjaba két gyakorlatban hasznalt moédszer, a rezgési cirkularis
dikroizmus (vibrational circular dichroism, VCD) és a Raman optikai
aktivitas (Raman optical activity, ROA) tartozik. Mindkét technika
viszonylag fiatal. Ugyan az els§ VCD- és ROA-méréseket mar az 1970-es
években elvégezték, a technikai fejlodés csak joval késobb tette lehetove
rutinszera alkalmazasukat. Az els6 VCD- és ROA-késziilékeket 1997-ben,
illetve 2003-ban hoztak kereskedelmi forgalomba.

A sikban polarizalt fény és a kiralis molekula koélcsonhatasakor az
optikailag aktiv molekula elforgatja az elektromagneses tér sikjat. A
hullamhossz fliggvényében mért forgatast optikai rotdcios diszperzionak
(ORD) nevezziik. A cirkularisan polarizalt fény esetében a jobbra és balra
cirkuldrisan polarizalt fény eltérd abszorpcigjat figyelhetjiik meg. A fény
hullamhosszanak fiiggvényében mért abszorpciokiilonbséget (egységnyi
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koncentraci6 és uthossz esetében ez a rotatorerdsség) cirkularis dikroizmus
(CD) spektrumnak nevezziik. Ennek megfelelden a CD-spektrumokban
olyan hullamhossznal talalunk pozitiv vagy negativ savot, ahol a savok az
abszorpcios (példaul UV-lathato vagy IR-) spektrumban is jelentkeznek.
Az UV-lathato tartomanyban a kétféle cirkuldrisan polarizalt fény kozott
mérhetd abszorpciokiilonbség nagysagrendileg ezred, az IR-tartomanyban
pedig tizezred—szazezred része az abszorpcidonak. Az enantiomerek CD-
spektrumai a hullamhossz tengelyre tiikkorszimmetrikusak. Az UV-lathato
fény tartomanyaban altalaban elektrongerjesztést valt ki a fény, ezért az
ebben a tartomanyban felvett CD-spektrumokat gyakran elektronikus
CD (ECD)-spektrumnak is lehet tekinteni. Hasonldan, az infravords
fény tartomanyaban rezgési (vibrational) CD (VCD)-spektroszkopiarol
beszéliink. Az IR- és VCD-spektroszkopia tehat ugyanolyan viszonyban
all egymassal, mint az UV-Vis és CD-spektroszkopia, csak a vizsgalati
tartomany eltérd. A VCD-moddszer elvét a 8.25. dbra mutatja.

rezgési gerjesztett allapot
L | R

rezgési alapallapot

AA =A, - Ag

8.25. abra. A VCD-spektroszkopia elve

Raman optikai aktivitds (ROA) kisérletet tobbféleképpen is
elvégezhetiink. Elvileg legegyszeriibb modszer, ha a besugarzo 1ézerfény
cirkuldrisan polaris. Ha a kétféle cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott
kiralis mintarol szorodo polarizalatlan fény intenzitaskiilonbségét mérjiik
a hulldmhossz fliggvényében, akkor az ICP-ROA (Incident Circular
Polarization ROA)-spektrumhoz jutunk. Ha a besugarzo fény polarizalatlan,
¢és a szort fényben vizsgaljuk meg a kétféle cirkuldrisan polarizalt fény
intenzitasanak a kiilonbségét a hullamhossz fliggvényében, akkor SCP-ROA
(Scattered Circular Polarization ROA)-spektrumot kapunk. Végezhetiink
olyan kisérletet is, amelyben a besugarzé fény is cirkularisan polaris és a
szort fényben is a kétféle cirkularisan polarizalt fény intenzitaskiilonbségét
vizsgaljuk. Ez a kétszeresen (dual) cirkularisan polarizalt modszer,
a DCP-ROA. A DCP-ROA esetében a jobbra cirkularisan polarizalt
fénnyel besugarzott mintarol szorodo jobbra cirkularisan polarizalt fény
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intenzitasabol vonjuk ki a balra cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott
mintardl szo6rodo balra cirkularisan polarizalt fény intenzitasat. A DCP -
ROA esetében pedig a jobbra cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott
mintardl szorodo balra cirkularisan polarizalt fény intenzitasabol vonjuk ki
a balra cirkularisan polarizalt fénnyel besugarzott mintarol szorodo jobbra
cirkularisan polarizalt fény intenzitasat. A négyféle ROA-alapmérést
tekinti 4t a 8.26. abra.

a b

gerjesztett elektronallapotok gerjesztettelektronallapotok

virtualis gerjesztett allapot

4 h r

virtualis gerjesztettéallapot

D D
Al

rezgésialap- és gerjesztett allapot

C

gerjesztett elektronallapotok

virtualis gerjesztett allapot

rezgésialap- és gerjesztett allapot

d

gerjesztett elektronallapotok

virtualis gerjesztettallapot

8.26. abra. A ROA-spektroszkopiai modszerek elve: ICP-ROA (a), SCP-ROA (b),
DCP-ROA (c), DCP-ROA (d)

A négyféle ROA-spektrum elvileg nem egyenértékii, de a gyakorlatban
azICP-ROA-, az SCP-ROA- és a DCP -ROA-spektrumok kozott kis eltéres
mutatkozik. Tovabbi varidciot jelent az is, ha az SCP-ROA esetében a beesd,
vagy ha az ICP-ROA esetében a vizsgalt szort fény nem polarizalatlan,
hanem linedrisan polarizalt. Szintén elvileg is kiilonb6z6 spektrumokhoz
jutunk, ha a besugarzo és a szort fény kozotti szoget valtoztatjuk. A
gyakorlatban leginkabb az SCP-ROA-mddszert €s ,,hatraszort” geometriat
(abesugarzo és a szort fény 180°-os szoget zar be) hasznaljak. Igy mitkodik
az egyetlen kereskedelemben kaphat6 késziilék is.
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Kijelenthetd, hogy a VCD- és a ROA-spektroszkopidk ma mar az egyik
leghatékonyabb, legmegbizhatobb és leggyorsabb modszerei az abszolut
konfiguracié meghatarozasanak. A gyogyszerkémidban legelterjedtebben
hasznalt modszer az abszolut konfiguraciéo meghatarozasara az egykristaly-
rontgendiffrakcid, amely az atomok anomalis diszperzidjanak mérésén
alapul. Az érzékeny detektorok megjelenése tette lehetdvé mintegy
negyven évvel ezeldtt, hogy anomalisan sz6r6 centrum jelenléte esetén
a visszaszOrt sugar diszperzidjat mérni tudjuk. A diffrakcios abszolut
konfiguracié meghatarozas elvégzésének feltétele, hogy egykristalyt kell
noveszteni (a kristalyositas egyben hatékony tisztitasi eljaras is), valamint
hogy a molekuldnak legalabb két-harom oxigénatomot vagy oxigénnél
magasabb rendszamu atomot kell tartalmaznia. A VOA-modszerek sokkal
rovidebb minta-elokészitést igényelnek. A diffrakcios vizsgalathoz tiszta
anyagokra, sot, enantiomertiszta anyagra van sziikség. Ezzel szemben
VCD- és ROA-mérések esetében a mintanak nem kell enantiomertisztanak
lennie, mintegy 10%-0s enantiomerfelesleg is elég a meghatarozashoz. A
VCD- és ROA-spektrumok felvétele valamivel, de nem jelentésen tobb
iddt igényel, mint egy ECD-spektrum felvétele. Ugyanakkor az ECD-vel
szemben nincs sziikség kromoforcsoportra és kémiai atalakitasra sem. Ez
egyrészt annak koszonhetd, hogy a spektrumértékeléshez kvantumkémiai
modszerekkel szamitott VCD- és ROA-spektrumok joval megbizhatobbak,
mint a szamitott ECD-spektrumok, mivel nincs sziikség gerjesztett
allapotok tulajdonsagainak szamitasara. Masrészt mind a VCD-, mind a
ROA-spektrumok sokkal részletgazdagabbak, mint az ECD-spektrumok.
A kozepes és kis molekulak esetében is egy, vagy akar tobb tucat savra is
lehet alapozni a konfiguracid6 meghatarozasat, azaz egy-egy bizonytalan,
szamitasok alapjanrossz eléjellel jelzett sav nem befolyasolja szamottevden
az asszignacid6 megbizhatosagat. A VCD-spektrumok értelmezésének
megbizhatosagat az is ndveli, hogy a szamitott eldjelek és intenzitdsok
mellett az egyes savokhoz megbizhatosagi faktort kapunk a szamitasokbol.
A VCD-vel tortént abszolut konfiguracié meghatarozasokat ma mar az
amerikai gyogyszergyartast feliigyel szervezet, az FDA (Food and Drug
Administration) hivatalosan is elismeri. A nagyobb gyogyszergyarak
kozott példaul a GlaxoSmithKline, a Bristol-Myers Squibb Co., a Wyeth/
Pfizer, az Eli Lilly, és az AstraZeneca mar kb. tiz éve rutinszertien hasznalja
a VCD-technikat.

Mind a VCD-, mind a ROA-spektrumok effektiv és megbizhato
szamitdsa ma mar szamos programcsomagba, igy a legelterjedtebben
hasznélt Gaussian csomagba is, be van épitve. A kdzepes méretli merev
molekuldk szamitisara ezt a programcsomagot ,,feketedoboz-szertien is
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alkalmazhatjuk. Egy-egy példat mutat be a szamitott és mért VCD- ¢s ROA-
spektrumokra a 8.27. és a 8.28. abra. Nagyobb tapasztalatot, koriiltekintést
igényel a flexibilis molekulak abszolut konfiguracijanak meghatarozasa.
Mivel a VCD- és ROA-spektrumok érzékenyebbek a konformaciora,
mint az ECD-spektrumok, ezért multikonformécios molekuldk esetében
az abszolut konfiguracié meghatarozasa a konformacios eloszlas egyidejii
meghatarozasaval lehetséges. A konformacidval szembeni érzékenységiik
miatt a VOA-modszereket az abszolut konfiguracidé meghatarozasan
konformacioanalizisére is széleskoriien hasznaljak. Mivel a ROA esetében
leggyakrabban hasznalt oldoszer a viz, ezért ez a modszer kivaloan
alkalmas biomolekuldk nativ kornyezetben felvett térszerkezetének
tanulmanyozésara is.

44 —— R-{+}-u-pinén mérnt
S-{-)-a-pinen mert

AA x 10"
(=1

- hﬂM
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04

VCD intenzitas
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8.27. abra. Az R-(+)-0-pinén és az S-(—)-a-pinén mért (higitatlan minta) és az R-(+)-
a-pinén szamitott (B3LYP/aug-cc-pVTZ, oldészermodell nélkiil) VCD-spektruma
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8.28. abra. Az R-(+)-0-pinén és az S-(—)-a-pinén mért (532 nm lézerhullamhossz,

higitatlan minta) és az R-(+)-a-pinén szamitott (B3LYP/aug-cc-pVTZ,
oldoészermodell nélkiil) SCP-ROA-spektruma

A VOA-modszerekrdl egy részletesebb magyar nyelvii attekintd
kozlemény mellett'® szamos, a miiszerekkel, az elmélettel, vagy az
alkalmazasokkal foglalkoz6 konyv és dsszefoglald cikk is megjelent.!”!

8.5.6. Nemlinearis Raman-modszerek

Nemlinearis Raman-szorodasrol akkor beszeliink, ha egy idoben tobb
foton szorodik a molekular6l.>® Ezt a jelenséget csak nagyon intenziv
besugarzast hasznalva figyelhetjiik meg, ami nagy teljesitményti Iézerekkel
allithatd eld. Az elvileg legegyszeriibb eset az un. hiper-Rayleigh- és a
hiper-Raman-szorodas. A hiper-Rayleigh-szorddas esetében a molekulan
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egy idében szérodo két foton energidja Osszeadodik, a kolcsonhatas
eredményeképpen egy, a beesd fotonok frekvencigjahoz (v,) viszonyitva
kétszer akkora frekvenciaj (2v,) foton jelenik meg. A hiper-Raman-
szorodaskora2v —v (Stokes) €sa2v +v (anti-Stokes) fotonok jelennek meg,
ahol v, a molekula hiper-Raman-aktiv rezgesi modusainak frekvencigjat
jeloli. A hiper-Raman-spektroszkopia nagy elonye, hogy a besugarzo fény
¢s a hiper-Raman-szort fény hullamhossza jelentdsen eltér, igy a hattérzaj
joval kisebb. Mivel a kivélasztasi szabalyok is eltérnek a Raman- és az
IR-spektroszkopia kivalasztasi szabalyaitol, igy e két technikdhoz képest
kiegészité informacidval bir.

A nemlinedris technikdk kozil az un. koherens anti-Stokes Raman-
szorodas (CARS) tiinik a legigéretesebb modszernek. Ebben az esetben
harom foton szorédik a molekulan. Az els6 két foton frekvenciajat ugy
valasztjdk meg (v, €sv,), hogy a foton frekvencidk kiilonbsége megegyezzen
a molekula egy rezgési gerjesztésenek frekvencigjaval (v):

e (8.13)

Ha csak ez a két foton hat kdlcson a molekulaval, akkor un. kényszeritett
Raman-szoras (stimulated Raman scattering, SRS) altal gerjesztédhet a
molekula. A CARS esetében ezzel egy id6ben az egyik besugarzé 1ézer
egy tovabbi, v, frekvencidju fotonja is szorodik a molekulan, mikozben
egy negyedik, anti-Stokes-foton (v, ) hagyja el a molekulat (8.29. bra).
A kdlcsonhatas eredményeképpen a molekula az eredeti dllapotban marad,
azaz

Vg =2V, ~V,. (8.14)

Mivel a pillanatszer(i (koherens) szoras soran a fotonoknak ki kell elégiteni
az impulzusmegmaradast, ezért a besugarzo két 1ézer irdnya megszabja
a kilép6 anti-Stokes-fotonok iranyat. Ez rendkiviil nagy elonyt biztosit

CARS foton

A 4

8.29. abra. A CARS-spektroszkopia elve
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a detektalashoz, ugyanis nem kell Osszegylijteni nagy térszogbdl a
kilépo fotonokat; a detektort elég egy, a besugarzo lézerek altal kijeldlt
iranyban elhelyezni. Ezzel szemben a fluoreszcens fotonok a tér minden
iranyaba azonos valdszinliséggel hagyjak el a molekulat, igy a detektorra
csak ezek elhanyagolhat6 része jut el, kovetkezésképpen nagyon kicsi a
hattérzaj. Tovabbi eldny az is, hogy az effektus a besugarzo két fénynyalab
kis metszéspontjaban jon csak létre, ami lehetdvé teszi feliiletek 2D,
vagy folyadékok (akar biologiai mintak, pl. sejtek) 3D vizsgélatat,
feltérképezését is.

A komolyabb technikai hattér miatt mind az itt bemutatott, mind az
egy¢b nemlinearis Raman-modszerek nem a rutin gyogyszer-analitikdban,
csak a gyogyszerkutatashoz kapcsolodo alapkutatdsokban hasznélatosak.

8.5.7. 2D Kkorrelacios spektroszkopia

A félreértések elkeriilése miatt fontos mar e fejezet elején megjegyezni,
hogy a 2D korrelacios spektroszkopia nem térbeli felbontast jelent, hanem
a 2D NMR-spektrumokhoz hasonléan mindkét tengelyen energia, azaz
ebben az esetben hullamhosszskala van. A 2D IR-spektroszkopia eredeti
otlete a 2D NMR-bol szarmazik (1asd részletesen a 10. fejezetben), azaz
kiilonbozd frekvencidkon torténd impulzusszerli besugarzas €és ezutan a
mintarol az id6 fiiggvényében felvett spektrumokbdl megallapithatok
a kiilonb6zd atmenetek kozotti kolesonhatasok, csatolasok. Az optikai
spektroszkopidban ez a modszer ugyan kivitelezhetd, de az alkalmazott
technika bonyolultsaga (pl. femtoszekundumos Iézerek) miatt csak az
alapkutatasban jelent meg. Joval szélesebb korben elterjedt azonban a
Noda altal kidolgozott, dltaldnositott 2D korrelacios spektroszkopia.**
Ennél a technikanal a spektrumokat nem ultrarovid besugarzas utan az
1d6 fiiggvényében mérik, hanem valamilyen kiils6 paraméter, példaul
pH, hémérséklet, koncentracio, reakcio eldrehaladasa fiiggvényében. Az
eredeti 2D korrelacios rezgési spektroszkopiaval szemben az altalanositott
2D rezgési spektroszkopia nem a kiilonbozo rezgési modok kozotti csatolas
feltérképezésére, hanem tobbkomponensii rendszerekben a komponensek
(beleértve az egyedi konformereket is) azonositasara, valamint sorozatos
reakcio szekvenciasorrendjének meghatarozasara szolgal.

A kiils6 paraméter valtozasanak fliggvényében felvett spektrumok
korrelacidanalizisébdl egy szinkron és egy aszinkron spektrum
nyerhetd (8.30. abra). (Az analizis matematikai hatterét lasd a [22-26]
referencidkban.) A szinkron spektrumok szimmetrikusak a diagonalisra. A
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diagonalisban maga a spektrum jelenik meg (autokorrelacios jelek). Az
off-diagonalisban olyan két sav kozott lathatunk pozitiv jelet, amelyek
egylitt valtoznak, azaz egyiitt csokkennek vagy egylitt ndnek a kiilsd hatas
figgvényében. (Példaul a reaktansok sajat savjai vagy a termékek sajat
savjai kozotti jelek.) Negativ a jel akkor, ha a valtozas ellentétes, azaz az
egyik sav nd, mig a masik sav csokken. (Példaul reaktans és termék jelei.)
Az off-diagonalis sdvok intenzitdsa aranyos a korrelacié mértékével. Az
aszinkron spektrumok off-diagonalisaban akkor latunk jelet, ha a két sav
egymashoz képest eltolodva koveti a kiilsé hatast (pl. reakcio-intermedier
egy savja és a termék egy savja kozotti korrelacio). Ennek megfelelden az
aszinkron spektrumok diagondlisan nem lathatunk jeleket, és a spektrum
antiszimmetrikus a diagonalisra, azaz tiikr6zésre valtozik az off-diagonalis
savok eldjele.
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8.30. dbra. Feliileten megkotott citokrém-C IR-spektrumaibdl szamitott 2D
korreléacios spektrumok: szinkron spektrum (a) és aszinkron spektrum (b). Az
IR-spektrumokat a feliilet elektromos potencialjanak fiiggvényében vették fel

(részleteket lasd az 27. kozleményben)

Az altalanositott 2D korrelacios spektroszkopia nemcsak IR-, hanem
egyéb, példaul Raman-, VCD-, UV-Vis és fluoreszcenciaspektrumok
analizisére is kivaloan alkalmas. A spektrumokat kiértékeld, a szimmetrikus
¢s antiszimmetrikus korrelacids spektrumokat kiszamitd €s megjelenitd
algoritmusok ma mar hozzaférhetok a fobb mérdszoftverek részeként is.
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9. Kozeli infravoros (NIR) spektroszkopia
Salgo Andras, Gergely Szilveszter

9.1. Bevezetés

Az utdbbi évtizedben a kozeli infravorés (NIR = near-infrared)
modszerek gyors térhoditasa kovetkezett be, aminek eredményeképpen
ezen technika gyakorlati jelentdsége a kozép infravords (MIR = mid-
infrared) és a Raman-modszerek mellett erdteljesen megnovekedett. Ez
elsdsorban annak kdszonhetd, hogy a szaloptikaval miikodd, in-line, on-
line eszk6zok (szondak) és a kemometriai értékeld modszerek fejlesztése
lehetéve tették a hatékony ipari alkalmazasokat a mindség-ellenérzésben
¢s a folyamatmonitorozasban. A NIR-moddszerek térhoditasanak masik oka,
hogy a NIR-szinképek elemzésére — ami a szélesebb frekvenciaintervallum
¢s a savok atlapoldsa miatt bonyolultabb, mint az MIR- és a Raman-
spektrumok értékelése — hatékony, Gj modszereket dolgoztak ki. Ezen
spektrumelemzo eljarasok révén bonyolult matrixok esetén is (pl. biologiai
objektumok) lehetové valt a megfeleld mélységii tudomanyos értékelés.

Ezen 0Osszefoglald fejezet célja annak bemutatdsa, hogy a kozeli
infravords  spektroszkdpia milyen fontosabb kutatdsi, mindségi és
mennyiségi analitikai, valamint folyamatellendrzési és folyamatiranyitasi
célokat szolgalhat, s milyen irdnyokba fejlodik.

9.2. A NIR-modszerek alapjai

A rezgési (vibracids) spektroszkopia elméleti alapjait egy sor irodalmi
forras részletesen targyalja,'* a kovetkezOkben itt csupan az alkalmazas
szempontjabdl fontos, néhany vonatkozast kivanunk kiemelni.

Amig a MIR- és NIR-technika a gerjesztés kovetkeztében mérheto
abszorpcios jellegli valtozasokat detektalja, addig a Raman-mddszer a
fényszorasi tulajdonsagokat méri (9.1. abra).

A molekularezgések elméleti targyalasat a harmonikus oszcillator
modell alapjan tehetjiik meg, amely modell koveti a Hooke-torvényt. A
legegyszeriibb esetben az oszcillator két tomegpontbdl all (9.2. abra), és
rezgési frekvencidja (v)

y=—u/|=, (9.1)
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Raman kozép (analitikai) infravoros, kozeli infravoros,

(M)IR NIR
Stokes = =g 7+ + ==
A
E E E
7=3 v=4 =3 v=4 7=y v=4
v=2 v=2 v=2
/ AL/
v=1 v=1 v=1
U/v =0 =0 \(7/v= 0
X X X
fényszorasi tulajdonsagokat méré technika fényelnyelési tulajdonsagokat méré technika
alaprezgések alaprezgések felhangok, kombinaciok
(4 000 - 50 cm!) (4000 - 200 cm!) (12500 - 4 000 cm!)

9.1. abra. Abszorpcio és fényszoras valtozasai a gerjesztés soran, £ a potencialis
energia, x a tomegpontok kozti tavolsag, v a vibracios kvantumszam

ahol

= 9.2)
m, + m,

a redukalt tomeg, £ a kémiai kotés erdallandoja.

A

E

kvantumkémia
altal meghatarozott
rezgési energiaszintek

egyensulyi
helyzet

9.2. abra. A harmonikus oszcillator energia-kotéstavolsag osszefiiggése, E a
potencialis energia, x a tdmegpontok kozti tdvolsag, v a vibracios kvantumszam

A vibracios energia az alabbi 6sszefliggéssel irhato le:
1
E =hv v+5 , (9.3)

ahol v a vibracids kvantumszam, v az oszcillator rezgési frekvenciaja.
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A molekulak valds viselkedését az anharmonikus oszcillator modell
(9.3. abra) jobban kozeliti.

Coulomb-
E taszitas

kotés felszakadasa,
molekula szétesése
v=4

V=3

egyensulyi
helyzet

9.3. dbra. Az anharmonikus oszcillator energia-kotéstavolsag Osszefiiggése, E a
potencialis energia, x a tdmegpontok kozti tdvolsag, v a vibracios kvantumszam

Az anharmonikus vibracios energiaja

2
E, =hv(v+lj—xmhv(v+1j (9.4)
2 2

formaban adhat6 meg, ahol v a vibraciés kvantumszam, v az oszcillator
rezgési frekvencidja, x az anharmonicitdsi konstans (0,005-0,05),
ami a molekulaszerkezettél és molekularis kornyezettdl erésen fliggd
tulajdonsag.

A harmonikus €és anharmonikus oszcillacid energiaviszonyait a 9.4.
abra szemlélteti.

A fentiek kiterjeszthetdk a tobb tomegpontbdl 4llé oszcillatorra, ami
a tobbatomos rezgd molekuldk modellje. Levezethetd, hogy egy nem
linearis N atomos molekula 3N-6, mig egy linearis molekula 3N-5 rezgési
szabadsagi fokkal rendelkezik, mozgasa ennyi normalrezgésre bonthato.
A rezgési atmenetek soran azonban a vibracids kvantumszam valtozasa
Av==2,£3, ... £nis lehet, ezek az elso, masodik, ... n-edik felharmonikus
rezgések, mas néven rezgési felhangok.

A felharmonikusok mellett kombinacids rezgések is létrejonnek.
Kombinacionak nevezziik, ha tobb rezgés gerjesztddik egy-egy vagy
tobb kvantummal. A felharmonikus savok intenzitdsa erdsen fiigg az
anharmonicitastol: ha nagyobb mértékben anharmonikus a rezgés,
nagyobb intenzitasu sav varhatdo a spektrumban. A magasabb rendi
felharmonikus ¢és kombinacids rezgési atmenetek valdszinlisége a
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9.4. abra. A harmonikus és anharmonikus oszcillator energiaszintjei, £ a potencialis
energia, v a rezgési frekvencia, v a vibracios kvantumszam, x az anharmonicitasi
konstans

vibraciés kvantumszam novelésével csokken, az abszorpcios savok
intenzitasa ennek megfeleléen csokken. A felharmonikus és kombindcios
savok altalaban erdsen atfednek, ami erdsen csokkentia NIR-spektroszkdpia
specificitasat, és néha megneheziti az észlelt valtozasok értelmezését.
Ezek a koriilmények hosszl ideig korlatoztak a NIR-technikak szélesebb
kort elterjedését. A korszerli kemometriai, diszkriminécios és kvantitativ
adatfeldolgozasi modszerek azonban lehetové tették a MIR- és a Raman-
spektrumok savjaihoz képest kisebb intenzitasu, bonyolultabb NIR-
jelsorozatok értelmezését.

A felharmonikus és kombinacids rezgések mellett néhany tovabbi hatés

is megjelenik a vibracios spektrumokban.

— A Fermi-rezonancia jelenségét akkor tapasztaljuk, ha egy felhar-
monikus vagy kombindcids sav azonos szimmetriat és frekvenciat
mutat, mint az alaprezgés, aminek kovetkeztében (rezonancia) két
relativ er6s abszorpcios sav képzodik.

— A Darling-Dennison-rezonancia minden olyan esetben felléphet,
ahol szimmetrikusan egyenértékli X—H kotések talalhatok (pl.
vizmolekula). A kiilonféle vegyértékrezgések kolcsonhatasa azonos
intenzitasu paros NIR-abszorpcids savokat eredményez.

Osszehasonlitva a NIR-, MIR- és Raman-technikak tulajdonsagait

megallapithato, hogy a NIR felharmonikus és kombinécios rezgési savjai
a kisebb intenzitasaik ellenére jol alkalmazhatok mindségi és mennyiségi
elemzések céljaira, annak ellenére, hogy nagy rétegvastagsagu (akar
cm-es) mintdk esetén az anyagi heterogenitas jelentds. A MIR- és Raman-
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spektrumok inkabb szerkezetvizsgalati célokra, funkcids csoportok
azonositasara alkalmazhatok.

A kutatasi €s ipari célu alkalmazasok soran a mintaeldkészités feltételei
dontdek lehetnek. A NIR- és Raman-technikak ilyen tekintetben elonydsek
(nem vagy alig igényelnek minta-elokészitést) a MIR-modszerekhez
képest. Az utobbival kapcsolatban azonban meg kell jegyezni, hogy az
elmult évtized fejlesztéseképp megjelent az Un. csillapitott teljes reflexios
(ATR = attenuated total reflection) technika, ami a MIR-tartomanyu
mérések esetén is attorést eredményezett a mintakezelésben.

1970-es | 1980-as | 1990-es | 2000-es | 2010-es
évek évek évek évek évek

szlirok

mozgo diffrakcios racsok
LED-ek ¢és sziirok
diddasorok

FT-NIR

AOTF

LCTF

hiperspektralis képalkotas

VVYVVYVYYVYYVYY

9.5. abra. A NIR-technikak fejlédése

Ha visszatekintiink, alig negyven éve jelentek meg az elsd, kereskedelmi
forgalomba keriil6 NIR-spektrofotométerek (9.5. abra), melyeket gabonak
¢és olajos magvak elemzésére hasznaltak. Ehhez Karl Norris — akit méltan
aposztrofalnak a NIR-technika atyjanak — két, forradalmi valtozasokat
jelentd Ujitasa sziikségeltetett: az egyik a diffiiz reflexios méréstechnika, a
masik a tobb hullamhosszt hasznal6 kalibracios mddszer kidolgozasa volt
— ez utobbi tulajdonképpen az elsé kemometriai modszernek tekinthetd e
téren. A korai *70-es években mutattdk be az elsd, még kissé kezdetleges,
interferenciaszlir6-alapt késziilékeket. A NIR-technika szélesebb korben
val6 elfogadtatasa lassu folyamat volt, de a késziilékek (9.6. abra) ¢€s a
kemometriai mddszerek fejlédése exponencidlis novekedést hozott az
alkalmazasok szamaban és sokféleségében. Ennek koszonhetd, hogy
napjainkban t6bb mint 60 gyartd kinal NIR-spektrofotométereket, szdmos
koziiliik tobb modellt is.

A NIR-moédszerek leginkabb latvanyos eldretorése a folyamatirdnyitas
terén figyelhetd6 meg. A klasszikus mintavételek helyett alkalmazhatd
kvarcszaloptikas mérések barmilyen (folyadék, szilard, kolloid,
fazisatalakulasban levd) anyagok mérésére lehetdséget nytjtanak akar in-
line, akar on-line modszerrel (9.7. abra).
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infravoros

berendezés
I
[ | I |
optikai A . mérési
) prnar fényforrds detektor .
konfigurdcio elrendezés
interferencia izz6 infravoros
— sz(ird — (pl. W-halogén, termikus — reflexids

(ék, diszkrét)

Globar, Nernst)

(termoelem)

mozgo
diffrakcids racs
(holografikus)

fénykibocsajto
dioda
(LED)

infravoros foton
(félvezetok,

pl. PbS, InGaAs)|

transzmisszios

kozeli infraban
emittalo didda-

hangolhato 1ézer

transzflexios

sor (DA)

csillapitott teljes
reflexids
(ATR)

interferométer
(pl. Michelson)

akuszto-optiku-
san hangolt
szlird (AOTF)

hangolhat6
folyadékkristaly
sziir6 (LCTF)

9.6. abra. A NIR-tartomanyban mik6d6 berendezések csoportositasa

A spektrumok valos informdciotartalmat azonban nem mindig egyszerti
felismerni, a benniik rejlé hordozott informaciokat gyakran kiilonféle
transzformacios modszerek, ,lényegkiemeld” eljarasok alkalmazasaval
lehet hatékonyan kinyerni. A transzformacios modszerek széles tarhazabol
érdemes kiemelni a spektrumok derivalasaval (pl. elsé és masodik
derivaltak, 9.8. abra), az optikai szérodas korrekcidjaval (pl. tobbszoros

NIR
szdloptika on-line
'
J( L mintavétel mintavétel

szdloptika ' '
NIR szallitas

NIR i

in-line
at-line NIR

off-line

9.7. abra. A NIR-késziilékek elhelyezkedése a vizsgaland6 folyamathoz képest
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szorodasi korrekcid), valamint az adatredukciés modszerekkel (pl.
euklideszi tavolsag, Mahalanobis-tavolsag, ,,polar tavolsag” szamitasok)
végzetteljarasokat, amelyek segitségével olyan transzformalt spektrumokat
vagy adatsorokat nyerhetiink, amik nagysagrendekkel tobb informaciot
jelenithetnek meg, mint maga a primer spektrumsereg.

18 0.1

mono-CP,
1.4 0,05

matrix

oD

gmma-cD

-0.15
1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500 1100 1300 1500 1700 1900 2100 2300 2500
A/nm A/ nm

9.8. abra. A kezeletlen (in. alap) és simitassal kombinalt masodik derivalt
spektrumok, 4 a hullamhossz, OD az optikai stirtiség, D20D az optikai
strliség 2. derivaltja

A spektrumokban rejlé informacidtartalom kiemelésének egy tovabbi
hatékony utja a fokomponens-analizis (PCA = principal component
analysis). A fokomponens-analizis egy olyan klasszifikaciés modszer, ami
a spektrumok matematikai valtozékonysaganak elemzésével a lényeges
(nagy valtozékonysagl) és lényegtelen (valtozékonysagot nem hordozo,
kollinearis) részletek megkiilonboztetésére nyujt lehetoséget.

A kvantitativ Osszefliggéseket kiillonféle regresszios modszerek
alkalmazasaval hatarozhatjuk meg.

Az egyes gyogyszeripari alkalmazasoknal hasznalhato kvalitativ és/
vagy kvantitativ kemometriai és matematikai-statisztikai modszereket az
adott helyen részletesebben targyaljuk.

9.3. A NIR-spektroszkopia kvalitativ modszerei

A NIR-spektrumok kvalitativ analizis céljaira vald felhasznalasanak
alapja a spektrum (mint kémiai és fizikai ujjlenyomat) alakfelismerése,
amit a kémiai, bioldgiai és élelmiszer-tudomanyokban széleskoriien
alkalmaznak. Kétféle valtozata terjedt el:

— a nem felliigyelt vagy nem iranyitott alakfelismerés, ahol a

spektrumokat, mint informacio forrasokat minden el6zetes ismeret
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nélkiil hasznaljuk, €és végezziik el a csoportositast, alakitjuk ki a
klasztereket;

— afeliigyelt vagy iranyitott alakfelismerés esetén elozetes kategorizalas
(csoportositas) alapjan un. ,,tanitd” mintasereget hasznalunk, és az
ennek alapjan kialakitott modellt haszndljuk mindsitési célokra.

Mindkét moddszer széleskortien alkalmazhaté a gyogyszeripari

gyakorlatban anyagazonositasra, nyersanyagok és termékek mindsitésére.

9.3.1. Az alkalmazott kemometriai modszerek

A kvalitativ  spektrumelemzések nem feliigyelt valtozataban
jellemzden hasznalt modszer a fokomponens-analizis (PCA), ahol a teljes
valtozékonysagot fiiggetlen ortogonalis fokomponensek (latens valtozok
vagy faktorok) mentén az 0 valtozok linearis kombinacidjaként irjuk
le, és abrazoljuk. A fékomponens-analizis modszerével a sokvaltozos
adatsorok kevés dimenzios térben is leirhatova valnak a nagymértéki
adatredukcionak kdszonhetden.

A feligyelt vagy irdnyitott klasszifikdcios modszerek soraban
kiilonbséget kell tenniink aszerint, hogy:

— a moddszer lényege a kiilonbségtétel (pl. diszkriminanciaanalizis,
DA = discriminating analysis) vagy a csoporton beliili hasonlosag
kimutatasa (pl. osztalyanaldgiak kozvetett modellezése, SIMCA =
soft independent modelling of class analogy);

— linearis vagy nemlinedris az alkalmazott modszer;

— paraméteres vagy nemparaméteres szamitasrol van-e szo.

Ebben a csoportban jellemzden hasznalt a korrelacion, a tavolsagon

alapuld modszerek, a DA-, ill. a SIMCA-eljarasok.

A korrelacion vagy tavolsagon alapuld modszerek Iényege az egyes
objektumok csoportokba (klaszterekbe) rendezése hasonlosdg vagy
kiilonbség alapjan. Ennek kifejezésére a korrelacios koefficiens (R) vagy
a csoportok (vagy elemek) euklideszi vagy Mahalanobis-féle tavolsaga
lehet. Ilyenkor sziikséges definidlni azt a hatarértéket, amelyen beliil az
Osszehasonlitott spektrumok azonos besorolast (osztaly vagy csoport)
nyernek. Az eurdpai eldirasok (EMEA) szerint 95%-os hatarértéket
»1lliIk” hasznalni korrelaci6 vagy maximalis hulldmhossztavolsag
szamitas esetén.’

A diszkriminanciaanalizis (DA) egy olyan linearis paraméteres
modszer, ahol az egyes csoportok (vagy osztalyok) kozotti kapcsolatot
(Osszefiiggés, tavolsag) azon kivalasztott irdnyok mentén jellemezziik,
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ahol a csoportok kozotti elkiilontilés a legnagyobb. Az elkiiloniilés
szamitasanak alapja a spektrumok kozotti euklideszi tavolsag.

A hasonlosagvizsgalat (SIMCA) modszere olyan paraméteres
modellezésen alapuld eljaras, ahol az egyes csoportokra fékomponens-
analizist végziink, és a nyert fokomponens-modelleket hasznaljuk az
ismeretlen minta elemzésére. Amelyik modellel a legkisebb maradék
(rezidualis) eltérést érjiik el, ahhoz hasonlit legjobban az ismeretlen minta.

Ezen modszerek széleskoriien alkalmazottak kiillonféle hordozok, sarzs-
hatasok ¢és beszallitok kozotti kiilonbségek kimutatasara.

9.3.2. A kvalitativ NIR-modszerek gyogyszeripari
alkalmazasai

9.3.2.1. Anyagazonositas, mindosités

A gyogyszeripari gyakorlat szamara az ICH (International Conference
on Harmonization) el8irasai (Q,, Q,, Q,) meghatarozzak azokat az
analitikai eljardsokat, amiket a nyersanyagok, szélesebb értelemben
a gyartds anyagainak azonositasa, mindsitése soran hasznalni kell. A
Pharmacopoeidk ilyen célokra altalaban folyadékkromatografias, optikai
forgatoképesség mérésén alapuld és kolorimetrias modszereket javasolnak.

Az Eurdpai Gyogyszerkonyv® tobb mint egy évtizede lehetévé teszi a
NIR-moédszerek alkalmazasat anyagazonositasi célokra, ami kiterjedhet
hatéanyagok (API = active pharmaceutical ingredient), intermedierek,
hordozok, tolt6 és segédanyagok, késztermékek vizsgalatara.

A NIR-mddszerek alkalmazasanak nyilvanvald eldnye a gyorsasag
¢s roncsolasmentes jelleg. A kémiai azonositas mellett a NIR-technika
lehetdséget nyujt egyes fizikai tulajdonsagok (szemcseméret, striiség,
morfoldgia stb.), mint azonositasra alkalmas jellemzok detektalasara is.

Az azonositas céljaira alkalmas spektrumkonyvtar-épités és validalas
azonban egy sor elézetes koriilmény vizsgalatat igényli:

— a konyvtar célja, hasznalati iranya;
mintavalogatas a jellemz6 spektrumu anyagok szelektalasa céljabol,
valamint a kalibraci6 kiilso és bels6 validalas céljaira;

a spektrumkezelés optimalizalasa;

— aklasszifikacios algoritmusok kivalasztasa;
a hatarértékek (threshold) meghatarozasa;
fenntartas, aktualizalas.
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A konyvtarszerkezetet és hasznalatanak céljait a felhasznalé hatarozza
meg.

A konyvtarépitéshez hasznalandd mintdkat célszerlien két fliggetlen
csoportba (konyvtar és kiilsé validaldo mintasereg) kell besorolni, ill.
valogatni.

A konyvtarba a tipikus valtozékonysagot mutatd un. betanitd mintakat
helyezziik, azonositdshoz anyagonként minimum 3, mindsitéshez
minimum 20 darabot.’

A spektrum-eldkezelés kivalasztasa erésen alkalmazasfiiggd. Azono-
sitas esetén altalaban els6- vagy masodikderivalt-képzést és szorodasi
korrekciot alkalmazunk a fizikai hatasok csokkentésére vagy eliminalasara.®

A klasszifikaciés modszerek valasztisa képezi a konyvtarkialakitas
Iényegét.

Azonositasi céli  konyvtar esetén a  hullamhossz-illeszkedés
Mindsitési céli konyvtarak esetében a SIMCA-modszer a leggyakrabban
hasznalt klasszifikacios algoritmus.’

A ’90-es években'® keriilt bevezetésre az un. hasonldsagi
megkozelités €s az Un. hasonldsagi index (CI = conformity index) az
anyagazonositds teriiletén. A CI az a legnagyobb hanyados érték, amit
egy spektrum hulldmhossz-skalaja mentén képeziink ugy, hogy minden
egyes hullamhossznal a szamlaloban a minta és a referenciaanyag
abszorpciokiilonbsége, mig a nevezOben a referenciaspektrum szérasa
van. A CI hullamhosszfiiggvénye a kémiai és fizikai okok felderitésében is
fontos informacioforras lehet (pl. kristalyallapot).

A spektrumkonyvtar fejlesztési és optimalizalasi stratégiait tobb
irodalmi forras részletesen targyalja.!! Az anyagazonositas modszereit
példaul hamis tablettdk esetén is alkalmazhatjuk, ezen modszereket
azonban kiilon fejezetben targyaljuk.

9.3.2.2. Polimorfia

A gyobgyszeripari termékek stabilitdsa és oldhatosaga nagymértékben
figg a kristalyformatol. Kilonféle kristalymodosulatok, polimorfok
alakulhatnak ki (vagy alakulhatnak egymasba) az el6allitas, tarolas soran, és
ezen atalakulasok kimutatasara a MIR- és Raman-modszereken tul a NIR-
technikais alkalmas. Tobb irodalmihivatkozas talalhato antibiotikumok, >3
teofillin és laktoz'* amorf, ill. kristalyos modosulatainak kimutatasara.
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9.3.2.3. Egyéb kvalitativ célu alkalmazasok, hamisitasok,
eredetvizsgalat

A kizéarélag NIR-spektrumok alapjan torténd azonositds és mindsités
specialis esetei:

— atermeld helyek megkiilonbdztetése, azonositasa;

— hamisitott termékek azonositasa (hatoanyag, tabletta);

— eredetiségvizsgalat;

— termelési, eldallitasi sarzsok kozotti kiilonbség technologiai okainak
megértése ¢s mértékének kimutatisa (homogenizalds, granulalas,
préselés, bevonas idofliggései; biotechnoldgiai esetekben a
baktériumtorzsek azonositasa).

A hamisitasok, ill. eredetiség kimutatasara, vagyis a valodi (eredeti),
az imitéacio és a hamis termékek megkiilonboztetésére a NIR széleskoriien
alkalmazhato,'® hiszen ezzel a méréstechnikaval a kémiai szempontb6l mas,
vagy eltéré mindségli hatéanyagot, adalékanyagot, hordozot, vagy €ppen
a hatdanyag hianyat konnyen ki lehet mutatni. A spektrumok kemometriai
klasszifikacidja soran jellemzdéen hulldmhossz- korrelacidszamitast és
fokomponens-analizist (PCA) alkalmaznak a megkiilonboztetésre, ill.
csoportba sorolas soran. Az eredeti anyagokra felépitett spektrumkonyvtar
esetén az ,,azonossag” feltételeként nagyon magas (R > 0,99) hatarértéket
sziikséges definidlni. A biztosan azonos objektumok kijelolése utan
Iépésenkénti fokomponens-analizis alkalmazasaval lehet elkiiloniteni a
tovabbi mindségileg kiilonbdzo csoportokat, klasztereket.

A mindségi elemzések soran néhany altalanos, gyakorlati szempontbol
fontos koriilményt érdemes szem el6tt tartani:

— mintakezelés sordn azonos méretli, rétegvastagsagu, lehetdleg

allando6 szemcseméretti és kristalyformaju mintat hasznaljunk;

— a spektrumok eldkezelése soran normalizéldas (SNV = standard
normal variate) és szorodasi korrekcio (MSC = multiplicative scatter
correction) szamitasa és derivalt képzése javasolt;

— a konyvtarkészités soran az Osszes lehetséges valtozékonysagot
figyelembe kell venni (anyagi, operator, id6, késziilék stb.) min. 5-10
kiilonb6zo sarzs hasznalataval,

— a spektrumkonyvtarak rendszeres aktualizalast, ellendrzést
igényelnek;

— a konyvtarak mas késziilékekre valo atvitele (transzfer) specialis
ellenérzési miiveleteket igényel.'®
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9.4. A NIR-spektroszkopia kvantitativ modszerei
a gyogyszer vizsgalatokban

A NIR-spektroszkopia kvantitativ alkalmazasanak elofeltétele, hogy
Osszefiiggést talaljunk a spektroszkopiai adatmatrix (értsd: spektrumok)
¢s az un. referencia adatmatrix (értsd: azon jellemzok, amit vizsgélni
kivanunk) kozott, vagyis a NIR-technika kozvetett (indirekt) modszer.
Az Osszefliggések kimunkalasahoz kiilonféle linearis és nemlinedris
regresszios modszereket hasznalhatunk.

9.4.1. A kvantitativ elemzés regresszios modszerei

A tOobbszoros linearis regresszio (MLR = multiple linear regression)
modszere azon alapul, hogy a meghatarozni kivant komponens (y)
koncentracidja egyes kivalasztott hullimhosszaknal mért optikai jelekkel
(értsd: spektrumintenzités) linearisan korrelal:

y=b,+bx, +bx,+...+bx,, 9.5)

ahol b, ... b a szamitott koefficiensek, x, ... x az adott hullamhossznal
mért intenzitasértékek.

Az ezen hullamhosszaknal mért intenzitdsok alapjan az illetd
jellemzé  prediktalhatd. A modszer tehat a spektrum bizonyos
hullamhosszusagn adataival szamol (azokkal, ahol maximalis a korrelacio),
a tobbi kis vagy nulla informacidtartalmu (tn. kollinearis) szakaszait
nem veszi figyelembe, vagyis hullamhossz-valasztasos modszerrdl
beszélhetiink.

A fokomponens-regresszid (PCR = principal component regression)
soran elobb a spektroszkopiai matrix redukcidjat végezziik el ugy, hogy
az eredeti spektroszkopiai valtozok felhasznalasaval egy fokomponens-
matrixot hozunk létre, ahol sokkal kevesebb latens valtozo (¢) vagy mas
néven faktor segitségével irjuk le a spektroszkopiai valtozékonysagot. Ezt
kovetden a latens valtozok alapjan szamitjuk a korrelaciot:

y=by+bt +bt,+...+bt (9.6)

n?

ahol b, ... b a szamitott koefficiensek, ¢, ... ¢ a latens valtozok.

Ezen modszer esetén minden spektroszkopiai adatot megtartunk,
de azok ,stlya” a szamitas soran valtozik. Meg kell jegyezni, hogy
a latens valtozok nem feltétlen rendelhetdk valos kémiai vagy fizikai
tulajdonsagokhoz, azok matematikai valtozékonysagot irnak le.
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A részleges legkisebb négyzetek (PLS = partial least squares) modszere
esetén a szamitds azon alapszik, hogy a valos spektroszkdpiai matrix
¢s a referencia-adatmatrix egyidejii figyelembevételével szamoljuk a
kovariancia eredményezte latens valtozokat, vagyis a latens valtozok
mindkét adathalmaz egyiittes varianciajat irjak le. A PLS-mddszerrel nyert
modellek pontossaga altalaban kevesebb latens valtozo figyelembe vétele
esetén ér el hasonlo pontossagot, mint a PCR-modszer.

A nemlinedris regresszios modszerek koziil a NIR-spektroszkdpiaban
nagy adatbazisok ¢s esetleg felmeriilé nemlinearis feladatok megoldasaban
hasznalatos a mesterséges neuralis haldzati (ANN = artificial neural
network) modszer, ami lényegében egy tanito algoritmus ,,tréning” fazisa
utan nyujt lehetséget predikciora.'”'®

Egy tovabbi nemlinearis mddszer az Un. tdmogatd vektor modszer
(SVM = support vector machines), ami egy feliigyelt tanitd algoritmus,
¢s mind kiilonbségtételi, mind regresszidés modszerként alkalmazhato.!'**°

9.4.2. Kvantitativ NIR-modszerek gyogyszeripari al-
kalmazasai

A gyogyszerkutatas és gyogyszer-eldallitas egy sor analitikai paraméter
gyors, kvantitativ meghatarozasat igényli, amiben a kozeli infravords
spektrumok, mint jelforrasok, a meghatarozasok alapjat képezik.

A nedvességtartalom meghatarozasa volt az egyik elsd alkalmazas
a gyogyszertermékek teriiletén, amit porok, granulatumok, kapszulak,
tablettak, liofilizatumok mérésénél alkalmaztak széles korben.?'?> A viz
két jellemz6 abszorpcids savja — az 1920 nm kdrnyezetében mérhetd
kombinacios sav (O—H vegyérték- és O—H deformacios rezgések) és az
1450 nm-nél detektalhato elsé felharmonikus sav (O—H vegyértékrezgés)
alkalmasak a nedvességtartalom pontos mérésére, robusztus modellek
kialakitasara.

A hatoanyag-tartalom (API), hordozoanyag-koncentracido, maradék
oldoszer mérésére széleskorien alkalmazott a NIR-technika. Az
alkalmazasok esetrdl esetre 6nalld elemzést igényelnek, a megoldasok
nagy tobbségében PLS az alkalmazott regresszios modszer.'® Széleskorti
Osszehasonlitast talalunk az irodalomban a NIR-, FT-NIR-, FT-IR- és FT-
Raman-technikak, a reflexios és a transzmisszids modszerek, ill. a kiilonféle
spektrométerek tekintetében a kvantitativ mérések megbizhatdsaga
szempontjabol.?
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Egy sor fizikai tulajdonsag is meghatarozhaté NIR-spektrumok
felhasznalasaval.

A tablettakeménység, a préselési erd és a kioldodasi profil** mérésére
alkalmas kalibraciok kertiltek kidolgozasra PLS-modszerek hasznalataval.
A NIR-spektrumokban rejlé informacidok felhasznalhatok példaul a
szemcseméret meghatarozasara.

Nemcsak a kiilonb6zd polimorf anyagvaltozatokat lehet megkiilon-
boztetni a NIR-spektrumuk alapjan, hanem az amorf/kristalyos formak
aranyat is ki lehet mutatni NIR-modszerekkel. A NIR-alapu kvantitativ
modellek kb. azonos pontossaguak, mint a rontgendiffrakcios modszereknél
alkalmazott modellek.”® A polimorf formak aranyanak meghatarozasa
segithet a hamisitasok kimutatdsaban is. Hasznaljak a NIR-modszereket a
feldolgozas soran fellépo kristalyallapot-valtozasok kvantitativ kovetésére
is.

J6 példa az elézéek bemutatdsdra a gyogyszertermékek formulalasa
soran széleskortien alkalmazott mivelet, a liofilizalas. A miivelet soran
megmarado nedvességtartalom érzékenyen mérhet NIR-eljarasokkal, ami
kivalthatja a hosszadalmasabb Karl Fischer-titralast, termogravimetrias
vagy gazkromatografias modszereket.?*?” A NIR-technika elénye hogy
nemcsak a nedvesség kvantitativ meghatdrozasa, hanem a vizallapot
jellemzése (a viz kotottségi allapotdnak meghatarozasa) is lehetséges a
NIR-spektrumrészletek alapjan.® A liofilizalas soran a kristalyos fazis
aranya is megvaltozhat, ennek mérése is lehetséges NIR-spektrumok
alapjan.

Fehérjék fagyasztva szaritasa soran a fehérjék szerkezete megvaltozhat.
A szaritas eredményezte sériilés, ill. a ho hatasara fellépé denaturacid
kimutatasa, szintén lehetséges NIR-modszerek alkalmazasaval.” Az
a-hélixek és B-redok jellegzetes, asszignalhatd abszorpcidt mutatnak a NIR-
tartomanyban, sot a fehérjék magasabb rend szerkezete is detektalhato.*

A liofilizélasi folyamat NIR-monitorozasaval kimutathatd a
jégképzodes kezdete, a jégallapot teljes kialakuldsa és a szublimacios
1épés is kovethetoveé valik.’!

A kvantitativ modszerek hasznalatanak fontos gyakorlati aspektusa az
a tény, hogy a kidolgozott predikcidos modellek pontossagat alapvetéen
az alkalmazott referenciamodszerek pontossaga korlatozza. A predikcio
statisztikai jellemzésére €s értékelésére egy sor paraméter alkalmas:

— a kalibraci6 standard hibéja (SEC = standard error of calibration);

— a keresztvalidalas standard hibaja (SECV = standard error of cross-

validation);

— apredikcio standard hibaja (SEP = standard error of prediction);
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— a linearis korrelacios koefficiens, ill. ennek négyzete (R, R?);

— atorzitas (bias);

— maradék predikcios eltérés (RPD = residual predictive deviation).

A felsorolt statisztikai jellemz6k definicidja Nees és mtsai.*? 6sszefoglald
tanulmanyaban részletesen megtalalhato.

9.5. A NIR-modszerek minéségvezérelt in-line és
on-line maodszereli, ill. alkalmazasai

A NIR-modszerek fejlesztése eredményeképp a gyodgyszer-eldallitas
szinte minden fazisdban, miiveletében lehetéség nyilik ezen gyors,
roncsolasmentes technika alkalmazasara (9.9. abra). Jellemz6 alkalmazasi
teriiletek a porkeverés, granulalas, szaritas, kristalyositas, bevonas,
csomagolas, valamint a kiilonféle biotechnoldgiai miiveletek.

A porkeverés a gyodgyszeripari miiveletek kritikus 1épése, amivel a
hatdéanyag (és egyéb komponensek) egyenletes eloszlasat, homogenitasat
kivanjuk biztositani. A keverés hatékonysaganak (homogenitas) vizsgalata
soran kritikus, hogy reprezentativ legyen a mintavétel, és minimalis legyen
a szemcseméret-kiilonbségekbdl adodo ,,osztalyozddas™.

Jellemz6en szaloptikas, reflexidos elven miikddé un. interactance
szondakat hasznalunk a NIR-spektrumok felvételére,® a homogenitas/
heterogenitas kimutatasara. Ha a keverés kozben aggregacio 1ép fel és
inhomogénné valik az anyageloszlas, az kvalitativan kimutathatdé NIR-
szondak segitségével. Az inhomogenitasok lokalis kimutatasara NIR-alapu
képalkoté eljarasok (imaging spectroscopy) hasznalhatok.'®

A keverést kovetd granulalasi 1épés kulcsparamétere (akar szaraz, akar
nedves granuldlds esetén) a granulatum nedvességtartalma, ill. annak
id6beli valtozasa. In-line reflexios NIR-modszerekkel a nedvességtartalom
fluidagyas granulalas soran is jol detektalhato, a porlasztasi és szaritasi fazis
kovethet6, a szaritas végpontja jelezhet6.** A nedvességtartalom mérése
mellett a szemcseméret €s a kotdanyag-alkalmazas hatasai is kovethetok a
NIR-spektrumok alapjan.’*3

A szaritasi miiveletek a gyogyszer-eldallitas 1d6t rabld miiveletei, és a
klasszikus destruktiv analitikai eljarasok (tobbnyire Karl Fischer-titralés)
nem garantaljak a mérési megbizhatdsagot az egész sarzsra vonatkozdan.
Ezért az in-line NIR-eljarasokat széleskoriien hasznaljak a maradék
nedvességtartalom monitorozasara.**>’

321



o> |

hatéanyag és segédanyagok ‘

I:> Keverés NEDVES SZARAZ
GRANULALAS GRANULALAS
+ tapad(isg(itla’ + kﬁté’anyag ny(r)ligéyer(”)
\
szarltas *
5l
l sznalas E> or*es
+ tapaddsgadtlo g p
+ +
sikosito tapaddsgdtlo segédanyagok
A\ \d \4
D) >lw) (]
\
+ tapaddsgdtlo

sikosito

¥
)

IZ:> tablettazas
|::> keveres |:> keverés,
bevonas bevonas

gyogyhatasu készitmény ‘

A y
|:> tablettazas I:"> tablettdzas

A
ki s,
=> e
\
=>|

9.9. abra. A NIR-spektroszkopia lehetséges alkalmazasai (=)
a gyogyszer-eléallitas soran

A szaritasi fazisban a hatéanyag(ok) vagy hordozoanyag(ok) polimorf
modosulatai egymasba is atalakulhatnak. A kristalyallapotok kozotti
atalakulasokat on-line NIR-moddszerrel kdvetni lehet pl. glicin esetében,
kihasznalva a H-kotések rendszerének valtozasat.*®

A szilard formulalt termékek, tablettak, granulatumok, mikrokapszulalt
anyagok NIR-alapt mindsitése a *80-as évek kdzepe ota fokozatosan valt
gyakorlatta, az alkalmazasok szinte esetrél-esetre egyedi vizsgalatokat és
megoldasokat igényelnek.*

Aszilard formulalttermékek gyartas kdzbeni analizismddszereinek NIR-
valtozatai®* egyre nagyobb aranyban integralodnak a folyamatfeliigyeld,
-analizald technologiak (PAT = process analytical technology) 2004-
ben elfogadott rendszerébe. Az Un. eredeti adagolt formdk (intact
dosage forms) kapszuldk és tablettdk bevonds el6tti ellendrzésére (ha
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van ilyen mivelet) a NIR tobbparaméteres (hatdéanyag, hordozdanyag
koncentracio, keménység, nedvességtartalom, kioldasi sebesség stb.)
kvantitativ moddszerei lehetdséget nyUjtanak, ill. alapul szolgalhatnak
az ,elfogadas” vagy ,visszautasitas” kérdésének eldontésében.”* A
dontések meghozhatok sarzsonként vagy akar objektumonként (tabletta,
kapszula) is. Az objektumonkénti meghatarozasok egyik elénye, hogy
az in-line alkalmazdsok soran a reflexios technika kevésbé érzékeny a
minta pozicionalas feltételeire.** A tabletta- vagy kapszulavizsgalatok
NIR-analizisének egyik legnagyobb hibaforrasa a mintapozicionalés
¢s a vizsgalt objektum geometriai tulajdonsagbeli kiilonbségei. Az
ives mintafelszin, ferdiiltség, rovasok, karcolasok, nyomatok hatasait a
spektrumok elékezeléseivel lehet csokkenteni, ill. kezelni.

A gyogyszer-eldallitas fontos mindségmeghatarozo 1épése a bevonas.
Ennek integritdsa és mindsége biztositja a megfeleld hatdanyag-leadast
¢s -stabilitast. A bevonat mindsitésére alkalmazott diffuz reflexios NIR-
eljarasok altalaban a bevonatmindség és -vastagsag mérésére is alkalmasak.
A bevonas miivelete kovethetd NIR-spektroszkopiai modszerekkel, mely
soran a valtozas olyan modellel irhat6 le, amelyben a korpusz egy jellemzo
komponensének abszorpcids savja csokken, mig a bevond anyag jellemzo
abszorpcids savja novekszik.*! A bevonas mindségét, ill. hibait NIR-
mikroszkopiai médszerrel tudjuk megbizhatoan ellendrizni.

A csomagolas, ill. a csomagoldanyagok ellendrzésére reflexiés NIR-
eljarasok vagy NIR-kamerdk alkalmasak, ahol az objektumrol készitett
NIR-spektrumot az ismert tulajdonsagi, a konyvtarban azonositott
csomagoldanyagok spektrumaival hasonlitjuk 6ssze, majd a hasonldsag
mértékét statisztikai paraméterekkel jellemezziik.

Az in-line és on-line NIR-fejlesztések, -alkalmazasok egy rendkiviil
gyorsan fejlodo, kiilonleges igényli teriilete a biotechnoldgiai
hatdéanyagok eldallitasa. Ennek oka az, hogy a biotechnoldgiai eljarasok
folyamatellenérzése és folyamatmonitorozasa is megvalosithaté a NIR-
spektrumokban rejld kvalitativ és kvantitativ informaciok alapjan. A 2000-
es évek elején indult fermentacios és gyogyszeripari alkalmazasok néhany
jellemzdjét mutatja be a 9.1. tablazat.

A tobbnyire szaloptikds modszerrel, on-line modon gytjtott NIR-
spektrumok jellemzd feldolgozasa PLS-modszerrel torténik, vagy a
spektrum kozvetlen felhasznalasaval, vagy a mért spektrumbodl a viz
spektrumanak kivonasa utdn megmarado jelsorozat alapjan.

A klasszikus mikrobiologiai alapi fermentaciok mellett, az utobbi
évtizedben, az emldssejtes ¢és rovarsejtes fermentacioval eldallitott
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9.1. tablazat. A NIR-technika jellemz6 biotechnologiai alkalmazasai

Detektalt Hullamhossz
Mikroba Termék . i tartomany /  Referencia
jellemzok
nm
' Cimander és
sejttémeg, Mandenius®
gliikoz,
E. coli antibiotikum  8tit, 4000509  GCrECly &
mtsai.
triptofan,
foszfat Parta és
mtsai.*
. sejttomeg, o,
Vibrio cholerae toxm., gliikoz, 400-1500 Navrat.lises
plazmid , mtsai.
acetat
sejttomeg,
Staphylococcus .t -
és Lactobacil- savak glgkoz, 700-1800 Tambur} I:;
tejsav, ¢és mtsai.
lus
ecetsav
sejttomeg,
Staphylococcus savak gh.lkoz, 700-1800 Tosi .e457
xylosus tejsav, mtsai.
ecetsav
sejttormelék, ,
Sacharomyces g p ¢rie fehérie, 19002500  Lcung s
cerevisiae RNS mtsal.

termékek szama novekszik. Emldssejtes fermentacié monitorozasara 400-
2500 nm tartomanyban immerzios szondat hasznaltak Arnold és mtsai.,* és
a folyamat soran gliikdz, tejsav, glutamin és ammonia detektalasa mellett
termeltek fehérje terméket. Immerziods transzflexios szondéaval in-situ mért
(on-line) NIR-spektrumokat hasznaltak Henriques és mtsai.>® emldssejtek
altal termelt monoklonalis antitestek eldallitasara. Rovarsejtek altal termelt
valositottak meg Riley és mtsai.’! glutamin és glilkoz folyamatos NIR-
mérésével.

A biotechnologiai alapu  (fermentacios)  gyogyszereldallitas
fejlesztésében ¢és fejlodésében az un. tervezett mindség (QbD = quality
by design) koncepcié®? megjelenése 4j lehetéségeket nyitott meg. A QbD
tudomanyosan megalapozott, veszélybecsld és veszélyelemzd, holisztikus
¢s proaktiv tervezési eljaras, ill. modszer, aminek értelme a teljes gyartasi
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folyamat (a termék tervezésétdl a kereskedelemig) megértése, tervezése,
fejlesztése, elemzése, bizonyitasa, validalasa és dokumentalasa céljabol.
A gyobgyszerek kutatdsa, eldallitdsa és ellendrzése szigortian ellendrzott,
konzervativ rendszerében a NIR-technika megjelenése, éppen a kozel
valds idejii mérések és folyamatellendrzési lehetoségek miatt, gyokeresen
Uj helyzetet teremtett. A lehetdség szerint legrovidebb id6 alatt torténd
mindségi és mennyiségi paraméter-meghatarozas — azonositas, tisztasag,
mindség, keverési ido, szaritasi id0, tablettastly, keménység, homogenitas
(content uniformity), kioldodasi sebesség stb. — igénye segitett kialakitani
az un. PAT-koncepciot.

A 2004-ben végleges formara hozott PAT-ttmutaté (FDA) harom
kulcskovetelményt fogalmazott meg.

1. A PAT olyan rendszer, ami a megfeleld végtermékmindséget ugy
biztositja, hogy a tervezés, analizis és eldallitasi folyamatokat
az 1d6 fliggvényében folyamatosan kontrolldlja a nyersanyagok,
segédanyagok és folyamatok, miiveletek tekintetében.

2. A PAT ,analitikai” szempontja sz¢leskortien értendd, ami integralt
modon magaba foglalja a kémiali, fizikai, mikrobioldgiai, matematikai
és veszélyelemzési koriilményeket. A PAT célja a QbD elvének
tdmogatasa, ami a folyamatok részleteinek megértését és azok
hatékonysaganak maximalizalasat célozza.

3. Az utmutaté fokusza tehat nem Onmagaban a ,hardver”, hanem
sokkal inkabb a mérési €s elemzO koncepcid, ami érthetéveé és
ellendrizhetvé teszi a folyamatokat.>

A PAT-koncepci6 gyogyszeripari bevezetése sziikségszertien igényelte
mindharom fenti pont kielégitését, aminek eszkdzeképp a NIR-modszerek
(és -eszkozok) gyorsasaguk ¢€s informacidtartalmuk miatt a PAT
megkeriilhetetlen eszkozeivé valtak.

Meg kell azt is jegyezni, hogy a NIR-modszerek és eszkozok
fejlesztését is megvaltoztatta a  PAT-koncepcid terjedése. A
miuszerfejlesztések az egyre kisebb méretii, gyors és specialis (pl. wireless)
eszk6zok fejlodését hozta, amiket a termeld (ellenérzd) vonalak mellett
lehet hasznalni, integralni a PAT-rendszerbe. Az eszkozok fejlodése
az 1j igény, hogy minden pillanatban nyomtathatd, a dokumentaciot és
kovethetéséget segit6 ,,paper trial” funkcioval rendelkezzenek.
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9.6. NIR-képalkoto (imaging) modszerek

A hiperspektralis képalkotd eljarasok 1ugy képesek novelni az
informaciostiriiséget, hogy megteremtik a NIR-spektrumok (mint kémiai
¢s fizikai ujjlenyomatok), ill. azok térbeli lokalizacidjanak kapcsolatat.

A gydgyszeripari €s egyéb (biologiai, fiziologiai, orvosi stb.) teriileteken
széleskortien terjednek a kozeli infravords spektroszkopiai alapu képalkoto
eljarasok. A NIR-alapu képalkotds soran egy szokasos kétdimenzids
mikroszkopos elemi képmezdben (képpontban) harmadik dimenzidképpen
NIR-spektrum kertil felvételre, amint azt a 9.10. abra mutatja.

9.10. abra. A NIR-képalkot6 eljaras alapja

A jellemzd elemi képmez6 (pixel) mérete 6,25 pm x 6,25 um.
Amennyiben egy 625 pm x 625 um méretli képmez6t elemziink, ez
100 x 100 = 10 000 képpontot jelent, amelybe képpontonként rendszerint
128 parhuzamos spektrum atlagolasaval vesziink fel spektrumokat, ami
végeredményben Oridsi mennyiségli adat feldolgozasat igényli. A méréssel
kialakulo, jellemzOen haromdimenzids, hamis szinezésli képek kivaléan
alkalmasak a vizsgalt objektumban taldlhatdo anyagok -eloszlasanak,
homogenitasanak vizsgalatara.

A gyodgyszerkutatas, gyogyszerfejlesztés ¢és gyodgyszer-ellendrzés
széleskorlien tudja haszndlni a képalkotd eljarasok eredményét, mint
kiegészit6 informaciokat, a termék- és folyamatelemzés soran.’*¢ A
perces nagysagrendil idében készitett NIR-képalkotas a formulalas és mas
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folyamatok kvazi valos idejli ellenérzését, hibaérzékelését teszi lehetove.”’
Jol hasznalhatok a NIR-képalkoto eljarasok a hatéanyag-dozirozas®® és a
liofilizaltanyagok formulalasanak®® ellendrzésében. A bevonasi technologia
kovetése,” technoldgiai hibak, pl. a bevonasi miiveletek hianyossagainak,
okainak elemzése,’ a nem megfeleld keverési, homogenizalasi 1épés
kimutatasa,®” tablettak, termékek eredeti vagy épp hamis jellegének
kimutatasaban®-** a NIR-képalkoto eljarasok uj perspektivakat nyitottak.

*

A kozeli infravords spektroszkopiai technikdk, ill. azok specialisan
gyogyszeripari kutatdsi, alkalmazastechnikai, technologiai elényeit és
hatranyait (korlatait) 6sszegzi a 9.2. tablazat.

9.2. tablazat. A NIR-technika elényei és korlatai

Elényok Hatranyok, korlatok
Roncsolasmentes, neminvaziv 0,1% (m/m) koncentraci6 alatt
gyenge jel

Gyors spektrumfelvétel (<1 perc)
Késziilék beruhazasi koltsége magas
Alacsony koltség, vegyszermentes
Az alkalmazott kemometriai
Nagy ateresztoképesség moédszerek tudasintenzivek

Egy spektrum alapjan tobb 0sszetevd  Statisztikailag reprezentativ, nagy

mérhetd adatbazisok sziikségesek
Nem vagy alig sziikséges A modellek alland6 fenntartast,
mintael6készités rekalibraciot igényelnek
Laboratoriumi és ipari kdrnyezetben A kalibraciotranszfer specialis
is alkalmazhato feltételeket igényel

On-line, in-line, at-line alkalmazasok Pontos referenciamédszereket (kémiai

egyarant hasznalhatok és fizikai analitikak) igényel
Szaloptikas modszerekkel in-situ ,.Minden feladat mas”, kreativitas
analizis végezhetd és innovacios készség sziikséges a

feladatok megoldasahoz
Csomagoléson at is alkalmas mérésre
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Amint a korabbi fejezetekbdl lathatod, ez a méréstechnika a kémiai,
gyogyszeripari, technoldgiai, méréstechnikai, matematikai-statisztikai
multidiszciplinaritdsu ismeretek megléte esetén valik valodi ,,termeld
eréveé”. A gyogyszeripar egy sor teriiletén novekszik, és a kozeljovoben
még gyorsabban fejlédni fog a technika gyakorlati implementacioja,
aminek egyszerii oka az, hogy a gyartas miiveletei igénylik a valds idejii
gyogyszer-eloallitast ellendrzé hatdosagok (FDA) is felismerték a NIR-
technika specialis elonyeit, és a folyamat- és mindség-ellendrzésben
»alternativ’ modszerként fogadjak el.

A NIR-spektroszkopia egyre szélesebb korben vald gyogyszeripari
bevezetése erdsiti az un. ,,zérd defekt” mindségellenorzési torekvéseket,
raadasul ez nem jelenti az ellendrzési koltségek novekedését.

Kiilon emlitést érdemel a NIR-modszerek gyodgyszerkutatasi
tertileteken valod alkalmazhatdsdga. A NIR-spektrumok rengeteg rejtett
informaciot tartalmaznak, és ezen informaciok hatékony ,,extrahalasaval”,
a kemometriai modszerek fejlesztésével, az adatbanyéaszat korszeri
modszereinek hasznalataval 1) utak nyithatok eddig elképzelhetetlen
alkalmazasok iranyaba.

9.8. Irodalom

—_—

. Coates, J. Appl. Specrosc. Rev. 1998, 33, 267.

2. Chalmers, J.M.; Griffiths, P.R. Handbook of Vibrational Spectroscopy, John Wiley
& Sons Ltd.: Chichester, 2002.

3. Smith, E.; Dent, G. Modern Raman Spectroscopy — A Practical Approach, John
Wiley & Sons Ltd: Chichester, 2005.

4. Siesler, H.W. In Handbook of Near-Infrared Analysis, Third Edition; Burns, D.A.;
Ciurczak, E.W., Ed.; CRC Press: Boca Raton, 2008; pp. 7.

5. EMEA Note for Guidance on the Use of Near Infrared Spectroscopy by the
Pharmaceutical Industry and the Data Requirements for New Submissions and
Variations (EMEA/CVMP/961/01), EMEA: London, 2003.

. EDQM European Pharmacopoeia, 6th Edition, EDQM: Strasbourg, 2006.

. Reich, G. Adv. Drug Deliv. Rev. 2005, 57, 1109.

. Candolfi, A.; De Maesschalck, R.; Jouan-Rimbaud, D.; Hailey, P.A.; Massart,
D.L. J. Pharm. Biomed. Anal. 1999, 21, 115.

9. Kemper, M.S.; Luchetta, L.M. J. Near Infrared Spectrosc. 2003, 11, 155.

10. Plugge, W.; Van der Vlies, C. J. Pharm. Biomed. Anal. 1993, 11, 435.

11. Gerhausser, C.1.; Kovar, K.A. Appl. Spectrosc. 1997, 51, 1504.

12. Blanco, M.; Coello, J.; Iturriaga, H.; Maspoch, S.; Perez-Maseda, C. Anal. Chim.

Acta 2000, 407, 247.

03 N

328



13.
14.

15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.
. Freitas, M.P.; Sabadin, A.; Silva, L.M.; Gianotti, F.M.; do Couto, D.A.; Tonhi, E.;

25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.
32.

33.

34.
35.

36.
37.

38.
39.

40.

Blanco, M.; Valdes, D.; Bayod, M.S.; Fernandez-Mari, F.; Llorente, 1. Anal. Chim.
Acta 2004, 502, 221.

Buckton, G.; Yonemochi, E.; Hammond, J.; Moffat, A. Int. J. Pharm. 1998, 168,
231.

Scafi, S.H.F.; Pasquini, C. Analyst 2001, 126, 2218.

Roggo, Y.; Chalus, P.; Maurer, L.; Lema-Martinez, C.; Edmond, A.; Jent, N. J.
Pharm. Biomed. Anal. 2007, 44, 683.

Plumb, A.P.; Rowe, R.C.; York, P.; Doherty, C. Eur. J. Pharm. Sci. 2002, 16, 281.
Plumb, A.P.; Rowe, R.C.; York, P.; Brown, M. Eur. J. Pharm. Sci. 2005, 25, 395.
Thissen, U.; Ustun, B.; Melssen, W.J.; Buydens, L.M.C. Anal. Chem. 2004, 76,
3099.

Chauchard, F.; Cogdill, R.; Roussel, S.; Roger, J.M.; Bellon-Maurel, V.
Chemometrics Intell. Lab. Syst. 2004, 71, 141.

Buice Jr., R.G.; Gold, T.B.; Lodder, R.A.; Digenis, G.A. Pharm. Res. 1995, 12,
161.

Berntsson, O.; Zackrisson, G.; Ostling, G. J. Pharm. Biomed. Anal. 1997, 15, 895.
Yang, H.; Irudayaraj, J. J. Pharm. Pharmacol. 2002, 54, 1247.

Medeiros, R.S.; Coco, G.L.; Russo, V.F.T.; Martins, J.A. J. Pharm. Biomed. Anal.
2005, 39, 17.

Li, W.Y.; Worosila, G.D.; Wang, W.; Mascaro, T. J. Pharm. Sci. 2005, 94, 2800.
Last, I.LR.; Prebble, K.A. J. Pharm. Biomed. Anal. 1993, 11, 1071.

Kamat, M.S.; Lodder, R.A.; DeLuca, P.P. Pharm. Res. 1989, 6, 961.

Cao, W.J.; Mao, C.; Chen, W.; Lin, H.; Krishnan, S.; Cauchon, N. J. Pharm. Sci.
2006, 95, 2077.

Bai, S.J.; Nayar, R.; Carpenter, J.F.; Manning, M.C. J. Pharm. Sci. 2005, 94,2030.
Izutsu, K.I.; Fujimaki, Y.; Kuwabara, A.; Hiyama, Y.; Yomota, C.; Aoyagi, N. J.
Pharm. Sci. 2006, 95, 781.

Savage, M.; Torres, J.; Franks, L.; Masecar, B.; Hotta, J. Biologicals 1998, 26,
119.

Nees, T.; Isaksson, T.; Fearn, T.; Davies, T. 4 User-Friendly Guide to Multivariate
Calibration and Classification, NIR Publications: Chichester, 2002.

Anderson, C.A.; Drennen, J.K.; Ciurczak, E.-W. In Handbook of Near-Infrared
Analysis, Third Edition; Burns, D.A.; Ciurczak, E.W., Ed.; CRC Press: Boca
Raton, 2008; pp. 585.

Frake, P.; Greenhalgh, D.; Grierson, S.M.; Hempenstall, J.M.; Rudd, D.R. Int. J.
Pharm. 1997, 151, 75.

Rantanen, J.; Rasanen, E.; Tenhunen, J.; Kansakoski, M.; Mannermaa, J.-P.;
Yliruusi, J. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2000, 50, 271.

Sukowski, L.; Ulmschneider, M. Pharm. Ind. 2005, 67, 830.

Briills, M.; Folestad, S.; Sparen, A.; Rasmuson, A. Pharmaceut. Res. 2003, 20,
494,

Davis, T.D.; Peck, G.E.; Stowell, J.G.; Morris, K.R.; Byrn, S.R. Pharm. Res.
2004, 21, 860.

Hammond, S.; Warman, M. In Abstracts of Papers: 225" ACS National Meeting;
American Chemical Society: Washington, D.C., 2003; p. ANYL-276.

Cogdill, R.P.; Anderson, C.A.; Delgado-Lopez, M.; Molseed, D.; Chisholm, R.;
Bolton, R.; Herkert, T.; Afnan, A.M.; Drennen, J.K. AAPS PharmSciTech 2005, 6,
E262.

329



41.

42.

43.

44.

45.

46.
47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

Pérez-Ramos, J.D.; Findlay, W.P.; Peck, G.; Morris, K.R. A4APS PharmSciTech
2005, 6, E127.

Cimander, C.; Mandenius, C.-F. J. Chem. Technol. Biotechnol. 2002, 77, 1157.
Gergely, S.; Parta, L.; Salgd, A. In Near Infrared Spectroscopy: Proceedings of
the 14" International Conference; Saranwong, S.; Kasemsumran, S.; Thanapase,
W.; Williams, P., Ed.; IM Publications LLP: Chicester, 2010; pp. 735.

Parta, L.; Gergely, S.; Salgo, A. In Proceedings of the 15" International Conference
on Near Infrared Spectroscopy; Manley, M.; McGoverin, C.M.; Thomas, D.B.;
Downey, G., Ed.; Cape Town, 2012; pp. 145.

Navratil, M.; Norberg, A.; Lembren, L.; Mandenius, C.-F. J. Biotechnol. 2005,
115, 67.

Tamburini, E.; Vaccari, G.; Tosi, S.; Trilli, A. Appl. Spectrosc. 2003, 57, 132.
Tosi, S.; Rossi, M.; Tamburini, E.; Vaccari, G.; Amaretti, A.; Matteuzzi, D.
Biotechnol. Prog. 2003, 19, 1816.

Yeung, K.S.; Hoare, M.; Thornhill, N.F.; Williams, T.; Vaghjiani, J.D. Biotechnol.
Bioeng. 1999, 63, 684.

Arnold, S.A.; Crowley, J; Woods, N.; Harvey, L.M.; McNeil, B. Biotechnol.
Bioeng. 2003, 84, 13.

Henriques, J.G.; Buziol, S.; Stocker, E.; Voogd, A.; Menezes, J.C. Adv. Biochem.
Eng. Biotechnol. 2009, 116, 73.

Riley, M.R.; Rhiel, M.; Zhou, X.; Arnold, M.A.; Murhammer, D.W. Biotechnol.
Bioeng. 1997, 55, 11.

Mandenius, C.-F.; Graumann, K.; Schultz, T.W.; Premstaller, A.; Olsson, I.-M.;
Petiot, E.; Clemens, C.; Welin, M. Biotechnol. J. 2009, 4, 600.

Ciurczak, E.W. In Handbook of Near-Infrared Analysis, Third Edition; Burns,
D.A.; Ciurczak, E.W., Ed.; CRC Press: Boca Raton, 2008; pp. 581.

Clarke, F.C.; Jamieson, M.J.; Clark, D.A.; Hammond, S.V.; Jee, R.D.; Moffat,
A.C. Anal. Chem. 2001, 73,2213.

Clarke, F. Vib. Spectrosc. 2004, 34, 25.

Clarke, F.C.; Hammond, S.V.; Jee, R.D.; Moffat, A.C. Appl. Spectrosc. 2002, 56,
1475.

Lyon, R.C.; Lester, D.S.; Lewis, E.N.; Lee, E.; Yu, L.X., Jefferson, E.H.; Hussain,
A.S. AAPS PharmSciTech. 2002, 3, 1.

Medendorp, J.; Lodder, R.A. J. Chemometr. 2005, 19, 533.

Liu, J. Pharm. Dev. Technol. 2006, 11, 3.

Maurer, L.; Leuenberger, H. Int. J. Pharm. 2009, 370, 8.

Gergely, S.; Parta, L.; Salgo, A. Magyar Kémiai Folyoirat 2013, 119, 40.
Gendrin, C.; Roggo, Y.; Collet, C. Talanta 2007, 73, 733.

Gendrin, C., Roggo, Y., Collet, C. J. Pharm. Biomed. Anal. 2008, 48, 533.
Jamroégiewicz, M. J. Pharm. Biomed. Anal. 2012, 66, 1.

330



10. NMR-spektroszkopia
Sohar Pal, ifj. Szantay Csaba, Szakdcs Zoltan, Santa Zsuzsanna

10.1. Az NMR-spektroszkopia alapjai

A magneses magrezonancia- (NMR = nuclear magnetic resonance)
spektroszkopia kisérleti megvaldsitasat 1946-ban publikaltdk (lasd
a 10.1.2. fejezetben), az azodta eltelt idoben az NMR egyetlen mas
spektroszkopidhoz sem hasonlithatd iitem{i és mértekli fejlodésen ment
keresztiil, aminek kovetkeztében fizikai, kémiai, biologiai, anyagtudomanyi,
orvosdiagnosztikai, geologiai stb. elméleti és gyakorlati kutatasok, techno-
logiai fejlesztések nélkiilozhetetlen eszkozévé valt. A jelen targyalasban az
NMR szamtalan alkalmazasa koziil az oldatfazisi NMR- spektroszkopiara,
mint a kémiai szerkezetkutatds egyik legfobb eszkdzére szoritkozunk,
elsdsorban a kismolekulds (a kb. 1000 daltonnal kisebb molekulatomegii
szerves vegyliletek) gyogyszerkutatasokban ¢és a gyogyszeranalitikdban
betoltdtt szerepére koncentralva. Célunk az, hogy bepillantast nytjtsunk az
NMR-spektroszkopia alkalmazasanak gyakorlati lehetdségeibe és metodikai
eszkoztardba. Ehhez sziikség van néhany alapfogalom vézlatos ismertetésére.
Az itt targyalt NMR-modszerek csak toredékét képezik a gyakorlatban
jelenleg hasznaltaknak. A legfontosabb méréstechnikak leirasakor gyakorlati
alkalmazhatosagukra, informécidtartalmukra szoritkozunk. Arra toreked-
tiink, hogy az itt nytjtott ismeretek ravilagitsanak arra, hogy milyen jellegi
problémakat lehet és érdemes NMR-spektroszkopidval vizsgalni.

10.1.1. Fizikai alapfogalmak’

Ha a molekuldkat elektromagneses sugarzas (fény) éri, a sugarzas
frekvenciajatol (energiajatol, hullamhosszatol) fiiggéen a sugarzas
elnyelédik és a molekulak kiilonbozé kvantumallapotai gerjesztddnek. igy
példaul a spektrum ultraibolya, illetve infravords tartomanyaba esé sugarak
az elektronallapotok, illetve a molekularezgések gerjesztését okozzak. A
fény és anyag ezen kdlcsonhatasai reverzibilisek: nem okoznak valtozast
az anyag szerkezetében.

* E ponthoz a kdnyvtarakat megt6ltd és napjainkban is rohamosan szaporodo, sok
szaz NMR-spektroszkopiai témaji konyv koziil néhanyat dnkényesen kivalasztva, az
elméleti alapokat elsdként részletesen targyald Gskiadvanyt! és a vegyészek szamara
irt néhany korszer{ibb monografiat® ajanlunk az olvaso figyelmébe.
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Ha egy atom magneses térbe kertl (amit a B vektor reprezental),
akkor az olyan atommagokban, amelyek 7 spinkvantumszama (lasd
alabb) nem zéré (magneses vagy NMR-aktiv magok), magneses
momentum (p) indukalodik, amely a tér irdnyahoz képest orientalodik,
azaz kiilonbozd energiaji magneses kvantumallapotok jonnek Iétre (a
tér nélkil elfajult magneses allapotok szétvalnak: Zeeman-felhasadas).
Ezen kvantumallapotok kozott alkalmasan megvalasztott frekvenciaja
(radiofrekvencids, RF) elektromagneses besugdrzassal atmeneteket
idézhetilink eld. A gerjesztés hatdsara a magneses momentumvektor kiilsd
magneses térhez viszonyitott iranya valtozik meg. Elsé kozelitésben
minden atommagfajta (izotop) egyetlen, diszkrét frekvencidju sugarzast
nyel el, vagyis a jelenség rezonancia jellegii.

A B, magneses térben az atommagok p magneses momentumanak

nagysaga
u=yhI(I+1), (10.1)

ahol y a mag un. giromagneses egyiitthatéja (anyagi jellemz6, minden
izotopra mas értéke van), & a Planck-allando, n=h/27, I pedig a
spinkvantumszam. Utobbi kis egész vagy félegész szam, illetve zérd
aszerint, hogy a nukleonok (protonok és neutronok) szdma kiilon-kiilon
is, vagy egyiittesen paratlan, illetve paros. Szamos gyakran el6fordulod
atommagnak nincs magneses momentuma és nem képes az RF sugarzasbol
energiat felvenni. Ilyenek példaul a °C, '°O vagy a *S magnesesen inaktiv
atommagok. Természetesen ezeknek az elemeknek vannak (radioaktiv
szempontbol) stabil, NMR-aktiv izotopjai, példaul a *C vagy a '>N.?

A magneses momentum vektor a Descartes-féle koordinatarendszerben
abrazolva a B irdnydhoz” képest tobbféleképpen allhat be, de a térirdnyt
1., vetiilete csak

Uy =myh (10.2)

nagysagu lehet, ahol m = [, I-1, [-2 ... —I, O0sszesen tehat (27 + 1)-féle
értéket vehet fel. Az I =Y spinii magoknak (pl. 'H, '3C, '°F, *'P stb.) igy
két kvantumallapota van az m = %2 €s m = —: beéllasoknak (10.1/a. dbra)
megfelelden. Ha /=1 (pl. 1*N), akkor harom kvantumallapot (10.1/b. abra)
lehetséges (m =1, 0 vagy —1).

" A B, térvektort megallapodasszeriien a +z tengellyel azonos iranyunak tekintjiik.
A régebbi szakirodalomban B -t gyakran ellentétes iranyunak tiintettek fel, mivel az
atommagokban indukalt momentum paramdgneses, azaz a térrel azonos iranyu, mig
a mar régebben ismert diamagneses momentum ellentétes irdnyu, s ez utobbi vektort

abrazoltak a +z tengely iranyaban.
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B0 Z I1=1/2 S I=1 . 1=3/2

m=+172 m=+14
1 vt
—H(zﬁL\L
m=-1/2

a b C

10.1. abra. 1 lehetséges beallasai 7= 1/2 (a), /=1 (b) és I=3/2 (¢)
spinkvantumszamu atommagokra
A kvantumallapotok energiaja
E=—pn-B,=—myhB,, (10.3)

ahol B a magneses tér nagysaga.
Két szomszédos kvantumallapot (amelyekre m értéke eggyel
kiilonbozik) energiakiilonbsége:

AE=yhB, =hv,, (10.4)
és ebbol
v, =" B,. (10.5)
21

Ekként az a radiofrekvencia, amellyel egy feles spinli mag
alapallapotbol (m = ') a nagyobb energiaju allapotba (m = —'%)
gerjeszthetd, s hasonloképpen barmely NMR-aktiv atommag egy kisebb
energiaju magneses kvantumallapotbol a szomszédos nagyobb energiaju
allapotba vihetd at, csak v, lehet. Mivel y anyagi jellemzd, adott B, térben
minden magneses izotop egyedileg jellemzd frekvenciaji RF sugarzast
nyel el. Az RF sugarzasnak e szelektiv abszorpcidja okozza a jelenség
rezonancia jellegét. A téreré nagysdgaval egyenes aranyban valtoznak
a rezonanciafrekvenciak is (10.1. tablazat). A jelenlegi gyakorlatban a
B, teret szupravezeté magnesekkel allitjak el8, amelyek térereje 4,7-23,5
tesla, ami a proton 200 MHz, illetve 1 GHz rezonanciafrekvenciajanak
felel meg.
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10.1. tabldzat. A fontosabb izotopok NMR-paraméterei® a ma elterjedt
spektrométereket jellemzo két téreronél

Spin- Természetes Relativ Rezonanciafrekvencia
Izotop kvantum-  el6fordulasi NMR- /MHz

Szdm gyakorisag /%  érzékenység 7,05T 11,75 T
'H Y 99,99 1 300,1 500,1
’H 1 0,0115 9,65-10° 46,1 76,8
‘H Y 0 (radioaktiv) 1,21 320,1 533,4
Li 3/2 92,41 0,293 44,2 73,6
1B 3 19,9 1,99-107 32,2 53,7
B 372 80,1 0,165 96,3 160,5
12C 0 98,93 0 - -
13C % 1,07 1,59-1072 75,5 125,8
N 1 99,64 1,00-107° 21,7 36,1
SN 23 0,36 1,04-107 30,4 50,7
150 0 99,96 0 - -
70 5/2 0,038 2,92-107 40,7 67,8
F Y 100 0,83 2824 470,6
»Si % 4,69 7,86-1073 59,6 99,4
3Ip % 100 6,65-1072 121,5 202,4

A 10.1. tablazatban szerepld magok koziil a szerves gyogyszerkémiai
alkalmazasok szempontjabol a 'H, a C, a "N, a “F és a P a
legfontosabbak. Ezek az atommagok mind feles spintiek, azaz a B térben
két kvantumallapotuk van. E magok kiemelt fontossagara valo tekintettel,
valamint az egyszerliség kedvéért, tovabbi targyaldsunkat az 2 spinii
magokra korlatozzuk.

A 10.1/a. abra szerint a B térben az 2 spinii atommagok magneses
momentumanak két eltéré kvantumallapota lehet, ami a (10.3) egyenlet
alapjan két eltéré energianivonak felel meg. A nagyobb energidju nivot
p-val, a kisebb energiajut a-val jeldlve, a f-spineknek a magneses
momentum negativ —u  értéke (térrel ellentetes iranyl beallasa) felel
meg, mig az a-spinekhez +u , azaz tériranyu vetiilet tartozik.

A kvantumallapotok energidja csak rendkiviil kismértékben tér el.
Pé¢ldaul a viz hidrogénjeinek két magneses allapota van (a spin '2), s
ha gerjesztett allapotba 107 H-atom keriil, akkor szobahdmérsékleten
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alapallapotban mindossze 66 maggal van tobb. Ez a roppant kicsiny
betoltottségkiilonbség  (n) a gerjesztés hatdsira igen gyorsan
kiegyenlitddik, s akkor tovabbi energiafelvétel mar nem lehetséges, a
rendszer telitodik. A rezonanciaabszorpcié (a rezonanciajel) folyamato-
san csak akkor megfigyelhetd, ha nincs telités. Az NMR-spektroszkdpia
»gyenge pontja” tehat, hogy a kvantumallapotok AE energiakiilonbsége,
s ezért a kvantumallapotok benépestiltségkiilonbsége is rendkiviil kicsi. A
populaciokiilonbség kozel linearisan nd a B térerdvel [lasd alabb a (10.6)
egyenletet]. Ezért az NMR-spektroszkopia rohamos fejlédésének egyik
kulcskérdése a B téreré novelése volt, ami egyuttal a spektralis felbontas
novekedésének eldnyét is magiban hordozza, hiszen (10.5) alapjan a
térerd novelésével a rezonanciafrekvencidk egymastol vald tavolsaga is

crer

s

A B, térerd novelésének jelentoségét a felbontas javitasa szempontjabol a
10.2. dbra szemlélteti.

T T T T e e e e e e e
24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 §/ppm

10.2. dbra. A dehidroepiandroszteron (1) 'H NMR-spektrum részlete 400 (a),
illetve 800 MHz-es (b) késziiléken mérve

Képzeljiink el ezek utan egy 2 spinii atommagsokasagot, amelyben
minden atom egyforma kémiai kozegben van. Ilyen példaul egy kb. fél
ml-nyi vizbdl all6 minta, ami nagysagrendileg 10** szamu hidrogénatomot
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tartalmaz. Ha ez a minta B térbe kertil, akkor a tér hatasara a két energianivo
(10.4)-nek megfelelden pillanatszeriien szétvalik, de ekkor még mindkét
energianivon azonos N, €s Nﬁ szam mag van. A (10.6) Osszefiiggéssel
leirt Boltzmann-torvény megszabta hdmérsékleti egyenstulyban azonban
az alacsonyabb energiadllapotu magok szdma nagyobb kell, hogy legyen,
mint a magasabb energiajuake (N, > N, )

AE yh B,

Ne _gwr_ g o 215y (10.6)
N, KT

A (10.6) egyenlet szerinti egyensuly iddfolyamatként alakul ki,
amelynek sordn egyes magok a felsé energianivorol az alsé nivora
kertilnek (E s~ E), mikozben paranyi h6 formajaban energiat adnak le az
un. ,,racs”-nak (ami alatt a kdrnyezetet, az oldatfazisban hémozgast végzo
molekuldkat értjiik), masok viszont a racsbol energiat felvéve alapallapot-
bol gerjesztettbe keriilnek (E, — E ). Az a—f atmenetek valdsziniiségét a
W,_, valésziniiségi allando jellemzi, ami megadja, hogy egységnyi szamu
o spinre vonatkoztatva egységnyi id0 alatt hany a—/f atmenet torténik.
Hasonloan, a W, valosziniiségi allando megadja egységnyi szamu f
spinre az egységnyl 1d6 alatt végbemend f—a atmenetek szamat. Adott
pillanatban tehat az a—p iranyban egységnyi id6 alatt allapotot valto
Osszes spin szama (vagyis a spinek a—f iranyu ,,anyagarama”) N W a_}ﬂ,
hasonlokeppen, a f—a ,anyagaram™ N W, . A spin-racs kélesnhatas
soran (itt nem targyalt statisztikus fizikai okokbol) a f—a atmeneteknek
valamivel nagyobb a val6szinlisége, mint az a—f atmenetekének, vagyis
W >W o Miutan egyensuly esetén N Wﬁﬂ NﬁW ,a W/Hl > WGH/f
feltetelbol az kovetkezﬂ( hogy N, > N, 1gy alakul ki egyensulyban az
amelyben az egyensulyi Boltzmann eloszlas klalakul, spin-rdacs

relaxdcionaknevezziik. Arelaxacio folyamatat az alabbi 6sszefliggés irjale:
t

—n=(ne—n0)-eT‘, (10.7)

ahol n = Na—Nﬁ, azaz a betoltottségkiilonbség pillanatnyi érteke, n, az
egyensulyi €s n a kezdeti betoltottségkiilonbseg, T, pedig a spin-rdcs
relaxacids idé (az az id6, amely alatt n_ €s n kezdeti kiilonbsége e-ed
részére csokken), ami a spineknek egy adott kvantumallapotban eltoltott
atlagélettartamat jelenti. A gyogyszerkémiaban jellemzden el6fordulo kis
szerves molekuldknal nemviszkozus oldatokban a 'H, 3C, “N, "F és 3'P
magok 7' ért€kei a 0,1-10 masodperces nagysagrendbe esnek, de ritkabban
eléfordulnak ennél révidebb, illetve hosszabb értékek is.
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A Boltzmann-egyensuly bealltaval N > N, és ez azt jelenti (v0. 10.1/a.
abra), hogy tobb olyan spin van, amelyhez a B iranya p , vektor tartozik,
mint olyan, amelynek p_ komponense a B iranyaval ellentétes. Ebbol
kovetkezik, hogy a koordinatarendszerben a p | vektorok )’ p  ereddjekent
B, iranyu egyensulyi makroszkopikus M mdgnesezettség alakul ki.

Az M, magnesezettség kialakulasat ugy is jellemezhetjiik, hogy a B
tér bizonyos mértekig a sajat iranyaba polarizalja a spineket (ezért a B,
teret polarizald térnek is szokas nevezni). Az M magnesezettség z iranya
azt jelenti, hogy a ,transzverzalis” (x,y) sikban nincsen polarizald tér, a
magneses momentumoknak az (x,y) sikba es6 Moy komponensei ebben a
sikban véletlenszertien vannak szétszorodva, azaz ), w, - vektori ered6jitk
zérus.

Az M_ makroszkopikus magnesezettség nagysaga (M ) az n_egyensulyi
populaciokiilonbséggel aranyos. Az egyensulyi makroszkopikus
magnesezettség tehat az alabbi modon irhato le:

S, =M,;; Yp., =0 M~n=N,-N,. (10.8)

A fentiek szerint altalanos esetben az M magnesezettség z iranyu
komponensének nagysidga ardnyos a Zeeman-nivok betdltottségének
kiilosnbsegével, azaz M ~ n.

A klasszikus fizika szerint a magneses mezd forgatonyomatékot
(n x B) fejt ki a belé keriild magneses momentummal rendelkezé testekre.
Ha a testnek van p vektor iranyl impulzusmomentuma (perdiilete), akkor a
p vektor ara hato forgatonyomaték irdnyaba mozdul el. Ez 4ll fenn az NMR-
aktiv atommagok esetében: ezen magoknak sajdt impulzusmomentuma
(spinje) van, amellyel ardnyos a magneses momentumuk. Az ardnyossagi
tényez0 y, a mag giromagneses hanyadosa. Eszerint az atommagok forgd
testnek tekinthetok, melyek forgastengelye a rajuk forgatonyomatékot
kifejtd erétérben — a newtoni mechanika torvényei alapjan — egy kuppalast
felliletén tovabbi forgd mozgast végez. E forgbmozgas szogsebessége
w,=yB,. E Larmor-precesszionak nevezett mozgas (10.3/a. dbra) o [2r=v,
frekvencidja (Larmor-frekvencia) azonos azzal a v, frekvenciaval, amely-
lyel (10.5) alapjan az atommagok kvantumallapotai kozotti atmenetek
gerjeszthetok. A spinek gerjesztését, azaz a rezonanciajelenség eldidézését
a radiofrekvencias besugarzas alternalé B () komponensével érhetjiik
el: amennyiben a homogén B tér mellett egy w, szogsebességgel forgo,
B -ra mer6leges B (7) tér is hat a rendszerre, az maga koriili precessziora
késztetheti a spineket (10.3/b. abra).
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10.3. dbra. A p momentum precesszioja a B és B, térben

Az NMR-spektroszkopia elméletének és gyakorlatdnak egyik
leglényegesebb vondsa az, hogy a spinek gerjesztése igen sokféle
moédon megvaldsithatd attol fliggden, hogy milyen molekulaszerkezeti
informdciora van sziikségiink. Az NMR-spektroszkdpiai kutatasok egyik
igen fontos teriilete az 4 gerjesztési technikak kidolgozasa. Az alabbiakban
harom elemi gerjesztési modot emlitiink: 4) ,,kemény” pulzus; B) ,,lagy”
pulzus; C) folyamatos gerjesztés.

A) A, .kemény” pulzus esetében egy rovid, minddssze néhany ps hosszu
monokromatikus RF besugarzast (pulzust) alkalmazunk. A kemény pulzus
id6ben négyszog alaki, vagyis dlland6 B, amplitudoju, ami azt jelenti, hogy
teljesitmenye zérusrol pillanatszertien valtozik a B, ertékre, néhany ps-ig
ezen az értéken marad, azutan pillanatszerlien visszaesik zérusra. A pulzust
ugy allitjuk el6, hogy annak B () komponense az (x,y) sikban, kozelit6leg a
spinek Larmor-frekvenciajaval, a precesszioval azonos irdnyban forogjon.
A, kemeény” sz0 arra utal, hogy a pulzus nagy energiaju, vagyis a B, érteke
meglehetdsen nagy.

A pulzusgerjesztés lényegét a fentebb emlitett vizminta M,
makroszkopikus magnesezettségre gyakorolt hatasa szemlélteti. Az
egyedi p magneses momentumokhoz hasonléoan az M makroszkopikus
magnesezettségre is (altalanos esetben) a B térben M x B forgatonyomaték
hat, M pedig mindenkor ennek iranydba mozdul el. Ha a pulzus
frekvenciaja a spinek rezonanciafrekvenciajanak kozelében van, akkor
az M magnesezettség az M_x B, forgatonyomaték hatasara a B, koriil
precesszal, tehat , kibillen” a +z iranybol. A pulzus minddssze annyi ideig
kell, hogy hasson, hogy a kibillentett magnesezettség megfeleld nagysagu
M., komponenst adjon az (x,y) sikban. A pulzusnak ez a hatasa konnyen
megérthetd, ha gondolatban ,belehelyezkediink” egy olyan (x’,)’,z)
koordinatarendszerbe, ami a z tengely kortil egyiitt forog a B, vektorral,
ami ebben a rendszerben tehat statikus. Ha a B, pulzust az x’ tengely
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mentén képzeljik el, akkor az az M_x B, forgatonyomaték okan az y’
tengely iranyaba billenti a magnesezettséget (10.4. abra).

10.4. dbra. Pulzusgerjesztés hatdsa a makroszkopikus magnesezettségre
forgo koordinatarendszerben

A pulzus hossza a kibillentés @ szdgével jellemezhetd. Ha a pulzus a
magnesezettséget az (x,y) sikig billenti, azaz ® =90, akkor ,,90™-0s pulzus”-
rol beszéliink. Fontos leszogezni, hogy a néhany mikroszekundumig
tarto pulzus ideje alatt a relaxacid hatasa altalaban elhanyagolhato. Ezt
figyelembe véve, a kibillentett M magnesezettség a pulzus kikapcsolasat
koveto t = 0 pillanatban két vonatkozasban is nemegyensulyi allapotban
van a (10.8) szerinti allapothoz képest: egyrészt z iranyt komponensének

M, abszolit értéke kisebb, mintaz M, termikus-egyensulyi erték, masrészt
viszont az (x,y) sikba esd M komponense nem zérus. Igy tehét a pulzust
kovetden (azaz B, klkapcsolasa utan) a kibillentett M magnesezettség
harom jellegzetes folyamatban valtozik:

() M a B tér kortl a 10.3/a. dbraval analég moédon az M x B,
forgatonyomaték hatasara v, frekvencidju Larmor-precessziot végez az
(x,y,z) rendszerben;

(b) a spin-racs kolcsonhatas eredményeként az M magnesezettség
M komponense visszater (relaxal) eredeti M, ertekéhez. Tekintve, hogy
M .~ n, (10.7) egyenlet analogidjara ez a folyamat az alabbiak szerint

(&)

irhato le:
t

M, ~M. =M ~M,)e"; (10.9)

(c) a magnesezettség (x,y) sikbeli komponense a (10.10) Osszefiiggés
szerinti exponencialis lecsengéssel zérushoz tart:
t

M, . e". (10.10)

)~ Moy

M
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Ez utébbi folyamat részben az egymashoz kozeli spinparok energia-
cser¢jébdl szarmazik, ezért spin-spin relaxdcionak, a T, id6allandot pedig
spin-spin relaxdacios idonek is szokas nevezni.

A magnesezettségnek e folyamatok egylittes hatasara végbemend vélto-
zasat kvalitative a 10.5. dbra mutatja egy 90°-os pulzust kdvetden.

Ha a 10.5. abran lathato ,,csigavonal” (x,y)-sikbeli vetiiletét az ido
fliggvényében abrazoljuk, akkor egy T, id6allandoval exponencialisan
csillapitott harmonikus oszcillaciot kapunk. Az M, komponens idSbeli
lecsengését pl. a 10.6/a. abran bemutatott fliggvény szemlélteti.

z

10.5. dbra. M vektor id6beli valtozasa egy 90°-os pulzust kdvetden

Ha az (x,y) sikban elhelyeziink egy radidfrekvencids vevotekercset,
akkor az (x,y) sikban alternaldé magnesezettség, Faraday indukcios
torvénye alapjan, ebben a tekercsben valtakozo fesziiltséget general
(dinamoelv), amelynek idébeli alakja megfelel a 10.6/a. abra szerint
csillapod6 oszcillacionak. A vevében az igy mért idébeli jel a ,free
induction decay” (FID), ahol a ,.free” ¢s ,,decay” szavak arra utalnak,
hogy a pulzust kovetden az M magnesezettség a B, térben szabadon
(értsd: gerjesztd tér nélkiil) relaxal vissza egyensulyi allapotaba, vagyis
az M(w) komponens szabadon tiinik el, ,,cseng le”; mig az ,,induction” sz6

-t
M(y) = Mo(y) . eT_Z . COS(ZIl'Vot) 12

FT 1
- i <_Av1/2=1'[_T2

t \Y

a b
10.6. abra. Detektalt jel (FID) és spektrum
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a makroszkopikus magnesezettség altal a vevdtekercsben indukalt
(FT) kapjuk, ami az iddébeli jelet a szokasos frekvenciadimenzidju
rezonanciajellé alakitja (10.6/b. abra). A FID exponencialis lecsengésébdl
adoddan a rezonanciajelet az Uin. Lorentz-fliggvény irja le, amelynek
maximuma éppen a v, Larmor-frekvencianal van, Av  félértékszélessége
(vagyis a jel csicsmagassaganak felénél mért szelessége) pedig T,-vel
forditva aranyos:

1
Avyy=—. (10.11)

2

Fontos figyelembe venni, hogy T, és T, rendkiviil érzékeny a vizsgalati
koriilményekre. Hig oldatokban, kis viszkozitasoknal 7, altalaban
Osszemérhetdé T -gyel, de a gyakorlatban annal valamivel kisebb.
Minden olyan korilmény, ami roviditi a 7| spin-racs relaxacios idét,
egyuttal roviditi 7, értekét is, ezzel jelszélesedést okozva. Ugyanakkor T,
rovidiilhet anélkiil is, hogy 7, véltozna, aminek altalaban a legfobb oka az,
hogy a gyakorlatban lehetetlen tokéletesen homogén B teret el8allitani,
a tér inhomogenitasai pedig tovabb roviditik 7, értekét. A gyakorlatban
igyekezni kell olyan kisérleti koriilményekrdl gondoskodni, amelyek a
lehetd leghosszabb T-értékeket biztositjak, hiszen min¢l ¢€lesebbek a
jelek, annal nagyobb a spektralis felbontas és annal jobb a jel/zaj viszony
is (lasd alabb).

Akemény pulzussal valo gerjesztés jelentdsége az NMR-spektroszkopia
gyakorlataban belathat6 az alabbiakban két szempontot figyelembe véve.
magnesezettséget a 10.4. abran bemutatott modon kibillenteni, még akkor
is, ha a pulzus frekvencidja nem pontosan egyezik meg a magnesezettség
Larmor-frekvencigjaval. E tény jelentdsége beldthaté a kovetkezOkbol.
Eddig az elképzelt vizminta kapcsdn egy olyan spin-sokasag
viselkedését targyaltuk, ami azonos Larmor-frekvenciaju spinekbdl all.
A szerkezetkutatdsi szempontbol érdekes szerves molekuldkban vagy
kiilonbozé molekulakat tartalmazd elegyekben egy adott NMR-aktiv
magfajtabol tobb kiilonb6zé Larmor-frekvencidji spin van (Id. 10.1.2.
pont), ezért az NMR-spektrumban tobb rezonanciajel van. Pl. a dimetil-
eter €s aceton 1:1 molaranyl elegy€bdl készitett oldatban, a B térben
a dimetil-éter Osszes protonja v,,, az aceton valamennyi protonja pedig
v, frekvenciaval precesszal, azonban a 10.1.2. pontban targyalt okokbol
Vou €8V, eltérnek egymastol. Miutdn a mintaban nagyszamu dimetil-éter

¢s aceton molekula van, mindkettd letrehozza a sajat M, illetve M,
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makroszkopikus magnesezettségét. A pulzusgerjesztés modot ad arra,
hogy egyetlen olyan pulzussal, amelynek a frekvencidja v, €s v, kozelébe
esik, egyszerre billentsik ki az M, €¢s M, magnesezettségeket. Ebben az
esetben a pulzust kdvetden detektalt FID (10.7/c. abra) az egyedi FID-ek
(10.7/a. és 10.7/b. abra) szuperpozicidja. A 10.6. abraval analég modon,
vegyiilet rezonanciajelét tartalmazza, tehat egyetlen mérésbdl megkaphat6
Vou €8 v, €rtéke (10.7. dbra).

-t
My(yy = Moay) - €724 - cos(2mvgt)

FT
a siimiaod
—t

-t Voa
Mp(yy = Mog(y) - €728 - cos(2mvgpt)

FT

b )

My + Mp(y) FT
c P/WWW )

10.7. abra. Két kiillonbozo frekvencidju FID szuperpozicidjaként kialakulo jel,
¢és annak Fourier-transzformaltja

Vo

Voa VoB

2) Mas spektroszkopiai modszerekkel Osszehasonlitva az NMR
rendkiviil érzéketlen modszer, vagyis a detektdlt rezonanciajel a
spektrométer elektronikus zajahoz mérten viszonylagkicsi, ami kedvezdtlen
jel/zaj (,,signal-to-noise”, S/N) viszonyt eredményez. A jel/zaj viszony
novelésének egyik rutinszertien alkalmazott médja az akkumulacié (CAT:
computer averaged transients). Miutdn a zaj véletlenszerlien (random)
valtozik, viszont a rezonanciajel mindig ugyanannal a frekvencianal jelenik
meg, ha sok egymast kovetd mérés soran kapott spektrumot 6sszeadunk
(akkumulalunk), akkor a jel/zaj viszony novelhet6. A pulzusgerjesztés
kényelmes modot ad erre, miutan egyetlen pulzus, az azt kdvetd relaxacios
iddvel egyiitt, minddssze néhany masodpercig tart. Megmutathato, hogy a
jel/zaj viszony a pulzusok szamanak négyzetgyokével emelkedik, vagyis
S/N ~ \/pulzusszam. Az akkumuléacio hatasat a 10.8. abra illusztralja a
dehidroepiandroszteron (1) 100 MHz-es *C NMR-spektrumanak részletén.
[A jel/zaj viszony novelésére egyéb technikai lehetdségek is 1éteznek (1d.
10.2.2. pont)].
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B) A ,lagy” pulzus esetében, amint azt a neve is sugallja, a kemény
pulzushoz képest joval kisebb B -értékeket alkalmazunk, €s a pulzus ideje
is hosszabb, altalaban néhanyszor tiz milliszekundum (ez még mindig
igen rovid a tipikus 7, €s T, id6khoz képest). A lagy pulzusokkal sziikebb
frekvenciatartomanyt vagy akar egyetlen kivalasztott jelet gerjeszthetiink.
A lagy pulzusokra jellemzd, hogy idéprofiljuk igen valtozatos lehet — ezek
az Un. formazott (,tailored”, azaz a négyszogjelnél bonyolultabb idébeli
lefutdsu) pulzusok. A formazott lagy pulzusokkal a legkiilonb6z6bb médon
lehet a spineket gerjeszteni, s ennek igen nagy a gyakorlati jelentdsége pl.
az un. szelektiv mérési technikak esetében (1d. 10.3.2. fejezet).

a b

c
|

T T )

50 48 46 44 50 48 46 44

5/ ppm 5/ ppm

5/ ppm

10.8. abra. Az akkumulacié hatasa a spektrum jel/zaj viszonyara
(a) 16, (b) 64 és (c) 1024 pulzus utan. S/N: (a) 5,1; (b) 10,6 és (c) 45,3

C) A folyamatos (continuous wave, CW) gerjesztéskor konstans
frekvencidju, gyenge és konstans B, intenzitdasi RF besugarzast
alkalmazunk, a legegyszeriibb esetben azzal a céllal, hogy egy adott
Larmor-frekvenciaju spin-sokasdg makroszkopikus magnesezettségét
szelektiven ,telitsiik”, azaz jelintenzitasat erésen csokkentsiik anélkiil,
hogy a spektrum egyéb jelei valtoznanak. Ez példaul akkor lehet sziikséges,
ha a spektrumban egy erds oldoszerjel eltakarja a gyengébb jeleket, ezért
az oldoszer jelét ,.el kell nyomni”; tovabba ezt a tipust gerjesztést gyakran
hasznaljak bizonyos, téren at hat6 spin-spin kdlcsonhatasok mérésekor is,
vagy cserefolyamatok tanulmanyozasakor (I1d. 10.1.8. és 10.1.9. pont). A
,»folyamatos” sz6 alatt azt kell érteni, hogy a besugarzast a 7' id6skalaval
Osszemérhetd ideig (a 7', 1d6 n¢hanyszorosaig) tartjuk fenn.

A telités fent emlitett jelensége elsé kozelitésben a kvantummechanika
segitségével értelmezhetd. Bizonyithatd ugyanis, hogy ha a relaxacio
hatasaval nem szamolunk, akkor a rezonanciafrekvencian torténd
folyamatos RF besugarzas esetén a gerjesztd tér egyforma valdszintiséggel
indukalja a f—a ¢s az a—f atmeneteket, azaz W, =W _ . Miutin a
gerjesztés megkezdése el6tt N > N, » ez azt jelenti, hogy az RF besugarzas
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bekapcsolasakor a kezdeti ,,gerjesztd anyagaram” nagyobb, mint az
,,emisszids”, azaz NaW‘Hﬂ > NW, ez az ,anyagaram”-beli kiilonbozet
teszi lehetdvé az NMR-jel méréset. A folyamatos RF besugarzas hatasara
azonban, egy tranziens szakasz utan, kialakul az NW_ = NW,
egyensily, amia W, =W _ feltétellel azt jelenti, hogy N, = N, vagyis
az also ¢és fels6 nivo populacidja azonossa valik — a spinrendszer telitett
allapotba jut. Telitéskor NaW{Hﬂ = NﬁWﬂ%, azaz megsziinik az a netto
»anyagaram”, ami a mérhet6 NMR rezonanciajelet adja. Ha azonban
N,=N,, akkor (10.8) 6sszefiigges alapjan az egyensulyi makroszkopikus
magnesezettség zérus. Tehat ha a szelektiv telitést kovetden egy kemény
pulzust alkalmazunk, akkor a telitett magnesezettség jele eltlinik a
spektrumbdl. A gyakorlatban azonban a folyamatos besugérzas ideje alatt
a spin-racs relaxacio hatasa is érvényesiil, amely igyekszik az N, > N
allapotot fenntartani. A telitddés tényleges mértéke tehat attol fiigg,
hogy a folyamatos RF besugarzas milyen mértékben képes kompenzalni
a relaxacio hatasat. A gyakorlatban eldfordulé tipikus relaxéacios idok
mellett (lasd fent) altalaban meglehetésen nagymértéki telitést lehet elérni.

A telités jelenségének egyik fontos gyakorlati felhasznalasa pl. az n.
,oldoszer elnyomas”. Bizonyos esetekben (pl. hig vizes oldatokban, 1d.
10.4.3. fejezet) a spektrumban igen intenziv lehet az oldoszer rezonancia-
jele a mérendd anyag jeleihez képest, amely elfedhet értékes spektrum-
tartomanyokat. Az oldoszer jelének ,,elnyomasaval”, amit a legegyszeriibb
esetben egy megfelelden szelektiv CW besugarzassal érhetiink el, az
oldoszer jelét ,.eltlintethetjiik” a spektrumbol.

A fentebb vazolt pulzusiizemti és folyamatos gerjesztési modok
egymassal kombinalva is alkalmazhatok, aminek igen nagy a gyakorlati
jelentosége. A részben kémiai kotéseken keresztiil, részben kozvetlentil
téren at létrejové spin-spin kdlcsonhatasok feltérképezése rendkiviil
gazdag és pontos informaciot ad a molekula szerkezetérdl. Az ilyen
kolcsonhatasok kisérleti mérése azonban nem egyszerli, és a spinek
bonyolult médokon vald gerjesztését igényli annak érdekében, hogy meg-
felelden detektalhatok legyenek. Ehhez a kiilonb6z6 gerjesztési modok
szekvencialis hasznalata sziikséges olymddon, hogy adott tipusu kdlcson-
hatds detektaldsa érdekében kiilonbozé irdnyokbol (azaz kiilonbozo
fazisokkal), kiilonb6z6 hosszisagu €s intenzitasti pulzusok megfeleléen
idozitett sorozatat alkalmazzuk, ezzel eldre tervezetten ,,manipulalva”
a spineket. A pulzusszekvencidk végén tipikusan egy 90°-os ,.elemzd”
kemény pulzussal (read pulse) tessziik mérhetové a ,,spin-manipuléci6”
végeredményét. A modern NMR-spektroszkopia gyakorlata nagyrészt az
ilyen pulzusszekvencidk alkalmazéasan alapul (ezekbdl tobb szaz ismeretes a
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szakirodalomban),* és fejlesztésiik az NMR-spektroszkopia 6nallo kutatasi
terliletét képezi. A pulzusszekvencidk segitségével nem csak a szokasos
egydimenzios (1D) NMR-spektrumok szamos fajtaja mérhetd, hanem a
legkiilonb6zoébb kétdimenzios (2D) NMR-spektrumok is (1d. 10.3.3. pont).
[Az ,,egydimenzids” jelzd az olyan spektrumokra utal, amelyek vizszintes
tengelyén a frekvencia (vagy legtobbszor a ppm-ben kifejezett ,.kémiai
eltolodas™), a fliggdleges tengelyén pedig a rezonanciajelek intenzitasa
van feltiintetve. A ,kétdimenzios” kifejezés pedig olyan spektrumokat
jelent, amelyeknek mind a vizszintes, mind pedig a fliggéleges tengelyén
egy-egy spektrumot abrazolunk, e két tengely altal kifeszitett sikra
merdlegesen pedig egy olyan ,,domborzati képet” kapunk, amelybdl
kiolvashatdk a kiilonféle spin-spin kdlcsonhatasok].

A legfontosabb pulzusszekvencidkon alapuld mérések gyakorlati
hasznalatat a 10.3.3. pont targyalja.

10.1.2. A kémiai eltolodas

Az els6é sikeres rezonanciakisérletet 1945-ben a Bloch és Purcell
vezette kutatocsoportok egymastol fliggetleniil hajtottak végre a viz,
illetve a paraffin H-magjain, ezért késébb megosztott Nobel-dijat kaptak. A
kémia szamdara azonban az NMR-modszer csak az 1950-es évek kezdetétol
valt érdekesse. Ekkor dertilt ki ugyanis, hogy a v, Larmor-frekvencia
molekularis kdrnyezetben — bar csak igen kis mértékben — megvaltozik,
és a (10.5) egyenlet szerinti érték csak a molekularis kdrnyezetbdl kiemelt
»csupasz” magokra érvényes. Ennek oka a molekulakban az atommagokat
kériilvevo mozgo elektronok keltette B, lokalis magneses tér, ami a kiils6
B, térrel ellentétes iranyu. Igy az atommagok éltal ténylegesen érzékelt B
magneses tér nagysaga By = B, — B, (ahol természetesen B, elenyészéen
kicsi B-hoz képest), és — a (10.5) Osszefiigges értelmeben — a valos
rezonanciafrekvencia v, helyett v = (y /27)(B, - B, ) = (y/27)B, .

A kiilonb6z6 kémiai kornyezetben 1évé magok koril kiilonb6zo
lokalis terek létesiilnek, s ezért ugyanaz a mag — pl. a protonok —
rezonanciafrekvencidja ugyanabban a molekuldban is eltérd lehet. gy
pl. az etanol hidrogénjei harom eltéré frekvencianal rezondlnak a metil-,
metilén- és OH-csoportbeli H-atomoknak megfeleléen.’ Ezt a jelenséget
kémiai eltolodasnak nevezzik. Az NMR-spektrum ekként egy adott
molekula valamely — eltér6 koérnyezetben 1évé — magneses magjainak
abszorpcios jeleit tartalmazza a frekvencia fiiggvényében dbrazolva.
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A kémiai eltolodas ilymodon tdjékoztat a vizsgalt mag kémiai
(molekularis) kornyezetér6l, mas széval a kémiai szerkezetrol, s ezaltal
valik a kémiai szerkezetkutatas nélkiilozhetetlen eszkozévé.

Az etanol 'H NMR-jeleinek intenzitasaranya 1:2:3, vagyis a
jelintenzitas (a jel alatti teriilet, integral) aranyos az érte felelos magtajta
molekulan beliili relativ szamaval, igy gyakran egyértelmiivé teheti a
jelek hozzarendelését, pl. az etil-alkohol esetén az OH-, CH,- és CH.-
hidrogénekhez. Az integralt spektrum analitikai célu felhasznalasaval a
10.4.1. fejezetben foglalkozunk.

Az elmondottak bonyolultabb esetekben is érvényesek. Példaul
szolgalhat az N-(3,4,5-trimetoxibenzoilamino)-2,5-dimetilpirrol (2) 'H
NMR-spektruma (10.9. abra). A spektrumban hat jel lathaté a C-Me, a
fenil-4-OMe, a fenil-3,5-OMe, a pirrol-H-3,H-4, a fenil-H-2,H-6 és NH-
csoportoknak megfeleléen 6:3:6:2:2:1 intenzitasokkal (Id. 10.9. abra).

3,5-OMe(Ar)
—
Me(Py)
P il
4-OMe(Ar)
PyH
ArH
NH )
f 1L
AR T T T T T vy ot
11 7 6 S 4 3 2

10.9. dbra. A 2 vegyiilet 'H NMR-spektruma a jelintegralokkal

Aktilonféle kornyezetben el6forduld magok kémiai eltolodastartomanya
a B, térhez mérten igen kicsiny, protonokra kb. 20-10°° B -tartoméany
jellemz6. Mas magoknal joval nagyobb a kémiai eltolodas-intervallum (*C

OMe
Me O
_ OMe
— N—NH
OMe

Me
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esetén kb. 250-10°, a "F-magra kb. 600-10°°), de B -nal mindenképpen
nagysagrendekkel kisebb. A rezonanciafrekvenciak ilyen pici kiilonbsé-
geinek pontos mérése nem egyszeri. Méréstechnikai okokbdl ezért
célszerli egy adott referenshez viszonyitott kiilonbségeket mérni, valamint
a rezonanciafrekvencia B-tol valo fliggésének kikiiszobolésére osztani
a referens anyag frekvenciajaval. A kémiai eltolédast konvencionalisan
o-val jeloljiik, 2001-es IUPAC definicioja’® a kovetkezo:

§=0 "V (10.12)

Vref

ahol v_a vizsgalt mag, v . pedig a referens anyag rezonanciafrekvenciaja
Hz-ben. Mivel a kiilonb6z6 atommagok o-értéke a 107°-10~* nagysagrendbe
esik, célszeri milliomodrészként, azaz ppm-ben (,,part per million”)
kifejezni. A referens 'H és *C NMR-spektrumok esetén ma mar csaknem
kizarolag a tetrametil-szilan (SiMe,, TMS, 1d. 10.2.1. pontot is). A mas
magokra ajanlott referenciavegytiletek megtalalhatok az irodalomban.?

10.2. tabldzat. Néhany deuteralt oldoszer 'H és *C NMR kémiai eltolodasa, forras-
¢és olvadaspontja

Kémiai eltolodas, 0 / ppm

Oldoszer fp./°C  op./°C
"H NMR BC NMR
Aceton-d, 2,05 30,0; 206,7° 56 -94
Acetonitril-d, 1,95 1,4; 118,7° 81 —46
Benzol-d, 7,16 128,4 79 7
Ciklohexan-d , 1,38 26,4 78 7
Diklérmetan-d, 5,32 55,0 40 =97
DMF-d, 2,75;2,92 29,8; 34,9; 163,22 153 -60
DMSO-d, 2,50 39,5 190 20
Ecetsav-d, 2,05 20,1; 179,02 116 16
Kloroform-d, 7,24 77,2 61 —64
Metanol-d, 3,32 49,2 65 -99
Piridin-d, 7,22;7,58; 8,74  123,9% 135,9% 150,4¢ 114 —41
THF-d, 1,73; 3,58 25,4%; 67,6 64 —-108
TFA-d, 11,5 116,6; 164,2° 71 -15

@ Karbonil; ® Nitril; ¢4 Cy/Cﬁ/Ca
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10.1.3. Spin—spin kolcsonhatas, spinrendszerek

A kémiai eltolodas jelensége arra enged kovetkeztetni, hogy egy adott
mag NMR-spektruma annyi jelbdl all, ahany eltéré kémiai kornyezetben
1év0 ilyen atom van a vizsgalt molekuldban. Bar vannak olyan molekulak,
amelyek NMR-spektruma 0sszhangban van ezzel a varakozassal (1asd pl.
a 10.9. abrat), igen gyakran mar a legegyszeriibbek spektruma is ennél
bonyolultabb, ugyanis a rezonanciajeleknek tovabbi finomszerkezete van.
Azetil-klorid '"H NMR-spektrumaban pl. a vart két jel helyett hét jelentkezik
(10.10. abra). Feltind azonban, hogy a jelek két, Osszintenzitasukat
tekintve 3:2 aranyu (nyilvanvaloan a metil-, illetve metilénhidrogéneknek
megfeleld) szimmetrikus csoportba rendezddnek, amelyekben a vonalak
tavolsaga megegyezik.

M —

I LA . ! I I
4.0 3.0 0

2.0 10
5/ ppm
10.10. abra. Az etil-klorid '"H NMR-spektruma 60 MHz-en

Az ilyen jelmultiplicitasok oka az, hogy az egymashoz kozeli spinek
érzékelik a szomszéd kvantumallapotat. A legegyszeriibb esetben —
két spin kolcsonhatasakor — az egyik ,,A” mag kornyezetében a masik
»X~ mag kissé megvaltoztatja a lokalis teret, méghozza csokkenti, ha
alapallapotban van (m, = +)2), €s azonos mértekben noveli, ha gerjesztett
allapotu (m, = —72). Ezért a (10.4) egyenlet értelmeben csokken, illetve nd
az A mag rezonanciafrekvencidja (10.11. abra). Ez az Gn. skalaris spin-
spin kolcsonhatas, mas néven csatolas. A hatas kolesonds: az ,,A” mag
kvantumallapota hasonléan és azonos mértékben hat az ,,X” mag kémiai
eltolodasara. Mivel azonban a madagneses kvantumallapotok energia-
kiilonbsége igen kicsiny, a kétféle elrendezddés (s ezzel a megfeleld
spektrumjelek intenzitasa) gyakorlatilag nem kiilonbozik. Ezért mindkét
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mag jele dubletté hasad fel (10.12. abra). A kolcsonhatds (a spinek
molekulan beliili egymasra hatdsa) nem fligg a B tér nagysagatol
(frekvenciainvaridns), ezért a felhasadds J-vel jeldlt nagysagat (a
multipletteken beliili vonaltdvolsagot) Hz-ben mérjiikk és csatolasi
allandonak nevezzik. A kolcsonhaté magokat J indexeként (J,, ), vagy
zardjelben, a nagyobb rendszamt eldre irva, szokas megadni, pl. "J(F,H),
ahol n fels6 index a két magot elvalasztd kovalens kotések szama. A
J-értékek — a kémiai eltolodasok és a jelintenzitdsok mellett — a kémiai
szerkezetre vonatkozé legfontosabb informacioforrast jelentik, amelyet az
NMR-spektrumokbol megkaphatunk.

X
A ——

[ ififﬁI:I
—

10.11. abra. Az A spin energianivéinak felhasadasa az X spin két kvantum-
allapotanak megfeleléen. A skalaris kdlcsonhatas ezért az AX spinrendszer jeleinek
dublett felhasadasat okozza

Fentiek fényében érthetd az etil-klorid A X, tipusti '"H NMR-spektruma.
Az ,,A” metilénhidrogének spinjei haromféleképpen oszolhatnak meg a
kvantumallapotok kozott: mindkettd lehet alap-, illetve gerjesztett allapotq,
vagy lehetnek ellentétes beallasuak (10.12. abra). Az elsd két esetben nd,
illetve csokken a lokalis tér (s vele a rezonanciafrekvencia), az utobbiban
viszont az X magok koriil nem valtozik, s ez az elrendez6dés kétféleképpen
lehetséges (az ilyen elrendezddés kétszeres valdszinliségii) aszerint, hogy
melyik mag gerjesztett, illetve alapallapotu. igy a CH, jele harom vonalbol
all (triplett), amelyek koziil a kozépso kétszeres intenzitasu, ennél J Hz-el
nagyobb, illetve kisebb frekvencianal pedig egy-egy egyszeres intenzitast
jel van. Hasonloképpen, a CH,-multiplett négy 1:3:3:1 intenzitdsarany(
vonalbol all (kvartett), a metilspinek 10.12. abran lathaté négyféle
elrendezddésének megfelelden.

Figyeljiik meg, hogy az (n+1)-szeres multiplicitast a szomszédcsoport-
beli magok n szdma szabja meg. Az izopropil-klorid [(CH,),CHCI]
metiljele dublett, a CH-jel szeptett. Az intenzitasaranyok legegyszeriibben
a Pascal-haromszogbdl kaphatok meg: elindulva az 1:1 dublettdl (n = 1),
a kovetkezé (n+1) multiplett intenzitasaranyait ugy kapjuk, ha az
el6zoket egy hellyel jobbra vagy balra eltolva egymas ala irjuk és 0ssze-
adjuk, vagy ha az n!/[(n—k)'k!] binomialis egytitthatokként definidljuk.
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10.12. abra. Az AX, AMX és A X, spinrendszer multiplicitasai €s a jelintenzitasok

A trimetil-foszfan-oxid = [Me,PO] °*'P NMR-spektrumdban igy
1:9:36:84:126:126:84:36:9:1 decett 1ép fOl, ahol a leggyengébb sz¢lsod
jelek eltiinnek az alapzajban (10.13/a. abra).

a b

1 36367 %65 | 363
8/ ppm 8/ ppm

T T T

10.13. dabra. A trimetilfoszfan-oxid decettre hasadt jele 162 MHz-es *'P NMR-
spektrumban (a) és az etoxi-bisz(trifluormetil)foszfan triplett-szeptett *'P-jele (b)

Ha tobb, kémiailag nem ekvivalens mag (Id. 10.1.4. pont) vagy
magcsoport csatolodik egy adott maggal, akkor az (n + 1)-szabdlyt az
(n, + D)(n, + 1)... ,szorzat szabaly” helyettesiti. fgy pl. az akril-nitril
(CH,=CH—CN) harom (AMX) hidrogénje kettds dubletteket ad, ahogy azt
a 10.12. abran lathat6 felhasadasi séma szemlélteti. Az etoxi-bisz(trifluor-
metil)foszfin [(CF,),POEt] *'P NMR-spektrumaban 1:6:15:20:15:6:1
relativ intenzitast szeptett jelentkezik (a hat F-maggal csatolas kovetkez-
teben), amelynek minden vonala tovabbi tripletté hasad fel (a CH -csatolas
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miatt). A tavoli metilhidrogének nem okoznak észrevehetd felhasadast
(10.13/b. abra).

Fentiek az I = 2 spinli magokra érvényesek. Ha / > 1, akkor a
multiplicitast a (2nf + 1), illetve a 2n 1, + 1)(2n,4,+ 1)... formula adja
meg. Példaul egy ammoniumso jele a DMSO-d -ban felvett '"H NMR-
spektrumban /(**N) = 1 miatt harom, azonos intenzitasu vonalbdl all,
tavolsaguk 'J(N,H) = 51 Hz.

A tetrahidrido-borat '"H NMR-spektruma (10.14. abra) egy-egy k6z0s
kozéppontu négy, illetve hét azonos intenzitasti vonalbol allo multiplett,
ahol a multiplettek Osszintenzitdsanak aranya 4:1, a 80% ¢és 20%-0s
természetes izotop-el6fordulasu ''B- és '’B-magokkal fellépd csatolasoknak
megfeleléen (/= 3/2, illetve 3).

10.14. dbra. A tetrahidrido-borat 400 MHz-es '"H NMR-spektruma
THF-d, oldészerben

Az eddigi egyszerii, multiplicitasokra és intenzitasokra vonatkozo
szabalyok csak gyenge (un. ,,elsérendii”) kélcsonhatasok esetén érvénye-
sek, azaz olyankor, ha a kolcsonhato magok kémiai eltolodaskiilonbsége
legalabb egy nagysdgrenddel nagyobb, mint a csatoldsi dallando: JIAv<0,1.
Ha ez a feltétel nem all fenn, akkor erds, un. ,,magasabb rendi” kdlcson-
hatas 1ép fel, amikor a multiplettek egymassal atfedhetnek, szimmetrikus
szerkezetiik eltorzul, s a jelek szama is valtozhat. A legegyszeriibb esetben
az AX spektrum két dublettjének egymashoz kdzelebbi (belsd) vonalai
intenzivebbek, a sz¢élsék gyengébbek (10.15/a. abra, AB spektrum). Ha az
eredeti dublettek cstcsait vonallal kotjiik 0ssze, A-alakt, un. ,,haztetd”-
szerkezetet kapunk, ahol a vonalak lejtése megadja, hogy az egyik dublett
(multiplett) parja (ti. a kdlesonhaté mag vagy csoport jele) a kisebb vagy
nagyobb kémiai eltolodasok irdnyaba esik, ami hasznos informacio a
jelhozzarendelések, illetve a szerkezet megallapitasa szempontjabol. A
haztetoszerl szerkezet a kémiai eltolodasok egymashoz kozeledtével egyre
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,meredekebbé” valik (10.15/b. abra), hataresetben a kozépsd vonalak
akar Ossze is olvadhatnak (10.15/c. abra). Ebben az esetben sem szabad
azonban Osszetéveszteni egy szingulett jellel, a jelet szolgaltatdo két mag
kémiai eltolddasai a kozépso nagy jel ,,talpaban” (két oldalt) vannak!

ca

10.15. abra. Az AB jelalak valtozasa a J/Av arany ndvekedésével. A (b) abran az
intenzitas torzulasa a jel alatt megbujé olddészerjel kdvetkezménye. A (c) abra
intenziv jelének két oldalan megfigyelhet6 kicsi csticsok a dublettek kiilsé,
intenzitasukban minimalisra csdkkent vonalai

Harom csatolodd spin un. rudimentalis (a szokasosnal egyszerlibb
szerkezetl, mivel J(M,X) = 0) AMX multiplettjei a 3 benztiazolszarmazék
spektrumaban (a), és egy erOsen csatolt ABX spinrendszeré a 4
benzaldehidszarmazék esetén (b) a 10.16. dbran lathatok.

3 4
N
c— :©§ MeoQ-CHo
13 Me
H
3 s °

a b
H-4 H-7 H-3
H-5
H-6
H-5
[T [ T T
7.7 75 7.3 71 &6/ppm 7.3 72 74 7.0 6.9 &6/ppm

10.16. abra. A 3 vegyiilet kozel elsérendiit AMX spinrendszerének (a) és a 4 vegyiilet
ABX spinrendszerének (b) 400 MHz-es spektrumai
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Az egyszerli, elsorendii spektrumok multiplettjeib6l konnyen
megkaphatok a szerkezetazonositds szempontjabol fontos spektrum-
paraméterek: a kémiai eltolodasok a szimmetrikus multiplettek
kozéppontjaként adodnak, a csatolasi allandok pedig vonaltavolsagokként
olvashatok le. A magasabb rendi spektrumokbdl a paraméterek csak
szamitasokkal, a kvantummechanikai uton meghatarozhatd, és az egyes
spinrendszerekre altalanosan érvényes formulak'? segitségével kaphatok
meg.

A szimmetriasajatsagokat figyelembe véve a molekuldk azonos fajta
magjait kiilonféle spinrendszerekbe sorolhatjuk. A kémiailag ekvivalens
magokat az ABC azonos, egymashoz kozeli vagy tavoli betliivel jeloljiik
aszerint, hogy kozottiik kicsi vagy nagy a kémiai eltolodaskiilonbség
¢s szamukat az alsé indexben tiintetjiikk fel. (E jelolésmodot fentiekben
mar megelolegeztiik.) A CHFCIBr molekula magneses H- és F-atomjai
AX spinrendszert alkotnak (a halogének, kivéve a fluort, magnesesen
inaktivaknak tekinthetok, mivel nem okoznak jelfelhasadéast, aminek oka
az 1>, spini magokra jellemz6 elektromos kvadrupdlusmomentum,
amely oly mértékben felgyorsitja a relaxaciot, hogy a szomszéd
magok nem képesek érzékelni e halogénmagok kvantumallapotat); a
CH,CI-CHO, az 1,2,3-triklorbenzol ¢s a CH,Cl molekulak rendre AX,,
AB, ¢és A,; a "CHFCl, a CH,=CFCI ¢és a CH,=CHCI molekuldk AMX,
ABX és ABC; a CH,F, és CH,=C=CH, molekulak A X, és A ; a "CH,CI,
CH,CHO molekulak AX, és AB,; a CH,CH,Cl A X,; a benzol pedig A,
spinrendszert képviselnek.

Ha egy kémiailag ekvivalens magcsoport tagjai egy masik ilyen csoport
magjaival eltéro csatolasi allandokkal 1épnek kolcsonhatasba, magnesesen
nem ekvivalensnek nevezziik dket, s ezt a felsé indexben vesszdvel jeloljiik.
A legegyszerlibb pelda a CH,=CF, molekula (AA’XX’ spinrendszer),
ahol a H-atomok kolcsonhatasat a két (cisz-, illetve tramsz-helyzetii)
fluorral kiilonb6z6 csatolasi allandok jellemzik.

a b

nnnnnnnnnnnn [ s —————, TrTTpTTTTTTTTT T T T

T
825 823 821 736 7.34 &/ppm 7.45 7.35 7.25

5/ ppm
10.17. abra. Az 5 p-diszubsztitualt benzolszarmazék AA’ XX’ multiplettjei
800 MHz-en (a) €s a 6 o-diklorbenzol AA’BB’multiplettje 400 MHz-en (b)
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Hasonl6 a helyzet a p-R-C H,-R’ tipust vegylileteknél, ahol a két R
melletti ekvivalens H az R’ mellettiek egyikével orfo-, a masikkal viszont
para-helyzetli, igy csatolasi allandoi jelentOsen kiilonboznek (~8 és
~1 Hz). Ilyenkor az R és R’ szubsztituensektdl fiiggéen AA’XX’ vagy
AA’BB’ spinrendszerre jellemzo spektrumok jelentkeznek (10.17. abra).
A kiilonb6z6 spinrendszerekre kiilonbozé szerkezetli NMR-spektrumok
jellemzoek, de az egyes spinrendszerek spektrumparamétereinek kiszami-
tasara azonos kvantummechanikai formuldk érvényesek.'?

Cl
n o (L

5 6

Cl

Bizonyos esetekben ugyanaz a molekula mdas-mds spinrendszert
képviselhet a felvételi korilmények — igy a B, tér, az oldoszer vagy
a hémérseklet — fliggvényében. A B tér nagysaganak szerepe a J/Av
aranynak a kémiai eltolodast befolyasold hatasabol adddik. Mivel Av
a B, nagysagaval ardnyosan valtozik, mig J-t ez nem befolyasolja (J
frekvenciainvarians!), ha B elég nagy, gyakran teljesiil az elsérend felha-
sadas feltétele, €s pl. a kisebb B esetén AB vagy ABC tipust spektrum
AX, illetve AMX szerkezetlivé egyszertisodik.

A

SHz

b) 190 Mrz ~
el

| e ' H1
o

J

[

10.18. dbra. Akril-nitril (CH,=CHCN) '"H NMR-spektruma 60, 100, 220
és 400 MHz-en
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Utobbi spinrendszervaltozast szemlélteti a 10.18. abra, amelyen az
akril-nitril 60 MHz-en ABC tipust spektruma (a) 100 MHz-en (b), majd
220 MHz-en (c) ABX, illetve AMX-et kozelitd tipustt multiplettekbdl
felépiild spektrumként regisztralhatd, mig ugyanez 400 MHz-en (d) mérve
mar gyakorlatilag tiszta elsdrendi spektrumot szolgaltat (az dbra részben
az NMR torténelmi fejlédését is tiikrozi, hiszen a 60, illetve 100 MHz-es
spektrométerek ma mar egyre ritkdbban hasznalatosak).

H-4,5,6

a b
*
H3  Hse
H-5
Jtlu\ [ |

10.19. dbra. Az o-nitrobenzolszulfonsav "H NMR-spektruma
CDCl,-ban (a) és DMSO-d,-ban (b)

Az oldoszer spinrendszert befolyasold hatasat a 10.19. abra szemlélteti
az orto-nitrobenzolszulfonsav Na-sojanak CDCl -ban, illetve DMSO-d,-
ban késziilt '"H NMR-spektrumaval. A spektrum latvanyos valtozasa az
egyes gyuriiprotonok kémiai eltolodéasat eltéré mértékben megvaltoztatd
specifikus oldoszerhatas kovetkezménye. Ez a jelenség felhasznalhato pl.
a véletlen izokronia (Id. 10.1.4. pont) megsziintetésére. igy pl. a metil-
acetilén szingulett jele (CH,C=CH) CDCI, helyett CDCI,:DMSO-d, 1:1
terfogatarany keverékében felvéve bonyolult AB, tipusu multiplette
alakul (lasd alabb). Az adott feltételekkel a valosnal egyszeriibb felépitésii,
Un. rudimentalis spektrumok (pl. AX, multipletteket add ABX spektrumok)
mas oldoszerben, méas hdmérsékleten (a hdmérséklet fliggvényében valtozod
spektrumok kérdésével a 10.1.9. pont foglalkozik) vagy eltérd erdsségi,
mas B térben a ,,valodi” bonyolultabb szerkezetii formaban jelenhetnek
meg.

H,  CO-0-NO,Ph  Ph,  CO-0-NO,Ph
PR\ /H H™\ /~H
o} o
7a 7b

A spin-spin kolcsonhatas nagysaga felhasznalhato szerkezeti kérdések
tisztazasara is. Példaul a 7a és 7b gytlirllizomerek konnyen (,,ranézéssel”
is) megkiilonboztethetéek AX, illetve AB tipusi 'H NMR-spektrumuk
alapjan (10.20. ébra). A J/Av arany ui. a 7a transz-izomernél 0,06, mig
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cisz parja, 7b esetén 0,41, tehat elébbinél teljesiil az elsérendii felhasadas
feltétele, mig utobbinal nem.®

| e

10.20. abra. Az oxiran-gyuris hidrogének jele a 7a transz (a) és 7b cisz (b)
2-fenil-3-o0-nitro-benzoil-oxiran '"H NMR-spektrumaban 60 MHz-en

10.1.4. Molekulaszimmetria az NMR-ben

Az NMR-spektroszkopia nagy elonye, hogy kivaléan alkalmas a
molekuldk térszerkezetének vizsgalatara. A 10.3. fejezetben bemutatott
bonyolultabb méréstechnikak mellett mar a legegyszeriibb, egydimenzids
NMR-spektrumok is sokat elarulhatnak amolekula térszerkezetérdl. Mindez
azt is jelenti, hogy az NMR-spektrumok értelmezéséhez elengedhetetlen,
hogy a molekulakat mindenkor térbeli alakzatoknak tekintsiik. (Miutan a
kémiai képleteket sikban abrazoljuk, ettdl a latasmodtol a sztereokémiai
problémak vizsgalatakor el kell tekinteni.)

Mar utaltunk ra, hogy az azonos szimmetriahelyzetii magok (példaul
metilprotonok) kémiai eltolodasa azonos. Az ilyen magokat kémiailag
ekvivalens (izokron) magoknak nevezziik. Akiralis kozegben a kémiai
ekvivalencia sziikséges €s egyben elégséges feltétele, hogy a molekulanak
legyen olyan szimmetriatengelye, mellyel az azonos fajta két vagy tobb
mag egymasba transzformalhatd. A szimmetriasikkal egymasba transz-
formalhat6, azonos fajta magok csak akiralis kornyezetben izokronok.
A CH,CIBr molekula hidrogénjei pl. a C-, Cl- és Br-atomok alkotta
szimmetriasikkal egymasba transzformalhatok, igy akiralis kdrnyezetben
(akiralis oldatban) kémiailag ekvivalensek, kiralis kornyezetben viszont
anizokronok, un. enantiotdp magok. Az akrilsav (CH,=CHCOOH)
hidrogénjei azonban annak ellenére, hogy van szimmetriasik (a molekula
sikja), nem transzformalhatok egymasba, un. diasztereotop magok és
a korilményektol fiiggetleniil kémiailag nem ekvivalensek. Véletleniil
azonban adhatnak egybeesd kémiai eltolodasu jeleket, ez a véletlen
izokronia. Példaul a CH,C=CH molekula hidrogénmagjai CDCI,-oldatban,
60 MHz-en, mint mar emlitettiik (355. 0.), egyetlen szingulett jelet adnak. A
diasztereotopia fontos és gyogyszerhatoanyagok esetén gyakran el6fordulod
esete az, amikor a molekulanak egy vagy tobb kiralitdscentruma van.
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Ekkor a molekula metilénhidrogénjei mindig diasztereotopok és gyakran a
vartnal bonyolultabb multipletteket adnak.

10.1.5. "H NMR-spektrumok. A spektrumparameéterek és
a kémiai szerkezet kapcsolata

10.1.5.1. A kémiai eltolodast meghatarozo tényezok
10.1.5.1.1. Diamagneses hozzajarulas

A 10.1.2. pontban leirtuk, hogy az atommagok (10.5) egyenlettel
definialt v, rezonanciafrekvencidjanak valtozasa a molekularis kotelékben
— a o0 kémiai eltolodas — a magok kornyezetében mozgd elektronok
keltette lokalis magneses tér kovetkezménye. A kémiai eltolodas
tehat a molekula sok tényez6 altal — és csak nehezen leirhato moédon —
befolyasolt elektronszerkezetének fiiggvénye. Ezért a kémiai eltolodasok
elméleti szamitdsa nehéz feladat, ami bonyolultabb szerkezetek esetén
a kvantumkémiai moddszerek tokéletesedése ellenére sem ad kielégito
eredményeket. Tapasztalati Giton azonban a gyakorlatban jol hasznalhato
elvek, Osszefiiggések ¢és moddszerek birtokdba juthatunk. Célszeri
megkiilonboztetnlink az egyes magokra hatdo — ezek kémiai eltolodasat
meghatarozd — torzs-, vegyérték- és a kiszemelt magtdl a molekuldban
tavolabb 1évo elektronokat.

A gombszimmetrikus torzselektronok a Lenz-tdrvény értelmében a
B, térrel ellentétes iranyt lokalis teret indukalnak, ,.drnyékoljak”, azaz
csokkentik B -t: az érzékelt B tér kisebb, mint B, s ezért fellép a kémiai
eltolodas. Ez a diamagneses (upfield) arnyékolas, amelynek mértékét
a o arnyékolasi tényez0 szabja meg. Minél nagyobb a mag koril az
elektronsiiriség (a torzselektronok szama), annal erésebb az arnyékolas,
annal nagyobb a diamagneses eltolodas (s anndl kisebb a kémiai eltolddas:
annal kozelebb van a jel a TMS-¢éhez).”

Fentiek fényében érthetd, hogy a H-, C- és Pb-atomokra o értéke
1,8-107%; 2,6-10* és 1-10. A Me N és Me N-HCI hidrogénjeire J = 2,13
* Az ,upfield” kifejezés az NMR-spektroszkopia héskorabol szarmazik, amikor a
spektrumok felvétele még a spektrumtartomany fokozatos atsoprésével (sweep)
tortént, mégpedig a rezonanciafrekvencia allandé értéken tartasa mellett, a homogén
B, tér kismértékii valtoztatasaval. Ekkor ahhoz, hogy a teret csokkentd arnyékolas
ellenére az adott mag rezonanciafrekvencidja ne valtozzék, az arnyékolast kompenzald
nagyobb teret kellett alkalmazni. Ebb6l a korszakbol maradt meg a mai napig hasznalt

kifejezés, miszerint az ,,upfield” a kisebb, a ,,downfield” pedig a nagyobb kémiai
eltolodasokat jelenti.
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¢s 3,20 ppm, a ciklopentadienatanion, a benzol és a tropiliumkation
OH-adatai: 5,64; 7,37 és 9,24 ppm. Altalanos szabalyként kimondhato,
hogy a rokon szerkezetli molekulakban a dH-érték tobbnyire a H koriili
elektronstirliséggel forditottan ardnyos. Ezzel 0sszhangban a szénatom
rendtségével (a csokkend elektronstiriiséggel) parhuzamosan nd a
kapcsolodo hidrogének kémiai eltolodasa. A CH,-, CH,- és CH- csoportokra
jellemzo o-intervallumok: 0—4,5; 0,5-5,5 és 1,0-7,5 ppm.

A ciklopropan, aziridin, tiiran és oxiran gylrithidrogénjeit a heteroatom
novekvé —I -effektusanak megfeleloen novekvé kémiai eltolodasok
jellemzik: 0,22; 1,62; 2,49 és 2,58 ppm.

Figyelmet érdemel, hogy a haromtagu gytirlis vegyiiletek hidrogénjeit a
hajlott kotések elekronjaitdl szarmazo erds arnyékold hatas kovetkeztében
rendhagydan kis o-értékek jellemzik.

Mivel a szubsztituensek tobbsége elektronegativ (elektronszivo)
természetli, a geminalis hidrogének eltolodasa a telitett vegyiiletekben
legtobbszor joval nagyobb a tobbi hidrogénénél, jol elkiiloniil, és a
szerkezetkutatas szamara ,,detektorjeliil” szolgal. gy pl. a ciklohexanolra
a CH(OH) eltolodas 3,17 ppm, mig a tobbi gytirithidrogén jele 1,4-1,7
ppm kozott van. A szénhidratok anomer (acetdlos) hidrogén- (és szén-)
jele kiilonosen jol azonosithatd a két szomszédos oxigén 0sszegzddd
—I-effektusanak kovetkeztében: JH(O—CH—-O) > 4,5 ppm (Id. pl. 10.3.2.1.
fejezet), 6C(O—C—0): 80110 ppm.

10.1.5.1.2. Paramagneses hozzajarulas

A diamagnesessel ellentétes o” paramagneses hozzajarulas a konnyen
gerjeszthetd kotdelektronoktdl ered. Olyan molekuldkban, amelyekben
vannak konnyen gerjeszthetd kotdelektronok, ezeket a magneses tér
perturbélja, ami a B térrel azonos iranyu lokalis teret indukalva noveli
ennek nagysagat. Ez a hatas az '"H NMR-spektrumoknal nem jelentkezik,
mert a hidrogén kotdelektronjainak nagy a gerjesztési energiaja. A nagyobb
rendszamu atomoknal azonban ¢ meghatarozd szerephez jut a kémiai
eltolodasokat megszabd hozzajarulasok kozott. A *C-magra vonatkozo
elméleti szamitasok szerint a o® hozzajarulasa a kémiai eltolodashoz tobb
mint egy nagysagrenddel nagyobb, mint a ¢ komponenstdl szarmazo.

A molekulapalydkat atomi palyak linedris kombinacidjaként leird
elmélet szerint a oP-hozzajarulds forditottan aranyos az elektron magtol
valé tavolsaganak harmadik hatvanyaval. Ennek kovetkeztében a mag
koriili elektronstiriség novekedése o csdkkenésével, vagyis arnyékolas-

358



novekedéssel jar, tehat éppen ugy, mint a nagyobb o9, kisebb kémiai
eltolodast eredményez. Tehat a mag kortili elektronstiriiség-valtozas azonos
iranyu valtozasat okozza mind a ¢%-, mind pedig a o*-hozzajarulas a '*C
¢s mas nagy rendszdmu izotopok esetében is, vagyis ez az Osszefiiggés —
csokkend elektronsiiriség - novekvé kémiai eltolodas — mind az 'H, mind
a ®C NMR-spektroszkdopidban érvényes.

10.1.5.1.3. Anizotrop hozzajarulas — szomszédcsoport-hatas

A torzs- és kotoelektronok mellett a molekula tavolabbi elektronjai
is befolyasoljak egy adott mag (X) kémiai eltolodasat. Ez a hozzajarulas
iranyfiiggo, a mag és az elektron(ok) kolcsonds helyzetétdl fiigg (10.21.
abra). Nagysagat a legegyszeriibb esetben, tengelyszimmetrikus funkcios
csoportok m-elektronjai (kettés vagy harmas kotések elektronjainak)
hatasat tekintve, a McConnell-egyenlet adja meg:

Ac =[(cos’0—K)/r']-Ay, (10.13)

ahol @ a kétatomos funkcios csoport (amelyhez a magra hat6 elektronok
tartoznak) szimmetriatengelye és a kotéstavolsag kdzéppontjat a maggal
Osszekotd egyenes bezarta szog, r az elektronok tavolsaga az X magtol,
Ay a funkcios csoport un. magneses szuszceptibilitasanak anizotropigja,' K
pedig tapasztalati konstans.

A (10.13) egyenletbdl kovetkezik, hogy a 10.21. abra sikjat négy
szegmensre bonthatjuk: két-két szemben fekvd szegmensben a funkcios
csoport hatasa a magra ellentétes eldjelti (aszerint, hogy cos’@ a K-nal
kisebb vagy nagyobb). Kiterjesztve a hatast a harmadik dimenzioba, egyes
funkcios csoportokhoz, a 10.21. abran lathatohoz hasonld, arnyékolasi
kuapparok rendelhetdk, amelyek belsejében az ott 1évé magokra gyakorolt
arny¢kold hatas ellentétes eldjelii, mint a kupon kiviil elhelyezkeddkre.

Az anizotrop szomszédcsoport-hatds magyardzza pl. az aldehid-
hidrogének igen nagy kémiai eltolodasat (vo. 10.4. tablazat), vagy azt
a megfigyelést, hogy mig a metil- és etil-halogenidek hidrogénjeinek

10.21. abra. Funkcids csoport magneses anizotropiaja
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a I, Br, CI sorban ndvekszik a kémiai eltolédasa (a halogén novekvo
—I-effektusa miatt csokken a H-atomok koriil az elektronsiiriiség), addig
a (CH,),CHX sorozatban a CH- (metin-) hidrogéné ellentétes iranyban
valtozik (10.3. tablazat). Utobbi vegyiiletekben az elektronsiiriiség-
valtozas arnyékoltsagot befolyasold hatasat ugyanis tulkompenzélja a
halogének anizotrop hatésa.

10.3. tablazat. Halogénnel szomszédos elsd-, méasod- és harmadrendil szénatomhoz
kapcsolddo hidrogének 'TH NMR kémiai eltolodasa

X  CHX  CHCHX (CH,),CHX

F 427 4,13" 3,67
cl 3,05 3,57 4,13
Br 2,68 3,36 4,20
I 2,16 3,15 4,25

*Multiplett (d, dga, dsp) jelek a ’F-maggal valo csatolas miatt

A harmas kotés arnyékolast noveld anizotrép hatdsa — mely a =-
elektronok indukdlta paramagneses momentumtdl szadrmazik —
magyarazza, hogy az sp’, sp* és sp szenekhez kapcsolodd hidrogének
relativ elektronstiriség alapjan vart novekvo eltolédasa sem az 'H, sem
pedig a *C NMR-spektrumban nem kovet monoton sorrendet: etan (0,86
€s 6,6 ppm), etén (5,25 és 122,5 ppm) és acetilén (1,80 és 71,9 ppm).

Az anizotrop szomszédcsoport-hatds sokoldaluan hasznosithaté a
szerkezetkutatasban. Példaul a benzofuril-metil-ketoximok syn- (8a) és
anti- izomerjei (8b), az N—O kotés ezen hatasat kiaknazva, egyszeriien
megkiilonboztethetok. A gylriit az oximszénatommal Osszekapcsold
kotés koriili forgas kozben a syn-izomerben ez a kotés kozel keriilhet a
furilhidrogénhez, s anizotrép hatasa jelentds (kb. 0,8 ppm) paramagneses
eltolodast okoz az anti-izomer analog jeléhez képest.’

HO\
N N—OH
(0] Me (0] Me
8a 8b

Az anizotrép hatas kiilondsen jelentds az aromds vegyiileteknél, ahol
a m-szextett indukalta erds lokalis tér nagy eltolodasvaltozasok forrasa
lehet. A benzol anizotrép kupja a gytrt sikja ,,folott” €s ,,alatt” jelentos
arny¢kolasnovekedést okoz, mig a gylirlivel koplandris magok jele —
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beleértve a gytrthidrogénekét is — paramagnesesen (downfield), azaz
a nagyobb kémiai eltolodasok iranyaba tolédnak el. Ennek klasszikus
bizonyitéka a 9,10-dimetil-antracén 9 tetrafenilszubsztitualt szarmazéka-
ban a 6(CH,) szingulett nagy (1,3 ppm-es) diamagneses eltolodasa.
Kihasznalva a benzolgylri anizotrép hatasat geometriai izomerek
is jol megkiilonboztethetok, igy az 10a és 10b indénszarmazékok.
Az etilidéncsoport CH, és CH jelei ugyanis ellentétesen tolodnak el az
izomerek spektrumaban: 10a esetén a kondenzalt gylirth6z kozelebb 1évo,
vele koplanaris H-atom, 10b parjaban pedig a metilcsoport jele tolodik el
paramagnesesen a masik izomerhez képest (0,28, illetve 0,08 ppm-mel).?

6,68 2,35
H 227 Me 640

Me
/

) O’ Me O’ Me

H

" Q OMe Q OMe

9 OMe OMe
10a 10b

Az anizotrép hatds konfiguracios kérdések megoldasaban valo
kiaknazasat korlatozza, hogy a lehetséges izomerek mindegyikének
keziinkben kell lennie (pl. 8a-8b vagy 10a-10b parok). Ez a gyakorlatban

10.4. tabldzat. A metilcsoport 'H/'3C NMR kémiai eltolédasa kiilonb6z6
szubsztituensekre

szubsztituens JH/ppm JC/ppm szubsztituens JH/ppm JC/ppm

-H 0,13 2.3 ~Ph 2,32 21,4
~Me 0,86 5,7 -s0Cl 2,50 52,4
~C(Me), 1,01 32,0 ~COPh 2,55 24,9
~CH=CH, 1,71 19,4 NHAc 2,71 21,0
~C=CH 1,80 5.9 -NC 2,85 26,8
~SH 2,00 6,6 ~OMe 3,24 61,5
~COOMe 2,01 20,0 ~OH 3,47 50,2
~CONH, 2,02 25,5 -s0,Cl 3,60 52,2
~COOH 2,08 21,1 ~OAc 3,67 28,1
~SMe 2,09 19,6 ~OPh 3,73 54,0
~CHO 2,20d 31,2 -NO, 433 57,1
~NMe 2,27 48,1 ~NH 4,72 26,9

2
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nem mindig teljesiil, a mért eltolodas pedig onmagadban csak abban
az esetben bizonyitd erejli, ha az adott molekulacsalad sok és eltérd
izomerszerkezetli képviseldjének eltolodasait ismerjiik.

Sok vegyiilet kémiai eltolodasainak tanulmanyozasabol leszlirhetd
kovetkeztetés, hogy az egyes funkcids csoportok, bizonyos szerkezeti
elemek kémiai eltolodést befolyasold hatésa specifikus és additiv.

10.5. tabldzat. Funkcios csoportok 'H és C NMR kémiai eltolédastartomanya”

Kémiai eltolodas, 6 / ppm Kémiai eltolddas, 6 / ppm
Funkcios csoport Funkcios csoport
'HNMR  "C NMR 'HNMR  BCNMR
CH,” 02-1,1 0-10 >CH-C(sp?) 2,20-2,80 30-70
CH,—C(sp?) 0,7-2,0 0-30 —CH,CI 2,25-3,70  35-55
CH,-S 2,0-2.8 5-20 C-CH,-N  225-3,60 35-75
C—CH,-C 0,95 -2,05 10-70 >CHCI 3,25 35-85
C—CH,-S 2,35-3,00 15-60 >CH-N 2,25 40-90
>CH-C 1,20 -2,40 15-70 CH,-O 32-43 45-65
C(sp’)—CH,—C(sp?) 1,85-2,45 20 - 60 CH,-N= 32-4,6 35-45
C(sp))—X 58-6,5 20 - 100 C-CH-O 335-450 55-90
CH,—C(sp?) 1,5-2,8 5-30 >CH-O 3,65-6,0 65-100
CH,—C(sp) 1,8-22 1-5 CH,=C 35-70 80— 135
C(sp)H, C(sp) 1,0-33 20- 100 C H 6,2-8,5 80— 140
CH,-N 1,8-3,8 25-50 —COOH 9-12 160 — 185
>CH-S 2,35™ 25-75 —CHO 9,5-10,5 185-210
O—C(sp’)-O 85110 -NC 150-170
C,~ 90 — 160 -CO-Y 150 - 180
—SCN 110120 —-CSO 190 -210
C=N 115-125 —CSN 190 -210
-NCO 115-130 =C= 200 -220
-NCS 125 -140 —CO- 205 -220
>C=N 145-170 —CS— 220 —240

*Mivel a megadott o-intervallumok nagyon eltéré szamu adatokra vonatkoznak,
csak tajékoztato jellegiick. JelentOsen eltérd értékek is el6fordulhatnak.
“Ciklopropilgytirtiben; ***Atlagértékek, amelyek a két tovabbi szubsztituenstdl
fliggben tag hatarok kozott valtozhatnak

Ezért egyrészt szamos vegyliletcsaladra jellegzetes kémiai eltolodas-
tartomanyok allapithatok meg a kisérleti adatokbol, masrészt additivitasi
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szabalyok sziirhetok le, s példaul monoszubsztitualt vegyiiletek adatai
felhasznalhatok a tobbszordsen helyettesitett analogok véarhatd kémiai
eltolodasainak kiszamitasara (I1d. pl. 10.6. tablazat).

A 10.4. tablazatban metilcsoportot tartalmazé vegyiiletek eltolodasait
mutatjuk be, néhany gyakran el6forduld funkcids csoport jellemzé 'H
¢s BC NMR-eltolddasai pedig a 10.5. tablazatban talalhatoak. A hasonld
— gyakran grafikusan 4brazolt (Un. korrelacids) — téblazatok gyors
tajékozodast tesznek lehetéveé a varhatd kémiai eltolodasokat illetoen.

10.6. tablazat. Szubsztituenskonstansok tobbszordsen helyettesitett normal lanct
alkanok C NMR kémiai eltolodasainak kozelité szamitasahoz':
6C=-23+Xp (i=a,Bvagyy)

szubszt. p* o’ p’ szubszt. p* p’ p’

-1 -70 11,0 -15 -NH, 290 11,5 -50
-CN 30 25 30 -COR 300 30 -30
~C(sp) 45 55 35 -CHO 31,0 0  -30
SH 11,5 120 -30 -Cl 31,0 11,0 -50

—Br 190 11,0 -40 -NMe, 420 60 -30
~C(sp) 195 70 20 -OH 490 10,0 6,0
~COOH 20,0 20 3,0 -OAc 540 60 50

SR 210 65 -30 -SOCI 550 35 3,0
~CONH, 220 25 -30 -OR 580 80 —40

~Ph 220 95 25 -NO, 630 40 -10
~COOR 22,5 2,0 -3,0 —F 700 80 6,0

*Kihasznalva a szubsztituensek hatasanak additivitasat a konstansok

az alapvegyiilethez képest a monoszubsztitualt szarmazékokban mért
eltolodésvaltozasokbol nyerhetdk. A szubsztituensek negyedik (8-) szénatomra
gyakorolt hatdsa > 1 ppm.

A tobbszordsen helyettesitett alkanok *C NMR és benzolszarmazékok
'H és C NMR kémiai eltolodasainak kiszamitasara alkalmas additivitasi
formula és a monoszubsztitudlt vegyiiletek adataibol adodé additivitasi
paraméterek a 10.6. és 10.7. tdblazatokban szerepelnek.
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10.7. tablazat. A szubsztituensek orto-, meta- és para-hidrogének/szénatomok
"H/"C NMR kémiai eltolédasat befolyasold hatasa a monoszubsztitualt
benzolszarmazékokban: JArH/ 0ArC = 7,25/ 128,5+ X p

szubsztituens ~ ps pere pmes pr
—NH, 18,0 -0,75 -133 -0,25 09 -0,65 -98
—NMe, 23,0 -0,65 -16,0 —-02 20 -0,65 -12,0
—OH 26,9 -0,6 -12,7 -0,1 4 -05 -73
—Me 89 -0,20 0,7 -0,12 -0,1 -0,22 -29
—OMe 314 05 -144 0,1 1,0 —-045 -7,7
-F 348 -0,25 -129 0,0 14 -02 45
—OAc 230 -0,25 -6,4 0,05 L3 0,15 23
—SH 2,2 -0,1 0,7 -02 04 02 3,1
—C(Me), 22,1  -0,1 34 0 -04 -0,25 3,1
—Cl 6,2 0,05 0,4 -0,1 L3 -01 -19
—CH=CH, 7,6 005 -18 -05 -1,8 -0,1 35
—C=CH -6,1 0,15 3.8 0 0,4 0 -0,2
—Br =55 0,2 3.4 -0,1 1,7 -0,05 -1,6
—CN -154 04 3,6 0,2 0,6 0,3 3.9
-1 -34,1 04 8,7 -0,3 1,4 0 -1,6
—NHAc 11,1 0,4 -99 -02 02 -03 56
—Ph 13,0 0,4 -1,1 0,2 0,5 0,1 -1,0
—CHO 8,6 0,55 1,3 0,2 0,6 0,3 5,5
—Ac 9,1 0,6 0,1 0,1 0 0,2 4,2

—CONH, 5,4 0,6 -0,3 0,1 -0,9 0,2 5,1
—S0O,Cl 15,6 0,8 -1,7 035 1,2 045 6,8

—COOH 2,1 0,85 1,5 0,2 0 0,3 5,1

—COOMe 1,8 0,7 1,0 0,1 -0,2 02 4,3
-NO 200 095 48 025 09 040 5.8

10.1.5.2. A H,H-csatolasi allandok és a kémiai szerkezet
kozotti kapcsolatok

A kémiai eltoloddsok mellett a csatolasi 4allandok jelentik a
szerkezetkutatdsban hasznosithatd masik legfontosabb informaciofajtat,
amelyet az NMR-spektrumokbdl nyerhetiink. Kiilondsen sztereokémiai
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problémak vizsgalatdban nagy a csatolasi allandok jelentOsége és szadmos
ilyen kérdés tisztazasat éppen az NMR-spektroszkdpia tette lehetdové. A
homonuklearis H,H-csatolasokra érvényes torvényszertiségek, tapasztalati
szabalyok tobbsége mas magok egymas kozotti és heteronuklearis
kolecsonhatasaira is érvényesek. Mivel a csatolasi allandok nagysagat
a kolcsonhato magok fajtaja és a kotések természete mellett az azokat
Osszekotd/elvalasztdo kovalens kotések szdma hatarozza meg, ez utobbi
szempont alapjan csoportositva tekintjiik 4t a legfontosabb Osszefiiggéseket
a H,H-csatolasok és a kémiai szerkezet k6zott.

A szerkezetkutatasi gyakorlat szempontjabol legfontosabb homo- és
heteronukledris csatolasi allandok nagysagardl a 10.8. tablazat nyujt
attekintést.

10.1.5.2.1. Geminalis 2J(H,H) csatolasok

Telitett vegyiiletekben az azonos szénatomhoz kapcsolodo hidrogének
egymas kozotti csatolasai, a geminalis 2/(H,H) csatolasok negativak. Ennek
azonban csak elméleti jelentdsége van és elsorendii spinrendszereknél
J elgjele nem is befolydsolja a spektrumok szerkezetét. A metil- ¢és
metilénprotonok egymas kozotti csatolasa — tovabbi kdlcsonhatdsok
hianyaban — nem jar felhasadassal, de az aszimmetrikus kornyezetben 1évo
(pl. gytirlis) CH, csoportoknal (ha a két H-mag kémiailag nem ekvivalens)
mar multiplicitast okoz a geminalis csatolas és a %/ csatolasi allando értéke
megkaphat6 a spektrumbol.

Az elméleti szamitasokkal is alatamasztott tapasztalat szerint 2/ nagy-
saga a vegyértekszog novekedésével tobbnyire parhuzamosan csokken:
nyiltlanct telitett és ciklohexan-vegytiletekben (p = 109°) 12-18 Hz,
ciklopropanokban (¢ = 114°) 4-9 Hz, =CH, csoportokban (¢ = 120°)
pedig ~2 Hz. A kozo6s szénatomhoz kapcsolddd elektronszivd szubsz-
tituensek csokkentik %/ nagysdgit: metanra 12,5 Hz, mig a CH,F
molekulaban 9,5 Hz. A szomszédos m-kotések novelik 2J értékét, pl. a
malonsavdinitrilre 20,3 Hz-et mértek. Merev molekulakban a szomszédos
n-kotés €s a CH, csoportbeli C—H o-kotesek diéderes szogének fliggvenye
%J nagysaga, 30 Hz koriili maximummal.

10.1.5.2.2. Vicinalis *J(H,H) csatolasok

A térszerkezet meghatarozasahoz a vicinalis *J(H,H) csatolasok a
legfontosabbak. Az un. Karplus-relacio (10.14) felismerése,” amely
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Osszefliggés a *J csatolasi allandok nagysaga és a ¢ diéderes szog kozotti
kapcsolatot irja le (10.22. abra), forradalmasitotta a sztereokémiat.

*J(HH)= A+ B-cosp+C-cos’ ¢

(10.14)

10.8. tablazat. Jellegzetes homo- és heteronuklearis csatoléasi allanddk / Hz

Funkcids Csatolasi 4llandd Funkcids Csatolasi dllandé
csoport tipusa nagysaga csoport tipusa nagysaga
H, 'J(H,H) 280" ciklopentanok 3J(H,H) 4-5
CH, 12,5 3J(ax,ax) 8-12
>CH, 10-18 ciklohexanok J(ax,eq) 3-5
CH, (ciklopropan) 3-9 3J(eq,eq) 2-3
CH, (oxiran) 4-7 >CH-CHO 1-3
CH, (aziridin 2J(H,H) 1-2 SJ(H,H) 5-14
, (aziridin) ( creci (HH)
CH, (tiirdn) <1 SJ(H,H)rens: 12-19
=CH, 0-4 >CH-CH= 4-10
N=CH, 7-17 =CH-CH= 9-13
O=CH, 42" =CH-CHO 3J(H,H) 5-8
CH,~-CH, 8 >CH-OH ~5
- *J(HH)
>CH-CH< 6-7" HC=CH 9,8"
CH-CH SJ(H H) 7-13 >CH-C=CH 2-3
(ciklopropém) 3J(H,H)”""S: 4-10 >CH-C=CH- AJ(H,H) 0-2
3J(H,H) 2-5 —CH=C=CH- 5-6
CH-CH ’
(oxiran) 3J(H, Hrs 1-3 —CH-C=CH- Jf,i{,i};l) <08
CH—CH 3J(H,H)Li,s: —~ 6 _CH_C:C_CH_ SJ(H,H)L'L::UM 172#
(aziridin) 3J(H’H)Iram‘z ~3 SJ(H,H)""” 7-10
— benzolgyiiriis
3 Cisz - 4 meta _
CITIiCH J(H,H) 6-7 vegyiiletek J(H,H) 1-3
(t11ran) SJ(H’H)IrmL\'z 5-6 SJ(H’H)/mra < 1’5
>CHF 2J(F,H) 40-80 B-H J(B,H) 30-150
>CH-CF< 3J(F,H) 5-20 BC-H IJ(C,H) 120-250
>CH-C(sp?)—CF< *J(F,H) 0-5 "N-H 'J(N,H) 50-100
=CHF 2J(F,H) 70-90 3Ip-H 200-500
; 'J(PH)
3J(F,H)< 10-60 O=P-H 500-700
—CH=CF-
SJ(E,H)res= | 110-130 BC-F J(C,F) 220-350
SJ(FH)ore 17-21 BC-13C 30-60
ﬂuorszubsz'tltualt J(E.H)y™ 24 RO=1C (C.C) 70
benzolszarm.
SJ(E,Hyre 1215 BC=1BC ~170
B-F 'J(B,F) 10-80 Si-F 'J(Si,F) 350-500

“Parcialisan deuteralt szarmazékbol meghatarozva; “"Gatolt rotacio esetén a diéderes szogtdl fliggéen
279 HZ; §|4fi.\‘z{li(l‘ > ‘4‘]lr(lll\zzlid| ; #SJ(H’H)Lr'un.\‘znid ~ 0; TC(Spj) ~125 HZ7 C(sz) ~1 70 HZ7 C(Sp) ~250 HZ.
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10.22. dbra. Karplus-relacio: a 3J(H,H) csatolasi allando fliggése a diéderes szogt6l

A kvalitativ érvényli (4, B ¢€s C tapasztalati értékli konstansok)
Osszefiiggés alkalmas pl. a telitett hattaghi gytrts vegyiiletek gytiri-
izomerjeinek vagy a geometriai izomerek megkiilonboztetésére. A
(10.14) 6sszefiiggés értelmében a vicinalis csatolasoknak minimuma van
90°-o0s diéderes szog esetén és két eltérd nagysagu maximuma a ¢ 0° és
180° korili értékére (utobbi esetben °J nagyobb). A Karplus-
Osszefiiggés egyik tovabbfejlesztése a szénatomok szubsztituenseinek
elektronegativitasat is figyelembe veszi.”

A ciklohexanokra és élettanilag fontos (hetero)analogjaikra (szén-
hidratok, szteroidok) — Osszhangban a Karplus-relacioval — jellegzetes
a J(ax,ax) >> J(ax,eq) > J(eq,eq) viszony és kevés kivétellel érvényes,
hogy 0H < oH,, ahol Ad(Hax,Heq) ~ 0,6 ppm. E két tapasztalati
szabaly lehetdvé teszi szubsztituensek térallasanak meghatarozasat és
gyurtiizomerek, illetve konformerek megkiilonboztetését. A diaxidlis és
a joval kisebb diekvatorialis, illetve axialis-ekvatorialis csatolasi allan-
dokra jellemz6 intervallumok a ciklohexanszarmazékokban 4,5-12,5 és
2,0-4,5 Hz; a szénhidratoknal 6,0-10,0 és 2,0-4,0 Hz; mig szteroidok
esetén 7,5-14,0 és 1,0-7,5 Hz.

A nagy csatolasi allando axialis-axialis elhelyezkedésti hidrogénpar
esetén sokszor egyszerlien megallapithatova teszi a szubsztituensek
térallasat merev ciklohexangytiris vegyiiletekben, pl. szteroidokban. A
10.23. abran egy szteroid (11) 2-es és 3-as helyzetli szubsztituenseinek
térallasat egyértelmiien jelzi, hogy 11a mindkét geminalis protonja két-
két axialis szomszéddal csatolodik, azaz a szubsztituensek ekvatoridlis
allasuak kell, hogy legyenek. A 11b molekuldban pedig egyik metinjel sem
utal 10 Hz koriili diaxidalis csatolasra, tehat mindkét hidrogén ekvatorialis
¢és igy R és R’ axidlisak.
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11a 11b

11a: R=Br, R'= OH
11b:R=0H,R'=B
LA LA A ! et b e e s it et e U Al St Ll L S At s |
411 409 4.07 4.05 4.03 4.01 348 346 344 342 340 §/ ppm

L _/\__\
P P e e e s e s e e
441 439 437 435 433 431 401 399 397 395 393 &/ppm

10.23. dbra. A 11a (a) és 11b (b) molekulak 'H NMR-spektrumanak részlete a H-2
¢és H-3 atomok jelével

Ahogy a 11b spektrumban is lathatd, gyakran nem valnak szét a
multiplett egymashoz kozeli vonalai, de az egybeolvadt jel szélessége is
elegendd lehet a csatolasok nagysaganak, s ezzel a konfiguraciok és/vagy
konformaciok tisztazasdhoz. Példaul a 12a és 12b szerkezeti izomerekben
az oxigénnel szomszédos anellacios-H jelszélessége ~30, illetve ~6 Hz, a
12a esetén joval nagyobb diaxidlis csatolasnak megfeleléen (¢ =~ 180°).
A 12b izomerben az ekvatorialis-axidalis csatolas ui. a 60° koriili diéderes
szOg miatt sokkal kisebb.'”

H
NR
O _Ar LH
NR
H OA\
12a 126 A

Ar = p-NO,-Ph; R = CH,Ph

A cikloolefinek CH=CH csoportbeli cisz-helyzetii hidrogénjeinek °J

csatolasa a 3-6 gylirlitagszdmu sorozatban fokozatosan novekszik (0,5-

2,0; 2,5-4,0; 5,0-7,0 és 8,5-10,5 Hz), ami arra utal, hogy a diéderes szog

mellett egyéb tényezoktol (itt a vegyértékszogtol) is fligg a *J csatolasok
nagysaga.
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10.9. tabldzat. Vinilszarmazékok "H NMR kémiai eltolodasa / ppm és csatolasi

allandéi / Hz
szubsztituens 5Hg€m oH_, oH,_ ., e i, J s
—-Li 5,3 54" 5,17 23,9 19,3 7,1
—-CN 5,46 5,94 5,81 18,3 12,1 0,8
—Me 5,73 4,96 4,88 16,8 10,0 2,1
-F 5,84 3,92 3,62 12,7 4-7 =32
—COOH 5,89 6,20 5,71 15,4 9,7 0,8
—OMe 6,21 3,93 3,74 14,0 6,7 -2,0
—Cl 6,26 5,48 5,39 14,3 7,4 -1,5
-Br 6,36 5,75 5,83 15,5 7,1 -2,0
—Ac 6,63 6,52 6,11 17,8 10,8 1,1
—Ph 6,64 5,65 5,15 17,6 10,6 1,1
-NO, 6,81 6,16 5,61 15,0 7,6 2,0
-OAc 7,07 4,63 4,35 13,6 6,6 -1,6

*szamitott adatok

A ciklopropanoknal, a (10.14) egyenlettel 0Osszhangban, a J“=
(¢ = 0°) > Jrm= (¢ = 144°) arany kivétel nélkiil fennall (J***: 7-13 Hz,
Jrsz: 4-10 Hz), ugyanugy, mint az oxiranoknal (2-5 és 1-3 Hz), de feltiing,
hogy az utobbi esetben joval kisebbek az értékek. Nyilvanvaloan az oxigén
elektronegativ hatasa felel6s a kisebb *J csatolasokért, mintegy elvonva a

10.10. tabldzat. A gylirtihidrogének 'H NMR kémiai eltolodastartomanya / ppm és
csatolasi allandoi / Hz az 6ttagu heterociklusos vegytiletekben

furan tiofén pirrol”

OH-2 6,8-8,6 6,0-8,5 6,3-7,5
OoH-3 4,8-7,8 6,0-8-0 5,5-7,2
oH—4 5,8-7,0 6,5-7,8 5,5-6,6
SH-5 6,5-8,5 5,880 6,3-7,2
g, 1,8-2,0 4,5-6,0 2,4-3,1
Joa 0,7-1,2 1,0 -2,0 1,3-1,5
J,, 13-1,5 2,532 1,9-2,2
J. 3,2-3,8 3,0-4.,6 3,4-3,8

34

J, (NH,CH): 2,3-3,0; J, (NH,CH): 2,0-2,7
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kolesonhatast kozvetitd elektronokat. Hasonloképpen a C H,, C,H.CI ¢és

CH,CI-CHCI, molekulékra mért °J-értékek: kb. 8, 7 és 6 Hz.
A10.9.¢s10.10. tdblazatokban vinilszarmazékok és 6ttagi heteroaromas

vegyiiletek "H NMR kémiai eltolodasai és H,H-csatolasi alland6i talalhatok

meg.

10.1.5.2.3. Tavolhaté (long-range) "J(H,H) csatolasok (n > 4)

A csatolasok nagysadga rohamosan csokken a kolcsonhaté magokat
elvalaszto kotések szamaval. H,H-csatolasok esetén 5-nél tobb kotésen at
csak kivételesen jelentkeznek a rutin felvételeken észlelhetd felhasadast
okozd csatolasok. A 3 Hz-nél altalaban kisebb *J allil- és °J homoallil-
csatolasok foként telitetlen vegyiiletekben 1épnek fel és annal nagyobbak,
minél nagyobb a (kolcsonhatast kozvetitd) o- és n-elektronfelhok
atlapolasa. Emiatt ezek a csatolasi allandok gyakran homérsékletfiiggok:
a konformacios viszonyok megvaltoztatjak az elektronfelhdk atlapoléasat.
A csatolasok fiiggése a homérséklettol vagy mas felvételi koriilményektol a
molekula flexibilitasat jelzi (v6. 10.1.9. pont). Telitett vegyiiletekben ritka
a felhasadast okozo tavolhato csatolas és elsdsorban merev molekulakban,
a zegzugos (W-tipusu) elrendez8désti H-atomok kozotti kolcsonhatas
figyelhet6 meg.

A m-elektronok kozvetitd szerepe magyarazza, hogy a hossza konjugalt
lancokat tartalmazo molekulakban tavolabbi protonok kozdtt is van
jol észlelhet6 felhasadast kivaltd csatolas. A vinil-formiat (13) °J(H,H)
csatolasai (1,7 és 0,8 Hz) jol példazzak ezt. A formilproton jelének nagyobb
felhasadasat a kedvezo rotamerben a vele W-tipust csatolasba 1ép0 transz-
etilidén-H okozza.

13 14

A benzolszarmazékokra jellemz6 a J 7™ (7 - 9 Hz) > J ™ (2 - 3 Hz) >
Jr@e (< 1 Hz) viszony, valamint az, hogy a J-értékeket csak kis mértékben
befolyasoljak a szubsztituensek.

Ha az elektronfelhdk sztérikus okokbdl kényszeriien atlapolnak, un.
téren at hato (through space) kolcsonhatasok révén rendhagydan nagy
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csatolasi allandok mérheték. Példaul a 14 biciklopentanok anellacios
hidrogénjeire “J~ 18 Hz.!!

10.1.6. *C NMR-spektrumok. Jellegzetes
széneltolodasok, s az ezeket meghatarozo szerkezeti
tulajdonsagok'*

A BC izotop 1%-os gyakorisaga a természetes izotopkeverékben és a
protonénal joval kisebb magneses momentuma miatt NMR-¢érzékenysége
nagysagrendekkel (kb. 6500-szer) kisebb, mint az 'H-izotopé. Ezért el-
fogadhatoé mindségii jel/zaj viszonnyal csak az 1970-es évektol lehetett *C
NMR-spektrumokat mérni, amikor a megndvekedett memoriakapacitasu
szamitogép-vezérelt, pulzusgerjesztést és Fourier-transzformacios adat-
feldolgozast alkalmaz6 kommersz miiszerek elterjedtek.

A BC NMR-spektrumok hasznos informaciokkal bdvithetik a kémiai
szerkezetrél az 'H NMR-felvételekbdl lesziirhetd ismereteket. Szerkezetiik
egyszeriibb, részben a szénatomok kisebb szamanak, foként azonban a
spin-spin csatolasok okozta finomszerkezet hidnyanak koszonhetden, mely
utobbi a rutinfelvételeken a 10.1.8. pontban leirtak miatt nem jelentkezik.
(Mivel tehat nincsenek multiplettek, a "C NMR-felvételek vonalas
spektrumok!) A nagysagrenddel nagyobb kémiai eltolodastartomany
a vonalak nagyobb szeparalodasat és ezért konnyebb, biztonsagosabb
jelhozzarendelést tesz lehetdvé. A *C NMR-spektrumok olyan funkcios
csoportok, szerkezeti részletek jelenlétét is jelzik, amelyekben nincsenek
H-atomok. A kiilonb6zd hatasok (térgatlas, szubsztituenseffektusok
stb.) a molekulavazat alkotd szénatomokra kdzvetlenebbiil hatnak, s igy
konnyebben észlelhetok, mint a molekuldk periférigjan elhelyezkedd
hidrogének esetében.

A szénmagok kémiai eltolodasat dontéen hibridallapotuk és rendiiségiik
hatarozza meg. Az 'H NMR-spektroszkopiaban tapasztaltakkal analogia-
ban a 6CH(sp?) < 0CH(sp) < 0CH(sp?) sorrend adodik a széneltolodasokra
i1S: az etan-, acetilén- és etilénszenek kémiai eltolodasa: 5,7; 71,9 és
122,1 ppm. Mivel a 6-kotések elektrongerjesztési energiaja a rendiiséggel
csokken és a oP-hozzajarulas ezzel forditottan aranyos, a primer, szekunder,
tercier és kvaterner szenek kémiai eltolodasa ebben a sorrendben novekszik
(v6. 10.1.5.1.2. pont). P¢ldaul az 1,2-dibrom-2-metilpropan (Me,CBr—
CH_Br) eltolodasai: 6(CH,): 31,8; 6(CH,): 44,6 €s 6(C,__): 61,7 ppm.
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Adott szénatom szomszédjainak rendiisége is jelentds befolyast gyakorol
e szén kémiai eltolodasara (f-effektus', 1asd alabb). Elagazo lancu telitett
szénhidrogénekben érvényes a (10.15) additivitasi szabaly:

6C=4,+Y BB, +7C,+5D,, (10.15)

ahol a a szomszédos szénatomok szama (a vizsgalt szénatom rendiisége),
b a szomszéd szén rendiisége, f az azonos rendi szomszédok szama,
y és 0 a 3-, illetve 4-kotésnyi tavolsagban 1évé szénatomok szama;
A, B, C és D pedig konstansok (10.11. tablazat). A tablazat adataibol
kovetkezik, hogy egy olyan masodrendii szén, amelynek van egy kvaterner
szomszédja, nagyobb eltolodast, mint egy kvaterner szén, amelyhez négy
primer helyettesitd kapcsolédik. Peldaul a CH,-CH,-CMe, molekula
metilénszenének eltolodasa 36,5 ppm, mig a neopentan (CMe,) kvaterner
szénatomjaé csak 27,4 ppm.

10.11. tablazat. Konstansok telitett szénhidrogének *C NMR kémiai eltolédasanak
(ppm) szamitasahoz (a és b jelentését lasd a szovegben)

a szénatom rend{isége

konstansok

a=1 a=2 a=3 a=4
A 6,80 15,34 23,46 27,77
b=2 9,56 9,75 6,60 2,26
B b=3 17,83 16,70 11,14 3,96
b=4 25,48 21,43 14,70 7,35
C -2,99 —2,69 -2,07 0,68

D 0,49 0,25

Bar az 'H NMR-eltolodasokat megszabd hozzajarulasok koziil a
szénmagokra a paramagneses komponens a meghatarozo, amely nagysag-
renddel nagyobb mértékben hat a J-értékekre, mint a ¢¢ komponens, a
csokkeno elektronstiriiség kémiai eltolodast ndveld hatasa itt is érvényes
(v6. 10.1.5.1.1. pont). Jol szemléltetik ezt a 10.4. és 10.5. tablazatok, vagy
példaul a metil-halogenidek *C NMR-eltolddasai (10.14. tablazat). Adott
szénatomhoz kapcsolodd kiilonb6zd szubsztituensek tehat —I effektusuk
nagysagaval aranyosan novelik a dC-értéket (a-effektus'). A szénmag
koriili elektronstiriiség szélsdséges csokkenése a karbéniumkationokban
eredményezi a legnagyobb széneltolodasokat (~330 ppm).

A 10.12. tablazat monoszubsztitualt ciklohexanszarmazékok “C NMR
kémiai eltolodasait tartalmazza. A szubsztitualt szén eltolodastartomanya
igen tag (> 60 ppm) és az alapvegyiiletre mért 6C-érték nagyjabol
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a szubsztituens —I effektusaval parhuzamos né a szarmazékokban
(a-effektus'®). A szomszéd szén kémiai eltolodasa jelentésen né (atlag
6,5 ppm-el) és csak kisebb mértékben (~10 ppm-es tartoméanyban)
ingadozik. Ez azt jelenti, hogy a tercier 6C-értéket dontden az o-szén
rendiisége hatarozza meg (B-effektus'®). A y- és 6-helyzetii gytirlis szenek
eltolodasat csak csekély mértékben (|A5 C| <2 ppm) befolyasoljak a szubsz-
tituensek és arnyékolasnovekedést okoznak, jelezve, hogy a téreffektus'
(lasd alabb) dominal a kémiai eltolodast megszabd tényezdk kozott.

A szénatomok koriili elektronstlirliség meghatarozd szerepe magya-
razza, hogy a kotéspolarizacio, a mezoméria és minden egyéb, az elektron-
eloszlast befolyasolo tényez6 hat a *C kémiai eltolodasértékekre. El6bbi
indokolja a karbonilszénvonalak nagy eltolodasat (10.5. és 10.13. tablazat),
a C'—O hatarszerkezet eldtérbe keriilése kovetkeztében. A mezoméria az
oka annak, hogy az észterekben és amidokban a karbonilszén eltolédasa
jelentésen csokken a ketonokhoz képest, mivel a pozitiv centrum ezeknél
attevodik a szénrdl a nemkotd elektronparjaval a mezomer rendszerben
résztvevo heteroatomra (vo. 10.13. tablazat):

X—C=0 & X—C'—0O & X'=C—0
10.12. tablazat. Monoszubsztitualt ciklohexanok “C NMR kémiai eltolédasai / ppm

szubsztituens oC-1 0C-2 oC-3 oC-4

-H 26,6
—-CN 28,3 30,1 24,6 25,8
-1 31,8 39,8 27,4 25,5
—Me 33,4 36,0 27,1 27,0
—SH 38,5 38,5 26,8 25,9
—COOMe 43,4 29,6 26,0 26,4
—Ph 45,1 349 27,4 26,7
—NH, 51,1 37,7 25,8 26,5
—Ac 51,5 29,0 26,6 26,3
—Br 52,6 37,9 26,1 25,6
—Cl 59,8 37,2 25,2 25,6
—-OH 70,0 36,0 25,0 26,4
—0Ac 72,3 32,2 24,4 26,1
—OMe 78,6 32,3 243 26,7
-NO, 84,6 31,4 24,7 25,5
-F 90,5 33,1 23,5 26,0
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10.13. tablazat. Karbonsavszarmazékok *C NMR kémiai eltoldodésa / ppm

R H Me CMe, CCl, —CH=CH, Ph
R-COMe 1997 2060 2104 1863 1969 1957
R-CHO 1941 1993 2063 1759 192,1  190,7
R-COOH 1660 178,01 1859 167,01 1704  173.5
R-CONH, 1655 1727 1809 1627 1683  169,7
R-COCl 1660 169,0 1803 162,6 1656  168,7
R-COOMe 161,6 170,7 1789 161,0 1655 1656

(R-CO),0  156,0  166,1 173,9 1541 156,3 162,8

A mezomer szerkezetek ,konnyen valtozo/valtoztathatd™ elektronel-
oszlasaval kapcsolatosak a karbonilvegytileteknél mért kimagasloan
nagy oldoszereffektusok, melyek a mas "C-vonalakra jellegzetes
1-5 ppm-nél joval nagyobbak (elérhetik akar a 40 ppm-et is). Az
anizotrép szomszédcsoport-effektus ritkan jut jelentds szerephez, mivel
valtozatlan nagysaga (< 4 ppm) az 'H magokra jellemzénél nagyobb
eltolodastartomanyhoz képest (kb. 220 ppm a ,,normal” esetekben, mig a
hidrogénekre ~16 ppm) rendszerint elhanyagolhato.

A heteroaromas rendszerek gyurit alkoté szénatomjainak kémiai
eltolodasat azonban jelentésen befolyasoljadk a koraramok. A furdn —
pirrol — tiofén sorban a delokalizacio (az aromas jelleg) erdsodésével
mérsékldik a C (heteroatommal szomszédos) €s C, szénatomok kozotti
(s a heteroatom —I effektusatol szarmazo) eltolodéaskiilonbség az egyen-
letesebb  elektroneloszas eredményekeppen: AJ(C,C) érteke rendre
142,7-109,5 = 33,2 ppm; 118,4-108,0 = 10,4 ppm, valamit 124,4-126,2 =
—1,8 ppm. (v6. 10.10. tablazat). Megjegyzendd, hogy a heteroatomok —I
effektusa additiv: az 6ttagl heteroaromas vegyiiletekben a két heteroatom
kozotti szenek 150 ppm koriili vonalat adnak, a tetrazin jele pedig 162
ppm-nél jelentkezik.

S

15a 16

Igen fontos és hasznos viszont az 'H NMR-spektroszkopiaban nem
1étez6 un. y- (gauche-), vagy roviden téreffektus (steric compression shift,
field effect),'” mivel szamos sztereokémiai probléma '*C NMR-adatokra
épiilé megoldasanak kulcsaul szolgal. A téreffektus az egymashoz kozeli
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(mozgésukban gatolt) atomokat és csoportokat hordozd szénatomok
kémiai eltolodascsokkenését okozza, s ez a hatas elérheti akar a ~20 ppm-
etis.

A cisz-dekalin (15) a-, B- és y-helyzetli szénatomjainak eltolodasa
rendre 7,2; 4,9 és 2,6 ppm-mel kisebb, mint a transz-izomerben (16), annak
ellenére, hogy eldbbiben a két preferalt szék-szék konformacio egyenstlya
(15a == 15b) miatt az egyik konformerben (a képleteken,, ® ” vagy,, ®
jelzett H-k kdlcsonhatasa révén) gatolt helyzetbe (,, ® ” jell1) keriil szenek
a masikban a nem gatolt (,, ® ” jelil) pozicioban vannak, tehat atlaghatas
jelentkezik. Merev rendszereknél nagyobbak a téreffektusok. igy a 17 és
18 izomerekre pl. A&(Cy) = 8,8 ppm, mert az N-Bn csoport nagy térigénye
miatt a 15b-vel analog konformacioé nem lehetséges.!'”

OAr

85,7

A téreffektusok additivak: a cisz-1,2,3-trimetilciklohexan (19) axialis
2-metilcsoportja négy kolcsonhatasban vesz részt (a két szomszédos
metilcsoporttal és a két 1,3-helyzetli axialis hidrogénnel) és szénvonala
17,8 ppm-mel diamagnesesen eltolodva jelentkezik.

A téreffektusnak koszonhetoen konnyen megkiilonboztethetok pl. a
gylrtizomerek. Az 1,2-dimetilciklohexan cisz és fransz izomerjeinek
C,C, Cﬁ ¢s CH, atomjaira mert téreffektusok: 5,1; 4,5; 3,2 ¢s 4,5 ppm,
mig a ciklopentan analogokra 5,1; 1,8; 0,1 és 3,6 ppm.'® Természetesen
a kedvezotlenebb térszerkezet kovetkezményeként a cisz-izomerek
eltolodasai kisebbek. Az utobbi izomerparnal kisebbek az eftektusok, ui. az
Ottagl gylirth6z kapcsolodo metilcsoportok messzebb vannak egymastol.
Tobbszorosen szubsztitualt vagy kondenzalt szarmazékoknal eléfordulhat,
hogy még kisebbek a kiilonbségek, sét egyes szenekre akar zérus vagy
forditott is lehet. A gytirlis szenek Gsszeltolodasa azonban mindig kisebb
a cisz-izomerekre. (A fenti két esetben a £ AdC érték 17,3, ill. 10,6 ppm).

A 10.14. tablazat a metil-halogenidek széneltolodasait tartalmazza.
Lathato, hogy a halogénatom novekvod elektronegativitasa a kémiai
eltolodasok vart novekedését okozza. A szénhez kapcsolodd halogének
szamanak novekedésével a fluor és klor esetén ugyancsak ez a vart
tendencia tapasztalhatd. A brommal — és kiilondsen joddal — tobbszorosen
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szubsztitualt szenek kiugr6 arnyékoltsagat az okozza, hogy a —I effektust
az Un. nehézatom-effektus ellensulyozza, illetve tilkompenzalja. Utobbi
hatds magyarazza, hogy a CI, molekula —292,5 ppm-es vonala a mert
legnagyobb negativ 6C-érték.

10.14. tabldzat. A metan halogénszarmazékainak *C NMR kémiai eltoldédésa / ppm

X CHX  CHX, CHX, CX,
F 75,2 109,0 116,4 118,5
cl 25,1 54,2 77,7 96,7
Br 10,2 21,6 12,3 25,5
I -20,5  -53,8  -139,7 2925

A 10.15. tdblazatban alkoholok, étereik és ecetsavésztereik *C NMR-
adatai taldlhatok. Lathaté az oxigénatomok —I effektusdnak a kémiai
eltolddast jelentdsen noveld hatasa és additivitasa.

10.15. tablazat. Telitett, nyiltlanct alkoholok, étereik és ecetsavésztereik *C NMR
kémiai eltolodasa / ppm

. etil n-propil CIEOMGH
R metil (n=2,1,0)
CH, CH, |OCH, CCH,C CH, | CH, OCH,
R-OH 49,0 | 57,0 17,6 | 63,6 258 10,0 | 97,9 548
R-O-R 59,7 | 67,7 14,7 | 73,2 24,0 11,1 | 1150 51,1

R-COOMe 50,7 | 59,8 13,8 | 66,1 224 10,5 | 125,6 —

Specialis esetekben néhany kisebb jelentdségli tovabbi tényezd
(pl. van der Waals-kolcsonhatéds, oldoszereffektus) is befolyasolhatja
a széneltolodasokat. Ezek koziil az izotopeffektus érdemel emlitést,
amelyet asszignacios, ritkdbban szerkezetkutatasi kérdések tisztazdsara is
felhasznalhato. A H—D csere 0-1,5 ppm kozotti eltolodascsokkenésekkel
jar a perdeuteralt vegyiiletekben.

A BC NMR-eltolodasok kiilonosen fontosak a hidrogéneket nem
tartalmazo funkcids csoportok azonositasahoz. A MeCN, MeNC,
MeNCO és MeNCS molekulak '"H NMR metiljele az acetonitrilt kivéve
alig tér el (0,3; 29,3; 26,1 és 29,1 ppm), de a telitetlen szenek jellegzetes
eltolodasa (158,5; 121,3 és 128,5 ppm) megkdnnyiti a szerkezetfelderi-
tést. A 0,3 ppm-es jel mas funkcios csoportoktol is szdrmazhatna (pl.
fém- és jodvegyiiletek, ciklopropanok), de a C(sp)-vonallal (117,7 ppm)
egylitt viszont bizonyit6 erejii. Az izocianat szénvonaldnak nagy eltolo-
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dasat a szén pozitiv polarizacidja indokolja, hasonloan a szén-dioxidhoz
(182,2 ppm; CO,: 124,2 ppm).

Hasonloképpen az allének és acetilének '*C NMR-adatai is perdontéek
lehetnek a szerkezetek igazolasaban. Az allének kdzépsd szénatomjanak
vonala a 200-215 ppm-es tartomanyban van, mig a sz¢lsoké legtobbszor
az acetilénszenekre is jellemz6 60-95 ppm-es intervallumban jelentkezik.
Az acetilén jele 71,9 ppm-nél, mig az allén két vonala 74,8 és 213,5 ppm-
nél 1ép fol.

10.1.7. Kettosrezonancia

Nem sokkal az els6é sikeres rezonanciakisérleteket kovetben, a
méréstechnika fejlddésének koszonhetden kideriilt (Hahn és Gutowsky,
1952), hogy az 'H NMR-spektrumoknak finomszerkezete van. A spin-spin
kolesonhatasok kovetkeztében fellépd multiplettekbdl megkaphatok a J
csatolasi allandok. A jelenség hatranya a bonyolultabb, gyakran egymassal
atfedd multiplettekbdl allo spektrumszerkezet, elénye, hogy az ezekbdl
megkaphatd J-értékek tovabbi fontos informdacioforrdst jelentenek a
kémiai szerkezetfelderités szamara.

Anderson és Freeman 1961-ben egy olyan egyszerii kiegészitd
méréstechnika alkalmazasat irta le, amellyel megsziintethetok a spin-
spin kolcsonhatasok okozta jelfelhasadasok: lényegesen egyszertisithetok
a spektrumok.'”” Ez az un. lecsatolds mara a Kettds- és tOobbszoros
rezonancia modszerek egész arzenaljanak kiinduld pontjava valt, amelyek
felvételtechnikai problémak megoldasat (a spektrumok egyszertisitésén tul
pl. a jel/zaj viszony javitasat), elméleti kérdések tisztdzasat (pl. a csatolasi
allandok el¢jelének meghatarozasat, atmenetek adott kvantumallapotokhoz
valdé hozzarendelését) és szerkezetfelderitési kérdések megoldasat (pl.
gyenge vagy fedett jelek azonositasat, stb.) teszik lehetdvé.

A ma is hasznélatos kettdsrezonancia-mérések legtobbje pulzus-
szekvencidk alkalmazésara épiil. Ide sorolhatok pl. a homonuklearis
multiplett- ¢és savszelektiv, szélessavi heteronuklearis és kapuzott
lecsatolasok, a ,,spin-tickling” (,,csiklandozas”),** a NOE-mérések (10.1.8.
pont) bizonyos formai, polarizacidatviteli és telitésatviteli kisérletek,
az un. Hartmann—Hahn-modszerek, off-rezonancia lecsatolasok, stb.
Ezek koziil itt csak a szelektiv proton-proton lecsatolast és a *C NMR-
mérésekben alkalmazott szélessavu protonlecsatolast vazoljuk.

A szelektiv proton-proton (homonukledris) lecsatolas (azaz egy
kivalasztott skalaris spin-spin csatolas megfeleld gerjesztési technikaval
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valdé megsziintetése) ma mar ritkdbban hasznalatos modszer (a 10.3.3.1.
pontban targyalt COSY mai formadja, illetve ennek valtozatai igen gyors és
hatékony alternativat kinalnak), de elvi és tudomanytorténeti jelentdségére,
valamint a bonyolultabb kettdsrezonancia-technikak kénnyebb megértése
érdekében lényegét roviden ismertetjiik.

Nagyon leegyszertisitve, a lecsatolas a szokasos B, gerjesztd ter mellett
egy masodik, monokromatikus B, teralkalmazasatjelenti (kettdsrezonancia,
double resonance, DR). (A tobbféle gerjesztéfrekvencia alkalmazasanak
lehetdségét Bloch mar 1954-ben felvetette, ami a tobbdimenziés NMR
masfél évtizeddel késobbi Otletének csirajaként is felfoghato.)

Alegegyszerlibb AX spinrendszer esetén pl. ha v, frekvenciaju B, térrel
folyamatosan besugdrozzuk az X mag jelét, akkor az X magon indukalt
gyors f 2 a atmenetek miatt a kvantumallapotok atlagélettartama olyan
mértékben lerdvidiil, hogy az A mag mar nem képes ,,megkiilonboztetni”
az X mag a és § nivoit. igy az A magnak a 10.12. abran bemutatott dublett
felhasadasa megsziinik ¢€s a jele szinguletté valik, mas szoval az X magot
»lecsatoltuk” az A magrol. Ily moédon nemcsak a spektrumszerkezet
egyszerlisodik, de a besugarzott jeli mag kolcsonhatd partnerei (ezek
jelei) is azonosithatok.

20

Szemléltetésiil a vinil-acetat (20) 'H NMR-spektrum részlete (10.24/a.
abra) szolgél. A 7,27 ppm-nél jelentkezd olefinproton jel kettds dublett
felhasadasat (14,0, illetve 6,3 Hz csatolasi allandokkal) a szomszédos
=CH, protonok okozzak. Koziiliik a 4,57 ppm-nél jelentkezd jelet telitve
(10.24/b. abra) a 6,3 Hz-es felhasadast sziintetjiik meg (14,0 Hz-es dublett
marad 7,27 ppm-nél), mig a transz-allast partnert hasonlé modon lecsatolva
(10.24/c. abra) a 14,0 Hz-es csatolas sziinik meg. A terminalis =CH,
protonok jelének besugarzasa egyuttal a kettdjiik spin-spin kdlcsonhatasat
jellemzd 1,6 Hz-es csatolas megsziinését is eredményezi, mindkettd jelét
(kozel) dubletté egyszerlisitve.

A kettdsrezonancia un. szélessavu (broad band, BB) forméjat ma is
rutinszerlien alkalmazzuk a heteronuklearis NMR-spektroszkopiaban,
leginkabb az egydimenzids *C NMR-spektrumok felvételekor. Az 1D *C
NMR-spektrumok nyujtotta f6 informécio, hogy a vizsgalt molekula hany
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¢s milyen kémiai eltolodasu *C-jelet ad, s a jeleket ado szénatomokhoz
hany proton kapcsolodik kozvetleniil (vagyis CH,, CH,, CH vagy C
csoportrol van-e sz0). Az egyszerli pulzusgerjesztéssel nyert C NMR-
spektrumban azonban minden *C-jel multiplett¢ hasad a kozvetleniil
kapcsolodo, illetve néhany kotésnyi tavolsagra 1évé protonokkal vald
csatolasok okan. A bonyolult, sokszor atfedo multiplettek nagymérték-
ben megnehezitenék a spektrumok interpretalasat és a jefelhasaddsok
sokkal rosszabb jel/zaj viszonyt eredményeznének. Ezért a spektrumokat
rutinszerien ugy regisztraljuk (I1d. pl. 10.8. abra), hogy a "*C-magok
gerjesztése kdzben a protonokat egy olyan ,,széles savu” RF besugarzassal

1 I
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10.24. dbra. A vinil-acetat (20) 400 MHz-es '"H NMR-spektruma (a) és a
lecsatolasokrol késziilt felvételek (b, ¢)

gerjesztjiik, amelynek segitségével a teljes AoH kémiai eltolodastartomanyt
lecsatoljuk. igy a *C-rezonanciajeleknek megsziinik a finomszerkezete
[kivéve, ha a szenek a protonokon kiviil mas magneses magokkal (pl. '°F,
vagy P, stb.) is csatolddnak — a homonuklearis *C-csatolasok valdszinii-
sége igen kicsiny, s ezért nem okoznak észrevehetd felhasadasokat]. A
sz¢lessavu protonlecsatolas tovabbi elénye, hogy a NOE (Id. 10.1.8. pont)
a BC-jelek tovabbi intenzitasndvekedését eredményezi, igy lényegesen
jobb mindségii és egyszeriibb szerkezetii, konnyebben értelmezheté *C
NMR-spektrumhoz jutunk. A jelek multiplicitasabol szarmaz6 informaciok
fentiek értelmében a rutinspektrumokbol ugyan hianyoznak, de mas uton
(1d. pl. 10.3.1. és 10.3.3. pontok) konnyen megszerezhetok.
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10.1.8. A nuklearis Overhauser-effektus (NOE)'3

A 10.1.3 pontban targyalt és a spektrumban jelfelhasadasokat okozo
spin-spin kdlcsonhatasokat (skalaris csatolas) a kémiai kotések kozvetitik.
A spin-spin kolcsonhatasoknak azonban létezik egy masik, a relaxacios
jelenségekkel Osszefiiggd utja, aminek nincsenek feltiing (a jelek szamat
¢s elrendezddését megvaltoztatd) kdvetkezményei a spektrumokban. Ez
a kolcsdnhatas a térben kozeli (<5 A tavolsaga) spinek kozott 1étrejove
dipol-dipdl kapcsolat, és egyik legfontosabb eredménye az un. mag-
Overhauser-effektus (nuclear Overhauser effect, NOE, nOe)."?

Ha egy kétfajta spint (A és B) tartalmazo kismolekuldkbol 4ll6 rendszer
A spinjeinek jelét folyamatos besugarzassal telitjiik (vo. 10.1.1. pont),
akkor ennek hatasara a B spinek rezonanciajelének intenzitasa megnovek-
szik. Ez a jelenség a NOE. Az intenzitas-ndvekedés a kolcsonhaté magok
tavolsaganak hatodik(!) hatvanyaval forditottan aranyos és az 'H,'H
magparra idealis esetben 50% is lehet.

A NOE elméleti értelmezése meglehetdsen bonyolult, a jelenség
létrejottének okat érzékeltetendd ezért itt csak vazlatosan érintjiik. A
téren at egymast érzékeld A és B spinek kozott keresztrelaxacios hatas
Iép fol: az A spin atmenetei a B spint is kvantumallapot-valtozasra
»Keésztetik”, igy egymassal szimultan atmenetek jonnek létre. Az eddig
targyalt a—f €és f—a atmenetek Un. egykvantumos atmenetek, mivel
minden ilyen atmenetnél az m kvantumszam értéke eggyel valtozik meg
(|Am| = 1). A kereszt-relaxacio soran, ha az A spin a, — f, dtmenete megy
végbe, akkor ezzel parhuzamosan a B spin vagy szintén a, — f, (ekkor
Osszességében Am = 2), vagy egy B, — a,, (ekkor Osszességeében Am = 0)
atmenete jatszodhat le. Ezeknek az un. kétkvantumos vagy zérokvantumos
atmeneteknek az eredményeként a két spin relaxacids viszonyai olyan
modon valtoznak meg, hogy az A spin telitésének vagy inverzidjanak
hatasara a B spin energianivoinak populaciokiilonbsége megnovekszik,
ami B rezonanciajelének intenzitasnovekedését eredményezi. (Megjegy-
zendd, hogy a NOE makromolekuldk vagy igen viszkozus oldatok esetén
intenzitascsokkenést okoz).

A NOE az atom-atom tavolsagoknak a rontgendiffrakcios mérésekével
Osszevethetd pontossagli meghatarozasat teszi lehetové. Segitségével
sztereokémiai problémak oldhatok meg, de NOE-méréseken alapul a
biomakromolekulak, elsésorban a fehérjék oldatbeli térszerkezetének és
jelhozzéarendelési problémainak tisztdzasa is. (A NOE mérésének modern
lehetoségeire a 10.3.2.2. és 10.3.3.5. pontban talalhatok példak).

380



Mint ahogy mar sz6 volt rola, a *C NMR-rutinspektrumok a protonok
egyidejii, szélessavlii lecsatoldsaval késziilnek. A hidrogénmagok
gerjesztése a NOE kovetkeztében a szénjelek (szerencsés esetben kozel
haromszoros) intenzitasnovekedését okozza. A szélessavu lecsatolas igy
kettds eldnnyel jar: az egyszerlibb vonalas spektrumszerkezet mellett a
jel/zaj viszonyt is jelentdsen javitja. Ugyanez az oka viszont annak,
hogy a 'C NMR-spektrumokban nincs aranyossag a jelintenzitas és a
jelekhez tartozo szénatomok szama kozott, de alkalmas pulzusszekvencia
felhasznalasaval mod van az ,abszolit” (NOE-mentes) intenzitasok
mérésére is.

A NOE mérésének sokféle modszere van, amelyek alapvetden két
kategoriaba sorolhatok: az allando allapotll (steady-state) €s a tranziens
NOE-mérésekre. EI6bbi az A spin jelének folyamatos telitése mellett a B
spinen kialakult NOE nagysagat méri, utobbi az A spin jelén alkalmazott
valamilyen lagy vagy kemény pulzust kovetoen a B spinen megjelend NOE
feléptilésének sebességérdl ad informaciot. A NOE mérésének leginkabb
tradicionalis modja a ,,steady-state” alapa differencia-NOE (DIFFNOE
vagy DNOE) mérés, melynek soran a normal spektrumot kivonjuk a NOE-
kat tartalmazobol, amelyet egy vagy tobb jel telitése kozben regisztralunk
(Id. bévebben a 10.3.2.2. pontban). A mai gyakorlatban szinte kizarolag
tranziens NOE-méréseket (1D NOESY: 10.3.2.2. pont, ill. 2D NOESY:
10.3.3.5. pont) alkalmaznak.

10.1.9. A molekularis mozgasok, a molekuladinamika
hatasa a spektrumokra — cserefolyamatok. DNMR- és
VTNMR-spektroszkopia®®

A nem merev szerkezetl, flexibilis molekulak mozgésai latvanyosan
befolyasolhatjdk az NMR-spektrumok szerkezetét: multiplicitas-
¢s jelalakvaltozasokat okozhatnak, akar még jelek eltlinését is
eredményezhetik. E jelenségek tovabbi, az NMR-mérésekbdl nyerhetd
informacioforrast képviselnek és kihasznalhatok a szerkezetkutatasban és
a méréstechnikaban épptgy, mint pl. a molekularis mozgasok kinetikai,
termodinamikai paramétereinek kiszdmitasaban. A molekularis mozgasok
— a molekuladinamika — tanulmanyozasat szolgéalo vizsgalatok elnevezése
a DNMR- (dinamikus NMR) spektroszkopia.

Legel6szor a gdtolt rotdcio hatasat irtak le az '"H NMR-spektrumra,
a dimetil-nitrézamin esetén.>! A savamidokban is tipikus forgasi gatlas a
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C—N kotésrend-novekedés kovetkezménye, amely a 21a,b hatarszer-
kezetekkel jellemezhetd mezomer rendszer kialakulasaval értelmezheto:

R @) R O R R’
\ \ + Nt
N‘% - > N:< N4<
/ / / .

R R’ R R' R (o]

21 21a 21b

Ha R = CH, ¢és nincs forgas, vagy elég lassi a C—N kotés koriil, a két
metilcsoport szingulettje eltéré kémiai eltolodasu jelet ad (10.25/a. abra),
mert pl. 21a-ban egyikiik (R) cisz-, amasik (R) transz-helyzetli az oxigénnel
(illetve ellenkezd helyzetli az R’ csoporttal). Ha a forgas szabadon, s
elég gyorsan végbemehet, akkor a metilhidrogének kémiai kornyezete
»atlagolodik™ és egybeeso jelet adnak (10.25/c. abra), amelynek kémiai
eltolodasa az elkiiloniilt jelekének a szamtani kozepe. (Ha a cserél6dd
allapotok eléfordulési valdszintisége, populacidja eltérd, akkor a stulyozott
atlagnallép folazegybeolvadtjel.) Az,.elég” kitétel ittaz,,NMR-idoskalara”
vonatkozik. Ha a jelek frekvenciakiilonbsége Av=Ad B [Hz] sokkal
nagyobb, mint a cserefolyamat k sebességi allandodja, akkor elkiiloniilnek a
jelek, ha viszont k >> 2z Av, akkor egyetlen ¢€les jelet kapunk. E két sz¢&ls6
helyzet kozott atmenetet idézhetiink elé a homérséklet valtoztatasaval:
magasabb homérsékleten felgyorsulnak a cserefolyamatok. Barmelyik
sz€1s6 helyzet feldl a masikhoz kozelitve, a jelek fokozatosan novekvo
mértékben kiszélesednek és egy adott homérsékleten (koaleszcencia
pont) egybeolvadnak (10.25/b. dbra). Elméletileg levezethetd, hogy ez —
a targyalt legegyszerlibb esetben — a k = 2,22Av allanddval jellemezhetd
cseresebességnél, illetve a cseré¢lddd allapotok 7 = 1/k dtlagélettartama
esetén kovetkezik be. Természetesen minél nagyobb Av, annal gyorsabb
csere (rovidebb élettartam) sziikséges a koaleszcencia, majd a kozos jel
eléréséhez, illetve megjelenés¢hez. A T koaleszcencia-hdmérsekletbodl
konnyen kiszamithatok a cserefolyamat termodinamikai paraméterei,
az aktivalasi energia (a mozgas potencialgatja), ill. az aktivalasi
szabadentalpia.*

A gyakorlatilag hozzaférhetd hémérseklet-tartomanyban
(—=150...4200 °C) olyan cserefolyamatok tanulményozhatok NMR-
modszerrel, amelyeknél a cserél6dé allapotok atlagélettartama 1-107° s
¢s AG* aktivalasi szabadentalpiaja ~25—-100 kJ/mol. Az NMR-spektumok
hémérsekletfliggésének  tanulmanyozasat  nevezzik  V7-(variable
temperature-) NMR-mddszernek.
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A leggyakoribb ide tartozo jelenség a mozgékony (,,savanyu”)
hidrogének intramolekularis, vagy azonos ¢és kiilonbozé molekulak kozott
egyarant lehetséges intermolekularis cseréje. igy pl. alkoholokra a csere az
alabbi reakcidegyenlettel irhato le (pszeudoreakcid):

R—-OH + R*-OH* == R-OH* + R*-OH

Ha a cserefolyamat elég gyors, az R és R* kornyezetben 1évé OH-
hidrogéneknek kozds jeliik van. A cseresebesség nemcsak a hdmérséklet-
tol, de mas vizsgalati koriilményektol, pl. az oldoszertdl is fiigg. Trifluor-
ecetsavban, DMSO-d, vagy DMF-d, oldatban pl. altalaban lassu a csere
¢és a savanyu H-jelek elkiiloniilnek (1d. pl. 10.30. abra). Vizes oldatban a
feloldott vegyiilet 6sszes mozgékony protonja az oldoszerrel kozos jelet ad
(Id. 10.35. ébra). (Ha a DMSO-d, viztartalma nagy — higroszkopos oldoszer
lévén gyakran ez a helyzet —, a savanyu hidrogének jele Osszeolvad.)

10.25. abra. Vazlatos abra két cserélédd
mag rezonanciajelének hdmérsékletfiiggésére

A cserefolyamatok nemcsak a jelalakot, de a multiplicitast is
megvaltoztathatjak. Példaul az absz. etanol elkiiloniild OH-jele 1:2:1 triplett
(a CH, csoporttal valo csatolas miatt), a metilénjel pedig kettés kvartett
(8 vonalbol all), mig a normal alkoholban utobbi jel 1:3:3:1 kvartett, az
OH-hidrogén pedig, a viztartalom jelével atfedve, intenziv szingulettként
jelentkezik. A cserefolyamatok kozben ui. a spindllapotok is gyorsan
valtoznak az NMR-idéskalahoz mérten (rovidiil atlagélettartamuk) és ezért
a kolcsonhatdé magok nem képesek ,,észlelni” a partner kvantumallapotat.
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A cserefolyamatok felhasznalhatok a jelhozzarendeléshez, nevezetesen
a savanyu hidrogének jelének azonositasahoz. Ha a vizsgalt oldathoz savat
vagy lugot adunk, felgyorsulnak a cserefolyamatok, s valtozik a mozgékony
hidrogénjelek alakja és/vagy helye, mig D,0O-dal sszerazva az oldatot a
H — D csere kovetkeztében eltlinnek ezek a jelek (,,kirazasos modszer™).

A gatolt rotacio és a mozgékony hidrogének cserefolyamatai mellett
tobb mas, hasonl6 molekuladinamikai jelenség is hasonl6 modon hat az
NMR-spektrumra. A ciklohexan axialis €s ekvatorialis hidrogénjei k6zos
jelet adnak szobahémérsékleten: az '"H NMR-spektrum egyetlen szingulett
a gyors gyuriinverzio eredményeként. Az oldatot kb. -60 °C-ra hiitve a két
pozicionak megfelelden szétvalik a H(ax)- és H(eq)-jel és az elébbi joval
sz¢lesebb (a nagyobb diaxidlis csatoldsok kovetkeztében). A konformacios
mozgasok szamos mas fajtaja is jol vizsgalhato NMR-modszerekkel.

Az atomi inverzio sebessége ugyancsak befolyasolja a spektrum-
szerkezetet. A nitrogéninverzid alacsony potencidlgatja miatt az NRR’R”
tipusu vegyiiletek racematok, mivel enantiomerjeik igen gyorsan egymasba
alakulnak. Egyes 22a,b szerkezetii aziridinszarmazékok inverzioja viszont
lassu (az R” szubsztituenstdl fiiggden), ezért ezek diasztereomerekként
preparative is szétvalaszthatok.

R R..
N: N:
A :
R’ R
22a 22b

Hasonloképpen, szervetlen vegyliletek ligandumcsere-folyamatai is
tikr6z8dnek az NMR-spektrumokban. Példaul az XY ; tipusu (SF,, Fe(CO),
stb.) molekulaknal fellépd Un. Berry-atrendezédés miatt a trigonalis
bipiramis ekvatoridlis és axialis helyzetli ligandumai (a fenti példadkban az
F- és C-atomok) kozos jelet adnak a 'F, illetve *C NMR-spektrumban: az
F-, illetve a C-atomok kémiailag ekvivalensek.

H H 8,9
H H
H H
H H
H H
H H
23
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A vegyeértek-izoméria szintén az NMR-spektrum hémérsékletfliggését
okozhatja. Az aromas annulének (4n + 2 m-elektron), igy a 18-annulén (23)
merev molekulak és az aromas koraramok a makrociklus belsejében 1évo
H-atomok extrém arnyékoltsagat (6 = —1,9 ppm), mig a kiilsék jelének
a benzolszarmazékokénal is joval nagyobb paramagneses (23 esetén 8,9
ppm-es) eltolodasat eredményezik. A flexibilis antiaromas anal6goknal a
belsd és kiilsé hidrogének szobahdmérsekleten gyors helycseréje kdzos jel
fellépését eredményezi. Példaul a 24-annulén (24 m-elektron) szingulett
jele 6,84 ppm-nél van.

N-N N—-NH
H/QN»\H = H/«N/)\H
H
24a 24b

E jelenségekhez sorolhatd végezetiil a fautoméria, amely az NMR-
spektrumok oldoszerfliiggéséhez vezethet. Az 1,2,4-triazol DMSO-d,
oldatban késziilt '"H NMR-spektrumaban egyetlen CH-jel van (7,85 ppm-
nél), mig OP(NMe,), olddészerben két jel lep 16l (7,92 és 8,85 ppm-n¢l)
a 24a, illetve 24b tautomer preferalt el6forduldsat igazolva a tautomer
egyensulyban.

10.2. Az NMR-spektroszkopia gyakorlata

10.2.1. Minta-elokészités

Szerves molekuldk folyadékfazisi NMR-szerkezetazonositdsdhoz
altalaban néhany mg anyagbo6l kb. 0,6 cm’ mintaoldatot készitiink
deuteralt, leggyakrabban CDCI, vagy DMSO-d, oldoszerben. Szamos
tovabbi szerves oldoszer is hasznalhat6 (per)deuteralt formaban. Deuteralt
oldoszerekre egyrészt az un. ,,Jock” biztositasahoz (10.2.2. pont), masrészt
azért van sziikség, hogy az intenziv olddszerjel ne fedjen el hasznos
spektrumtartomanyt. (Utobbi probléma sziikség esetén mas moddon is
megoldhato (v6. 10.1.1. pont). A protikus oldoszerek, a CD,OD ¢saD,O a
mérendd anyag mozgékony OH, SH és NH protonjait sav-bazis reakcidban
deuteronra cserélik, igy ezek jele eltiinik az 'H NMR-spektrumbol. Féként
peptidek és fehérjék vizsgalatakor hatranyos az amidprotonok jeleinek
elvesztése, ezért ezeket (megfeleld pH-t biztositd puffer jelenlétében) 90-
95 térfogat%-os H,O-ban oldjuk é€s mindossze 5-10% D,O-t alkalmazunk
a ,,Jock” biztositasahoz.

385



Az oldat célszerien referensanyagot is tartalmaz a o =0 ppm
beallitasahoz, amely 'H és C NMR-ben ma mar kizardlag a tetrametil-
szilan (SiMe,, TMS). A szimmetrikus ¢€s indifferens molekula jele igen €les,
ezért pontosan mérhetd és nem [ép kdlcsonhatasba az oldott anyagokkal.
A 12 ekvivalens H igen intenziv jele kis mennyiség alkalmazasa esetén is
jol észlelhetd, az illékony TMS konnyen eltavolithatd az oldatbol, s nem
szennyezi a mintat. Jol oldodik a leggyakoribb olddszerekben és a H-magok
igen erdsen ,,arnyékoltak”, ezért a legtobb, mas kornyezetben 1€v6 hidrogén
nagyobb kémiai eltolodasu, s a 6, = 0 feltétellel célszerlien pozitiv
elgjeliinek vehetd. Vizes, s mas olyan oldatokban, amelyekben a TMS
nem oldodik, vizoldhaté szarmazeka, a DSS (Me,SiCH,CH,CH,SO,Na)
hasznéalhat6 referensként, amely pH-fliggetlen zéruspontot biztosit a
kémiai eltolodasskalan.

Az elkésziilt oldat tartalmazhat alig lathato, lebegd szennyezéseket,
feloldatlan szilard részecskéket, amelyek a mérés soran rontjak a
magneses tér homogenitasat, a spektrumjelek kiszélesedését okozva. A
mintaoldatot ezért sziiréssel célszerii az NMR-csébe tolteni, amely egyik
oldalan zart, altalaban legombdlyitett végl iivegesd, kupakkal. A rutin
NMR-csovek 5 mm kiilsé atmérojiek, ezekbe 0,6 ml mintat toltve 4-5 cm
oldatmagassagot kapunk. Ennek kozépsd, 1,5-2 cm-es szakasza az un.
aktiv térfogat, a mintaoldatnak csak ekkora részét érzé¢keli a mérotekercs
az NMR-cs6 magnesbe helyezése utan. A megfeleld pozicionalashoz (és
a mintacs6 forgatasahoz, lasd alabb) az NMR csdvet miianyag rotorba
helyezziik (10.26. &bra), ¢és stritett levegdvel (vagy nitrogéngazzal)
mikodo pneumatikus ,,lift” segitségével juttatjuk be a magnes kozepébe,
a mérdtekercshez.

10.2.2. Az NMR-spektrométer felépitése és mitkodése

Az FT-NMR-spektrométer tobb részegység integralt egyiittese, leg-
fontosabb elemei a magnes, a mérdfej, a konzol és a vezérld szamitdogép.

A szamitogépen futd méréprogram iranyitja a hardverelemek kom-
munikéciojat és miiveleteit (pl. a magneses térhomogenitas 1étrehozasat
vagy az RF pulzusok id6zitését), valamint ez dolgozza fel a konzolbdl jovo
,»hyers adatot”, a FID-et.

A konzolban a radiofrekvencias ado- €és vevoegységek talalhatok,
melyek egyiitt ,,RF csatornakat” alkotnak. Ahany RF csatorna van,
egyidejileg annyiféle NMR-mag ('H, *C, "N stb.) ,,manipulalhato”
(lecsatolasok, tobbdimenzios spektrumok). Egy pontos frekvenciaforras

386



mindegyik csatorna addegységében szinuszosan oszcillalo valtofesziilt-
séget allit el6 a kivant radiofrekvencian, példaul 500 MHz-en. Ebbol egy
kovetkez0 elektronikai egység adott matematikai fliggvénnyel leirhato (pl.
idében négyszog profilll) pulzusokat allit el6. Az RF pulzusok kiilonb6zd
csatornakra elosztott, megfelelden iddzitett sorozatat, a pulzusprogramot
erdsités utan kabelek tovabbitjak az NMR-mérofejbe.

Nagyfelbontasti egydimenzios vagy idoéigényesebb tobbdimenzios
NMR-spektrumok felvételéhez minél erdsebb, homogén és stabil
magneses térre van sziikkség. Két, egymastol 1 Hz-re 1évé spektrumvonal
felbontasahoz egy 600 MHz-es késziiléken a magneses tér legfeljebb 1
millidrdnyi egységgel valtozhat meg térben és idoben. Ezeket a szigort
kovetelményeket, a korabban hasznalt permanens vagy elektromagnesek
helyett, ma mar szinte kizarélag szupravezeté magnesekkel lehet gazda-
sagosan megvalositani.

vezérlé
szamitogép

€ J— ®)
i , minta a
kriogén mérdfejben

toltényilasok

L mintacsé
rotor

oo

mérdfej

konzol

AN
W)

szupravezetd tekercs

mintaoldat
)
J
aktiv térfogat

kercsek

10.26. abra. Az NMR-spektrométer sematikus felépitése, a magnes
keresztmetszetével (a) és a kinagyitott, a mintat befogad6é méréfejjel (b)

A magnes (sematikusan lasd a 10.26/a. abran) szupravezetd méro-
tekercse nidbiumdtvozetet tartalmazd rézszalakbol késziil (az elérhetd
térerdsség a menetszamtol fiigg), amely 5 K (—268 °C) alatti hdmérsékletii
folyékony héliumba mertiil, hogy elektromos ellenallasa kozel zérusra
csokkenjen. A magnes belizemelésekor a tetején lathatd csonkokon
betaplalt tobbszor 10 amperes aram egészen addig kering kiilsé energia
felhasznalasa nélkiil a szupravezetd tekercsben, amig nem enged;jiik
azt folmelegedni. A folyékony héliumot tartalmazd Dewar-tartalyt
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hészigeteld rétegeken keresztiil egy még nagyobb, folyékony nitrogénnel
(77 K, =196 °C) toltott kriosztat veszi koriil, ennek kiilsé kopenye a
kiviilrél lathato, rozsdamentes acélbdl késziilt magnestest. A tetején
1év6 csonkokon keresztiil rendszeres id6kozonként folyékony héliumot
¢s nitrogént kell a magnes megfeleld tartalyaiba tolteni az alacsony
hémérséeklet fenntartasara. Ez teszi koltségessé a miiszer lizemben tartasat
(a legkorszerlibb magneseknél mar megvaldsitottdk az elparolgd hélium
Osszegyujtését és ujrafelhasznalasat). A magnes légparnas labakon all,
mert a kornyezetbdl szarmazd mechanikai rezgések ,,miitermék™ jelekhez
vezethetnek a spektrumokban. A magnes opcionalis tartozéka a tetejére
szerelhetd automata mintavaltd, amellyel példaul hétvégére tobb minta
kiilonb6zé NMR-mérései eldre programozhatok.

A szupravezetd tekercsben keringd aram az erdsségének megfeleld,

fliggéleges iranya homogén B, magneses teret indukal, a magnes
hossztengelye mentén. A magnes furataba illeszkedik alulr6él a méréfe;,
feliilrdl pedig a mintacs6 leengedése torténik (10.26/b. abra).
A magneses tér lehetd legjobb homogenitasat korrekcios (,,shim™)
tekercsekkel érik el, amelyek beliilrdl a magnes furatdhoz csatlakoznak,
megfeleld kiképzéssel ahhoz, hogy a szamitogép altal vezérelt dram
betaplalasara kiilonbozé irdnyt és alaki madagneses segédtereket
(-térgradienseket”) hozzanak létre a szupravezetd altal keltett B, tér
inhomogenitasanak kompenzaladsara. A mintacsovet tartalmazo rotor
(10-20 Hz frekvenciaju) forgatasa stiritett levegdvel vagy nitrogénnel az x
¢és y iranyu térinhomogenitasok tovabbi kidtlagolasara szolgal. A korszert,
400 MHz-nél nagyobb proton-frekvenciaju miiszerek korrekcios rendszere
(nagy ,,shim-készlete”) feleslegessé teszi a forgatast (egyes bonyolultabb
NMR-kisérletek nem is mitkodnének forgatott mintaval).

A magneses tér nagysagara vonatkozoan fontos tény, hogy a pulzus-
gerjesztés soran detektalt rezonanciajel (elso kozelitésben) annal nagyobb,
minél nagyobb az egyensulyi makroszkopikus magnesezettseg M, értéke.
A (10.8) dsszefiigges alapjan viszont M annal nagyobb, min¢l nagyobb
az a-nivd betdltdttsége a f-nivo betdltottségéhez képest. Az a és f
kvantumallapotok (10.4) szerinti AE energiakiilonbsége rendkiviil csekély,
igy (10.6) alapjan az N és N, kozotti kiilonbség is nagyon kicsi, €s ez
magyarazza, hogy az NMR-spektroszkopia viszonylag érzéketlen modszer.
A (10.6) 6sszefiiggésbol az is latszik, hogy ez a populaciokiilonbség kozel
linearisan n6 a B térerdvel. Az NMR-spektroszkopia fejlesztésének egyik
6 célja a mérési érzékenység novelése. Ennek egyik modja értelemszertien
a B, tererd novelese, ami egyuttal a spektralis felbontas novekedesének
elényét is magaban hordozza, hiszen (10.5) alapjan a térerd novelésével
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a rezonanciafrekvencidk egymastol vald tavolsdga is linearisan nd. E
mellett mas technikai lehetdségek is 1éteznek a jel/zaj viszony novelésére.
Ezek kozil kiemelend6 az un. ,,hiitott mérofej” (lasd alabb). A 10.27. abra
illusztralja az érzékenység ndvekedésének hatasat a sziikséges mérésidore,
a felbontas novelésének jelentdségét pedig a 10.2. abra szemlélteti (1d.
10.1.1. pont).

Arrol, hogy mérés kozben idoben milliardrésznyit se ,,cstisszon” a
B, magneses ter (,,drift”), elektronikus szabalyozokor, a térfrekvencia-
visszacsatolds, az un. ,lock”-rendszer gondoskodik. Ez folyamatosan
¢észleli az oldoszer diszperzios *H rezonanciajelét és ha sziikséges,
automatikusan 0gy valtoztatja a megfeleld shim-tekercs dramat, hogy a
magneses térerdsség €s a radiofrekvencids tér kozti Larmor-Osszefliggés
(a rezonancia alapfeltétele) a mérés alatt folyamatosan teljesiiljon. A lock
biztositasahoz sziikséges erds deutériumjelet leggyakrabban maga az
oldoszer szolgaltatja.

i e s Lt bt i i et b
60 40 20 0 §&/ppm

10.27. abra. 2,5 mg gyogyszerhatoanyag *C-spektruma (a) 100 MHz-en (400 MHz

'H frekvencia), normal méréfejjel, 1024 pulzusbol, 40 perc mérésidovel és
(b) 200 MHz-en, hiitott méroéfejjel, 256 pulzusbol, 10 perc mérésidovel

A mérdfej tartalmazza a mintat koriilvevd azon RF tekercseket, amelyek
a pulzusokat kiadjék, illetve a valaszjelet, vagyis a FID-et detektaljak.
A méréfej cserélhetd (a magnesbe alulrol helyezik be), kiillonbozé
alkalmazasokra kiilonboz0 kiépitettségli fajtai léteznek. Az adott mérofej
felépitésétdl fiigg, hogy milyen atmérdjit NMR-cs6 befogadéasara és milyen
atommagok ('H, “C, F stb.) mérésére alkalmas (a legaltalanosabban
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hasznélt csovek 5 mm atmérdjiick). A mérofej legfontosabb részei
a fémtekercsek és kapacitasok, amelyek egyiittese RF rezgdkoroket
alkot. A mintacsdvet a mérdfejben altaldban két tekercs veszi koril: a
protontekercs vizszintes iranyt B, gerjesztd pulzusok kozvetitésére képes,
mig a kisebb frekvencidkra optimalt ,,X-mag tekercs” példaul *C-, >N-
vagy *'P-spinekre tudja ugyanezt. A mérés megkezdése el6tt azonban a
hasznalni kivant rezgdkort hangolni kell, impedanciajat pedig a mintaoldat
dielektromos tulajdonsagaihoz (ionerdsség, vezetOképesség) kell illeszteni,
hogy az RF pulzusok altal visszavert teljesitmény minimalis, mig a FID
,vétele” optimalis legyen. A hangolas a mérofej aljan levé hangolorudak
motorok szolgalnak erre a célra. Modern méréfejek a felsoroltakon kiviil
még un. térgradiens tekercse(ke)t is tartalmaznak, melyeken aramot
atvezetve mesterségesen ,.elronthatjuk” a magneses tér homogenitasat
néhany ezred masodperc id6tartamra a z vagy (ritkabban) az x, y tengely
iranyaban. Ez a lehetdség a spinek tovabbi kiilonleges és igen hasznos
manipulalasara ad modot (lasd alabb).

A minta hOmérsekletét a mérdfejbe belépd siiritett levegd vagy N,
eloflitésével (ritkabban hiitésével) valtoztathatjuk (lasd DNMR). VT-
mérések sordn elegendd iddot kell hagyni a mintaoldat hémérsekleti
egyensulyanak beallasara.

Specialis méréfejet hasznalva novelhetd az NMR-mérés érzékenysége.
Pé¢ldaul ha az 5 mm-es helyett 10 mm-es mintacsdvet hasznalunk, noveljiik
az aktiv térfogatba jutd spinek szamat. Térfogatlimitalt mintdk mérésé-
hez pedig specialis NMR-csovek allnak rendelkezésre: alkalmazhatunk
szlikebb atméroji betétet (inzert) az 5 mm-es csOben vagy Un. Shigemi-
csovet, amelynek csak a kozéps6 harmadéba (200-300 pl) Kkeriil
mintaoldat. Specialis atfolyd mérofej sziikséges a késobb targyalando LC-
NMR alkalmazasokhoz. A kapillaris méréfejben a kapillarisra tekercselt
rézhuzallal mar a 20-50 pl oldatbdl szarmazo, igen gyenge FID is
detektalhato. A kapillaris méréfejek koncentracio-érzékenysége kozepes,
de a kis térfogat miatt abszolut (tomegre vonatkoztatott) érzékenységiik
igen nagy (~10 ng). Az érzékenység novelésének hatékonyabb modjat
képviselik a hiitott elektronikaju méréfejek, amelyekkel a jel/zaj arany
harom-négyszeresre ndvelhetd, ami tizszeres mérésido nyereséget jelent.

A méréfejbol kabelen kilépd FID eldszor az elderdsitore keriil,
majd a konzolban egy referenciafesziiltséggel keverik, amelynek
soran hangfrekvencias (kHz) valtofesziiltségli jel keletkezik. Ennek
tovabbi erdsitése utan a jelet egy analdg-digitalis konverter (komplex)
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szamsorozatta konvertalja. Az igy kapott FID keriil a vezérld szamitogép

crer

spektrumma alakithato és a regisztralashoz sokféleképpen feldolgozhato.

10.3. Az alapspektrumokat kiegészito
legfontosabb NMR-mérési modszerek

Ebben a fejezetben rovid, felsorolasszerti attekintést nydjtunk a mai
szerkezetfelderitési gyakorlatban leginkabb hasznalatos, az egydimenzios
»alapspektrumokat” kiegészité mérési modszerekrdl, elsdsorban a
megkaphatd informéciok jellegére koncentralva. A felsorolt modszerek
csak igen kis részét képezik az ismert mérési pulzusprogramoknak,* de
a bemutatott moddszerekbdl nyerhetd informacidk a legtobb esetben
elegenddek a legkiilonbozobb szerves vegyiiletek szerkezetének
egyértelmii meghatarozasahoz.

10.3.1. A BC-vonalak csoportositasa a szénatomok
rendusége szerint

Az APT (attached proton test) az 1D, szélessavu protonlecsatolassal
késziilt *C NMR-mérésnek olyan valtozata, melyben a szénrezonancia-
jelek a hozzajuk kotott hidrogének szamatol fliggden adnak pozitiv vagy
negativ intenzitasu jelet: a spektrumban a CH és CH, csoportok szénjelei
»folfelé”, mig a CH,- ¢és C-szenjelek ,lefel€” mutatnak. Amennyiben
tehat APT-mérest végziink, szétvalogathatjuk a szénjeleket CH, CH,, ill.
CH,, C tipustakra, azaz egy kérdéses molekula szerkezetének jellegerdl
tobbletinformacidhoz jutunk. Mivel a késébb targyalandd6 HSQC-mérésbol
ez az informacio a CH csoportokra Iényegesen rovidebb i1d0 alatt, kisebb
mintamennyiségbdl is megkaphato, ezért a rutin szerkezetmeghatarozas
soran az APT-t ma mar ritkan alkalmazzuk.

E modszer masik, rutinszertien alkalmazott valtozata az tn. DEPT
(distortionless enhancement of polarisation transfer), amelynek egyik
tipusaban a kvaterner szenek vonalai nem jelentkeznek, a CH,- és CH-
atomokeé pozitiv,a CH,-szenekeé pedig negativ csticsként jelenik meg, masik,
szerkesztett formdjaban pedig kiilon-kiilon alspektrumként regisztralhatok
a kiilonb6z6 rendli szenek vonalai. A DEPT-mérést ugyanazon elényodk
(gyorsabb mérés, kisebb mintaigény) jellemzik, mint az HSQC-t.
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10.3.2. Szelektiv, egydimenzios NMR-technikak

Az eddig targyalt 1D spektrumok felvétele soran valamely magfajta
(pl. 'H) 0Osszes jelének megfigyelése a cél, ezért a 90°-0s pulzussal
széles frekvenciatartomanyt gerjesztiink. A formazott RF pulzusok és a
pulzalt térgradiensek kidolgozasa tette napjaink rutinmodszerévé egyes
multiplettek, vonalparok — akér egyetlen vonal — szelektiv gerjesztését,
elméleti kérdések (egyedi atmenetek hozzarendelése, csatoldsi allandok
eldjelének megallapitasa), egyenkeénti spin-spin, illetve térbeli kapcsolataik
felderitése, fedett jelek helyének pontos meghatarozasa céljabol. A
szelektiv 1D kisérletek elénye, hogy megérzik a protonspektrum nagy
felbontasat (igen kozeli jelek is jol megkiilonboztethetok), mig idoigénylik
a (kovetkezd alfejezetben targyalandd) megfeleld 2D spektrumokénak
csak toredéke, minddssze néhany perc. A szelektiv gerjesztésen alapuld
modszerek kiilondsen alkalmasak foékomponens melletti kis mennyiségi
szennyezOk jeleinek kiemelésére, ekkor a nagymennyiségli fokomponens
zavaro jeleitdl ,,megtisztithat6” a spektrum.

10.3.2.1. Szelektiv 1D TOCSY-mérés

A TOCSY (total correlation spectroscopy) szekvencia segitségével egy
alkalmasan kivélasztott protonjel szelektiv besugarzasa utan a gerjesztés
atvihetd a vele k6zds spin-spin csatolasi rendszerben 1év0 mas magokra.
Az Un. keverési 1d0 (mixing time) valtoztatasaval befolyasolhatjuk, hogy
elsdsorban a kozvetlen szomszédok vagy pedig a teljes spinrendszer jelei
alkossak a spektrumot. A szekvencia akkor igazdn hasznos, amikor a
spektrumban van egy vagy tobb jol elkiiloniild jel, amely(ek) szelektiven
gerjeszthet6(k). A spinrendszer tobbi, akar mas multiplettekkel fedett
jele is ,kiemelhet6” és a jelek multiplicitaisa megallapithat6. Példaul
poliszacharidok (a jol elkiiloniild ,,detektorjel” ezeknél az anomer CH,
ha van) egyes gytrliinek jelei e méréssel elkiilonithetok és egyenként
detektalhatok.
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A 10.28. abran a raffin6z (25) protonspektrumaban (a) 3,6 és 4,1 ppm
kozott 6sszesen 15 hidrogénmag ad tobbé-kevésbé atfedo multipletteket. A
10.28/b. abra 1D TOCSY-spektruman ezekbdl ,,kivalogattuk™ a 4,23 ppm-
es (H-3) protonnal csatold partnereket és a multiplettjeik felhasadasabol
megallapithatd, hogy ez a spinrendszer a frukt6z-egységhez (A gytril)
tartozik. A 10.28/c. abran pedig az 5,00 ppm-es anomer protonrol induld
1D TOCSY-spektrumon a galaktopirandz gytirti (C gytir(i) spinrendszerét
azonosithatjuk. Utobbi méréshez a 28/b. spektrummal egyezd keverési
1d6t alkalmaztunk, de a H-5" metinprotonig alig, a H-6” metilénekig pedig
nem ,,jutott el” a H-1"" protonrél inditott magnesezettség.

H-1" ’

H3" H-2"

10.28. dbra. Raffindz '"H NMR- (a), ill. 1D TOCSY-spektrumai a fruktofuranoz-
rész spinrendszerérol, szelektiv gerjesztés H-3-on (b) és az a-galaktopiran6z-gytra
spinrendszerérdl, szelektiv gerjesztés H-17-n (c), keverési id6 60 ms

Ennek oka az, hogy a galaktozban a H-3” és H-4” hidrogének axialis-
ekvatorialis part alkotnak, ahol a csatolasi allando lényegesen kisebb, mint
diaxialis relativ helyzet esetén (vo. 10.1.5.2.2. pont), €s ez kedvezétlen a
TOCSY-transzfer szamara.

10.3.2.2. Szelektiv 1D NOESY- és DNOE (DIFFNOE)-mérés

A NOESY- (nuclear Overhauser effect spectroscopy) méréssel térben
kozel elhelyezkedd protonok kozott vihetd at magnesezettség. Az 1D
NOESY-mérés soran szelektiven invertalva az egyik jelet (kismolekuldk
esetén) a térkozeli protonoktol szarmazo ellentétes, pozitiv jeleket kapunk.
Kb. 4 A tavolsag az a hatar, amelynél kismolekuldk esetén még mérhet6 az
effektus. A kapott jel nagysagat befolyasolja a vizsgalt molekula mozgasi
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dinamikéja, mérete, az oldoszer viszkozitdsa, a magnes térereje €s a
keverési id6. Elobbiek fiiggvényében eléfordulhat, hogy az effektus térbeli
kozelség esetén is nulla, ill. negativ! Ezért igen fontos a mérési paraméterek
alkalmas megvalasztasa, amérés elott az oldat oxigénmentesitése (az oxigén
¢s esetleges paramagneses szennyezések szélsdségesen felgyorsithatjak
a relaxacios folyamatokat, s ezzel ,elronthatjdk” a NOE-t). A NOE
eredmények kvantitativ értékelése a fentiek miatt nagy koriltekintést
kivan.

Az 1D NOESY-technikdhoz hasonlé informacidtartalmu, régebbi
moddszer a differencia-NOE-mérés. A korszerii NMR-spektrométerek
lehetéveé teszik, hogy a normal spektrumot kivonjuk a NOE-kat
tartalmazobol, amelyet egy vagy tobb jel telitése kozben regisztralunk.
Az ilyen differencia-NOE- (DIFFNOE vagy DNOE) meéréseken csak
azok a jelek lathatok, amelyeknek az intenzitdsa a NOE révén megndtt,
vagyis azonosithatok a besugarzott jelli maghoz térben kozeli azonos fajta
atomok, illetve az ilyeneket tartalmazo csoportok jelei.

A DIFFNOE technika alkalmazisat a 26a gyogyszer-intermedier
szerkezetigazolasaval illusztraljuk. A dimetoxiszarmazékbdl parcidlis
hidrolizissel eldallitott 6-metoxi vegylilet mellett a nem kivanatos
7-metoxi termék (26b) is keletkezik. A hasznos termék nagyobb aranyu
keletkezése érdekében végzett kisérletek eredményeinek értékeléséhez
fontos volt a két izomer szerkezetének megkiilonboztetése. Az egyik
termék '"H NMR-spektrumaban (10.29/a. abra) a 2,34 ppm-es C-metiljelet
telitve (10.29/b. éabra) a DNOE-felvételen megjelenik a nagyobb
eltolodastt aromas hidrogénjel, amely tehat a C-metilcsoporthoz kozeli
H-8 atomhoz tartozik. A masik, tehat H-5 atomtdl szarmazé 6,67 ppm-
es jelet besugarozva a metoxiszingulett €s a 4-es CH, csoport jele lathato
a DNOE-spektrumban (10.29/b. abra), igazolva, hogy e két csoport
szomszédos a metoxiszubsztituenssel, amely tehat 6-os helyzetii, azaz a

kivant 26a izomert6l szarmazik a spektrum.
5 4

MeO s A A HO s
3 3
7 7
Hojia)i;\12 MeO” 7 N2
Me Me
26a 26b
Tovabbi példaul szolgalhat a 27a és 27b epimer Osztronszarmazékok
térszerkezetének igazolasa. A 16-CH,OAc csoport metilénprotonjainak

jelét besugarozva 27a vegyiilet 'H NMR-spektrumaban a 18-metil-
szingulett intenzitdsa jelentésen megnovekszik, jelezve e csoportok
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27a: R = CH,0AG, R' = CH,X

27b: R = CH,X, R' = CH,0Ac

térbeli kozelségét (B helyzetét). A forditott kisérlet (a 18-metil-szingulett
telitése a 16-metilén-jelek intenzitdsndvekedésével jar) is Osszhangban
van e szerkezettel. Hasonlo kolcsonhatas figyelheté meg a 170—H atom
¢s a 16-CH,X hidrogének kozott. A 27b epimer esetén a 18-CH, ¢és a
16-CH,X hidrogének, illetve a 17a—H atom és az OAc csoport melletti
metilénprotonok kozott 1ép fol NOE, bizonyitva a két OAc csoport transz

allasat.??
OMe
H-5 |
c 6,67 CH.(4)

Me(1}
3

‘OMET_

MeQ, A\ 4

Me(1)

|

9 8 7 6 5 4 3 2 d4lppm

10.29. dbra. A 26a vegyiilet 500 MHz-es "H NMR-spektruma (a), valamint a C-metil
(b) és a 6,67 ppm-es aromas proton (c) jelének telitésével nyert DNOE-spektrum

10.3.3. Kétdimenzios (2D) NMR-mérések

Az egydimenziés spektrumokkal (kémiai eltolddas—intenzitas
fiiggvényekkel) szemben a tobbdimenzids spektrumok jeleinek intenzitasa
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t6bb kiilsnbdzd kémiai eltolodés (frekvencia) fiiggvénye: f(5,,5,,...,5,).
Ez utébbiak koziil legegyszeriibbek a 2D spektrumok, melyek a
3-dimenziés térben elhelyezkedd ,hegycsticsokként” képzelhetok el,
ahol a jelintenzitas (,,hegymagassag”) két kiilonbozo kémiai eltolodas
fliggvénye. A tobbdimenzios spektrumokat legcélszeriibb metszetekként
abrazolni (hasonldéan a valddi domborzati térképekhez). Ekként a 2D
spektrumot két, egymasra merdleges d-skala alkotja, és a korrelaciokat
a megfeleld koordinataju pontokban elhelyezkedd kiilonb6z6é méretii
foltok mutatjak. A kismolekuldk szerkezetmeghatdrozasa soran — specidlis
esetektdl eltekintve — elegendé 2D spektrumok felvétele, de fehérjék
szerkezetének meghatarozasakor 3D, 4D, 5D spektrumok mérése is
indokolt lehet. A detektalas érzékenységi okokbol — kivételes esetektol
eltekintve, amikor azonban tobbszor 10 mg mintamennyiségre van sziikség
— protonon torténik, azaz a skalak egyike az 'H kémiai eltolodasoknak felel
meg, ez az un. direkt dimenzi6. Az indirekt dimenzio(k) lehet(nek) szintén
'H, vagy valamilyen mas maghoz (pl. *C, "N, “F stb.) tartoz6 skalak is. A
korrelaciok spin-spin csatolasokon, NOE-tipust kolcsonhatasokon, vagy
ezek sokféle kombindacidjan alapulhatnak.

10.3.3.1. 2D COSY-spektrum

A 2D COSY- (correlation spectroscopy) spektrum féatlojaban az 1D
spektrum csucsait talaljuk, kozottiik keresztcsucsot (korrelaciot) akkor
kapunk, ha spin-spin csatolasban van a két egymashoz kdozeli, tehat 2-3
kovalens kotéssel elvalasztott mag (leggyakrabban proton).

3,52

\\ // 343 O 359 Br
Bea’s QP At
28 Cl

A példaul valasztott minta két izomer vegyiiletet (28, 29) tartalmaz, kb.
5:4 molaranyban. DMSO-d, oldészerben altalaban a szulfonamidprotonok
jelének is finomszerkezete van, igy a fékomponens 8,05 ppm-es triplett
amidjele NH-CH, szerkezeti részletet valosziniisit. A szomszédos CH,
jelét a COSY-spektrum (10.30. abra) 8,05 ppm-es soraban (az abran
a piros szaggatott vonal mentén) megjelend 3,43 ppm-es korrelacio
azonositja. Ennek a metilénnek a 3,43 ppm-es soraban az 5,10 ppm-es
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keresztcsucs tjabb szomszédot jeldl ki, amely az integralja alapjan CH
csoport. Az igy azonositott NH-CH,-CH részlethez a molekula tovabbi
részének szerkezetét a 2D spektrumokbol, illetve a tomegspektrumbol
adodo elemi Osszetételbdl lehet kideriteni. Hasonld modon (az ébran
a szaggatott kék vonalat kovetve) azonosithatdé a mellékkomponens
NH-CH-CH, molekular¢szlete a 8,48 ppm-es amiddublettbdl kiindulva.
Az utdbbi metilénprotonok a kiralitdscentrum jelenléte miatt diasztereo-
topok, jeliik 3,52 és 3,59 ppm-nél elkiiloniilve talalhat6. A 10.30. dbra
bal felsd részén lathatd keresztcsticsok a metilcsoport tavolhaté [“J(H,H),
SJ(H,H) < 1 Hz] csatolasaitol erednek, amelyek az 1D spektrumban
felhasadast nem, csak vonalszélesedést okoznak.

. . Jllh
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10.30. abra. Konstitucios izomerek szerkezetigazolasa 400 MHz-es COSY-spektrum
alapjan (feliil az egydimenzids protonspektrum részlete)

10.3.3.2. 2D TOCSY-spektrum

A TOCSY-mérés 2D valtozataval az egyes hidrogénekkel kozos
spinrendszerben 1évé magokrol egyszerre nyerhetiink informaciot. A
raffindz (25, v6. 10.3.2.1. pont) 2D TOCSY-spektrumaban (10.31. abra)
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az egyes szénhidrategységek spinrendszerei tobb vizszintes sorban is
ugyanazt a keresztcstcs-sorozatot adjak. Igy példaul a 4,23 ppm-es kémiai
eltolodasnal talalhatd sorbol (piros jeldlés) megallapithatjuk, hogy a 4,23;
4,07; 3,90; 3,84 ¢s 3,78 ppm-nél megjelend jelek egy spinrendszerhez
tartoznak, melyek rendre a furanézgytiri 3, 4, 5 és 6 szamu hidrogénjeinek
a jelei. Hasonloan, egy spinrendszerbe tartoznak az 5,43, 4,06, 3,77, 3,70,
3,58 és 3,50 ppm kémiai eltolodasu jelek (1d. kék jelolés a 3,57 ppm-es
sorban), melyek a gliikozgytirti H-1, H-5 és H-6a, H-3, H-6b, H-2 és H-4
atomjaihoz tartoznak.

o
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54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34
6/ ppm

10.31. abra. A raffindz (25) 500 MHz-es 2D TOCSY-spektrum részlete nehézvizben

10.3.3.3. 2D HSQC-spektrum

A HSQC- (heteronuclear single quantum coherence) spektrumokon az
indirekt dimenzio a *C-eltolodasskala, amelyrdl az egyes protonokhoz
kozvetleniil kapcsolodd szénatomok kémiai eltolodasa olvashatd le.
(Szerkesztett, fazisérzékeny valtozata, helyes 'H-"*C csatolasi allando

beallitasa eseten, ellentétes fazisu jelet szolgaltat a CH-, CH,-, illetve
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CH_-jelekre: kivaltja a APT-, illetve DEPT-méréseket). A HSQC-spektrum
felvételének nagy elonye, hogy amennyiben a kvaterner szenek kémiai
eltolddasaira nincs sziikséglink, akkor a szénspektrum felvétele nélkiil is
megkapjuk a *C kémiai eltolodasokat, egy normal méréshez sziikséges id6
toredéke alatt.

Cl
Cl
Me Me
Me~g_<0 Mewo
N/ \N N/ N
\—/ \—/
30 31

A 10.32. dbra egy pirazinszdrmazek alkilezésekor kapott termékek (30
¢s 31) spektrumait mutatja. Az 5,4-5,6 ppm kozti szingulettekbdl nem
egyértelmii, hogy N- vagy O-alkilezés tortént-e. A HSQC-spektrumbol
viszont teljesen egyértelmi, hogy a 32/a. spektrum az O-, mig a 32/b.
N-alkil szerkezetnek felel meg (CH,O ~67 ppm, CH N ~45 ppm).

il Jdooe N

d

Jc -

58 54 50 46 42 38 34 30 58 54 50 46 42 38 34 30
S/ ppm 81/ ppm

10.32. abra. A 30 (a) és 31 (b) izomer reakciotermékek
400 MHz-es '"H NMR-spektrumai és a HSQC-spektrumok, (c) és (d)

10.3.3.4. 2D HMBC-spektrum

A HMBC- (heteronuclear multiple bond coherence) mérés tobb
(2-4) kotésen keresztiili szén-proton korrelaciok detektalasara —
a ,;molekulatopologia”, ti. az atomok kapcsolodasi sorrendjének
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meghatarozasara — alkalmas modszer. Az "J(C,H) csatolasi allandok
értekétdl fliggden kapunk intenziv, vagy kevésbé intenziv keresztcsucsokat.
Az éltalanosan hasznalt 8 Hz-re optimalizalt méréssel elsdsorban
harom kotésen keresztiili korrelaciokat detektdlhatunk. Mivel azonban
a molekuldkban fellépd csatolasi allandok molekula-csalddonként igen
kiilonbozdek lehetnek, a spektrumban megjelend korrelaciok nem
szolgaltatnak mindig egyértelmiien értelmezhetd informacidt az atom-
atom konnektivitasokra vonatkozoan. A spektrum értékelése az adott
szerkezeti elemre jellemzd csatolasok tulajdonsdgainak nagy gyakorlatra
¢épiild alapos ismeretét igényli.

e ooyt
| —> |
HoN Me ecetsav HN Me
32 O)\Me 33
2,86
6,66 IYIe
e) Me X 4,14
N 7,36 N\/\O
él\ 3,52 )\
';"“\ 0~ Me " HN 07 "Me
1,94
(0] Me O)\Me
34 1,97 35

Az itt bemutatott esetben a 32 vegylilet acetilezése nyilvanvaldéan
nem a vart 33 terméket szolgaltatta, mivel az 'H NMR-spektrumban
(10.33/a. abra) két kiilonbozo acetilcsoport metiljele 1ép fol, de csak
egyetlen N-metilcsoporté. A kiinduld vegyiilet és a kémiai reakciod
alapjan kézenfekvé lenne, hogy a vart termék N-alkil-N-metil-acetamid
analogjanak (34) keletkezését feltételezziik.
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10.33. abra. A (32)-(33) reakcio termékének 500 MHz-es 'H NMR- (a)
és HMBC-spektruma (b)

A HMBC-spektrum (10.33/b. abra) bekarikazott sorabol azonban
megallapithat6, hogy mind az egyik CH,, mind az N-metilcsoport harom
kotésre van az aromas gylri egyik szubsztitudlt szénatomjatol. Az is
latszik, hogy az egyik acetilcsoport valoéban NH csoporthoz kapcsolddik,
mig a masik karbonilcsoport harom kdtésre van a 62 ppm kémiai eltolodasu
metiléncsoporttdl (ld. vonalak). Eszerint a helyes szerkezet 35, mely
savamid- €s észterfunkciot egyarant tartalmaz.

10.3.3.5. 2D NOESY-spektrum

A 2D NOESY-spektrum egydimenzidés analogjdhoz hasonlo, de
az Osszes NOE-t tartalmazza keresztcsiicsokként: az Osszes protonrol
egyidejilleg kapunk térkozelség informaciot.
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2,48

36

A 36 ciklobutanszarmazekrol el kellett donteni, hogy a szubsztituensek
cisz- vagy transz-allastiak. A képletben nyilakkal (a spektrumban piros
karikakkal) jelolt NOE-korrelaciok a cisz konfiguraciot bizonyitjak (10.34.
abra).

A pulzusszekvencidk, mint érintettiik, szinte korlatlanul, sokféle
modon kombinalhatok. Példaként a fenti ,,alapmérések” kombinalasabol
szarmaztathatd egyetlen ilyen lehetdséget kiemelve egy HSQC-TOCSY
méreskombinaciot emlitiink. A méres eredményeképp egy adott CH_

36 34 32 30 28 26 24 22 20 1.8
6/ ppm

10.34. abra. A 36 ciklobutanszarmazék 500 MHz-es 2D NOESY-spektruma
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proton TOCSY-szerinti (k6zos spinrendszerbe tartozo) szomszédjait
a BC-tengely mentén, kémiai eltolodas szerint kiilon sorokba bontva
(szerkesztve: ,.editalva”) kapjuk. Igy egymassal atfedé 'H-multiplettek
kozvetlen kornyezetét is felderithetjiik, ami pl. szteroidok véazprotonjai,
vagy mas bonyolult szerkezetek atfedo jeleket addé magjai esetén igen
hasznos.

10.3.4. Az NMR-szerkezetfelderités stratégiai

A gyogyszerkémiai szempontbdl érdekes molekuldk gyakran tartal-
maznak a H- és C-atomok mellett heteroatomokat is. Koénnyen mérhetd
kiegészité informaciot szolgaltathat a (tipikusan egydimenzios) “F- vagy
a (kevésbé érzékeny) 1D *'P-mérés, melyekben a protonokkal 1étrejovo
"J(X,H) csatolds szomszédsagi (konnektivitasi) informéciot hordozhat, de
sziikkség esetén szélessavu protonlecsatolassal (jelolése pl. *'P{'H}) akar
meg is sziintethetd. A molekulak nagy részében eléforduld nitrogén feles
spinii izotopja, a °N, kis eléfordulasi gyakorisaga miatt (1d. 10.1. tablazat)
1D spektrumokban kozvetleniil nem mérhetd, de HSQC- vagy HMBC-
méréssel megkaphatjuk a hidrogének kozelében 1évO nitrogénmagok
kémiai eltolodasat és az 'J(N,H) csatolasi allando nagysagat is.

A fentiekben felsorolt kisérletekbdl korvonalazodnak az NMR-
spektroszkopia hatarai a szerkezetmeghatarozas terén: hidrogénszegény
molekularészletek (pl. bonyolult heterociklusok vaza; magnesesen inaktiv
magokat tartalmazd csoportok) esetén a szerkezetmeghatarozasa akar
megoldhatatlan is lehet, példaul a 3 vegyiilet N-, S- és Cl-atomokat magaba
foglald részének szerkezetérdl legfeljebb a kozeli “C-magok kémiai
eltolodasabol kovetkeztethetiink. Ilyen esetekben a tomegspektrometria
vagy az infravoros spektroszkopia jelenthet fontos segitséget, izomer
szerkezetek viszont gyakran csak rontgenkrisztallografidval azonosithatok.

Az NMR-szerkezetbizonyitds menete igen sokféle lehet és dontden a
rendelkezésre allo informaciok, a hozzaférhet6 méréstechnikak, valamint
a kutatd tapasztalatanak fliggvénye. Amennyiben a vart szerkezetrdl
eredetileg semmit sem tudunk, az elemi Osszetétel ismerete lehet a
kiindulopont. Els6é 1épésként pl. az 'H NMR- és HSQC-spektrumok
Osszevetésével listat készithetiink a szénatomokrol, megallapithatjuk a
hozzajuk kapcsolodo hidrogének szamat, multiplicitasat, a csoport tipusat.
Az elemi Osszetétel, ill. a *C-spektrum alapjan a kvaterner szeneket és a
heteroatomokhoz kapcsolddd hidrogéneket is azonosithatjuk. Kovetkezd
1épésként a COSY/TOCSY-spektrumokat felhasznalva tisztazhatjuk az
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el6zéekben azonositott csoportok kozott szomszédsagi viszonyokat. A
molekularészletek, ill. a hianyz6 atomok Osszekapcsolodasanak modjat,
a molekulavaz szerkezetét HMBC-spektrumok segitségével allapithatjuk
meg. A fenti informaciok egyiittes figyelembevételével a szerkezet gyakran
egyértelmiien bizonyithatd, sokszor azonban tobb alternativ szerkezet
sem zarhat6 ki. Ilyenkor tovabbi mérések, valamint a kémiai eltolodasok
kiilonb6z6é szamitogépes programokkal lehetséges becslése, €s ezek
Osszehasonlitasa a mértekkel is segithetnek a szerkezetigazolasban.

A konstitucié felderitését kdvetden, a szerkezetbizonyitast a molekula
sztereokémiajanak felderitésével tehetjiik teljessé. Meghatarozhatjuk a
konfiguracid megallapitasa, bar kivételes esetekben, szarmazékképzést
kovetden, lehetséges, alapvetden nem az NMR-spektroszkopia feladata). Ez
legtobbszor 1D NOE/DIFFNOE-, vagy 2D NOESY-spektrumok elemzését
igényli és egyszeriibb, ha a kiralitdscentrumokat merev szerkezetii részlet
koti Ossze. Flexibilis szerkezetek esetén a konformacids viszonyokat is
tisztaznunk kell. Az NMR-mérési eredményekbol — a NOE-korrelaciokbol
— kovetkeztethetd 3D szerkezet helytallosagat molekulamodellezéssel
nyert eredményekkel dsszevetve ellendrizhetjiik.

10.4. Az NMR-spektroszkopia egyéb alkalmazasai
a gyogyszerkutatasban

Bar az NMR-spektroszkopia leggyakoribb felhasznalasi teriilete
kétségtelentil a szerkezetmeghatarozas, szamos egyéb teriileten is hasznos
lehet. Ezek koziil a gyogyszerkutatasban legfontosabbak koziil tekintiink
at néhanyat.

10.4.1. Elegyanalizis kvantitativ NMR-rel (QNMR)

Szerves vegyiiletek keverékeiben nemcsak az alkotok anyagi mindsége
(konstiticioja), hanem moélaranyuk is vizsgalhato NMR-spektroszkdpiaval.
A mar targyalt okok miatt elsdsorban az 'H NMR-spektrum jeleinek
integraljai alkalmasak erre a célra. A spektrumok kvantitativ értékelésének
feltételei, hogy egyrészt mindegyik vegyiiletnek legalabb egy jele ne
fedjen at egy masik vegyiiletével (szelektiv integralhatdsdg), masrészt
megfelel6en hosszl relaxacios sziinettel biztositsuk, hogy az integralashoz
valasztott magok makroszkopikus magnesezettségét az egyenstlyi M,
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helyzetben (Id. 1.1. pont) érje mindegyik 90°-os gerjesztopulzus (a
szlikséges relaxacidos varakozas hosszat csokkenthetjiik kisebb szogi
gerjesztés alkalmazésaval, ill. ,,egy-scanes” detektalassal).

Példaként szolgalhat a 37 pregabalint és borkdsavat tartalmazo hato-
anyag egy gyartasi tételében a két komponens aranyanak meghatarozasa,
a D,0O olddszerben felvett spektrum (10.35. dbra) alapjan. A ,,mozgékony”
protonok (OH, NH,, COOH) ilyenkor az oldoszer deuteronjaival csereldd-
ve egyedi jeleket nem adnak, hanem az oldoszerrel k6zos HDO jelbe
olvadnak (v6. 10.2.1. pont). Mindkét molekuldban vannak viszont pl. olyan
metin-protonok, amelyek jele (itt a borkdsav 4,55 ppm-es és a pregabalin
1,65 ppm-es CH-jele) atfedés nélkiil integralhato. A pregabalin CH-
integraljat onkényesen 1-nek valasztva a borkdsav CH-integral 2,02-nek
adodik, és figyelembe véve, hogy utobbi jelet a két kémiailag ekvivalens
CH adja, a borkdsav/pregabalin mélarany 1,01-nek adodik. A minimalis
eltérés a specifikalt 1,00 értéktdl az NMR integralas hibajabol adodik.

COOH
Me

M
®  SNH,

37
(HDO)

) N

L S S e s s By B B B B B B B B B AL R B R B S S B

4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 6/ ppm
e o i —
2.02 1.99 2.000.99 1.00 1.99 6.02

10.35. abra. Borkésav (jele*) és pregabalin (37) moélaranyanak vizsgalata hatdanyag
sarzsban kvantitativ NMR-rel (500 MHz)

Hasonlé6 moddon lehet '"H NMR-rel meghatarozni, tobbek kozott,
példaul reakcioelegyekben a termékek molaranyat, intermedierekben
vagy hatoanyagokban szerves oldoszer- vagy reagensmaradékok
mennyiségét, vagy kész termékekben a hatdoanyag €s hordozéanyagok (pl.
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ciklodextrinek) molaranyat.”»* A kvantitativ NMR specialis esetét képezik
az enantiomertisztasag-meghatarozasok, ekkor (mivel az enantiomerek
egyébként azonos spektrumot adnédnak) altaldban kiralis segédanyagot
kell alkalmazni (ilyen pl. az Un. ,shift-reagens-technika”),* vagy
szarmazékképzéssel kell diasztereomer part képezni a vizsgalando
vegyiilet antipddjaibol. Az Osszetétel-valtozas idobeli kovetésével pedig
kinetikai mérések is végezhetok NMR-rel.

10.4.2. Ligandum-receptor kotodés vizsgalatok NMR-
spektroszkopiaval

A kismolekuldk fehérjekdtodésének tanulmanyozasa biokémiai,
racionalis hatéanyag-fejlesztési, valamint farmakokinetikai szempontbodl
egyarant fontos. E kolcsonhatasokat mind a ligandum, mind a makro-
molekula oldalarol vizsgalhatjuk NMR-spektroszkopiaval.?

A fehérjén detektalt modszerek koziil a 2D 'H-N HSQC-spektrum
alkalmazasa a leggyakoribb. Az amidprotonok korreldcids cstcsai a
fehérjegerinc allapotat tiikrozik és kismolekula hozzaadasara bekovetkezd
valtozasaikbdl nemcsak a kolcsonhatés tényére, hanem annak erésségére €s
a fehérje kothelyére is kovetkeztetni lehet. Hatranya, hogy *N-izotopjeldlt
fehérje nagyobb mennyiségére (>100 uM) van sziikség €s kb. 30 kDa-nal
nagyobb fehérjék esetén (jelszélesedés miatt) a ma elérhetd legnagyobb
térerdn is csak nehezen vagy egyaltalan nem alkalmazhato.

A ligandum megfigyelésén alapuldé modszerek fehérjeigénye 2-3
nagysagrenddel kisebb, és nincs sziikség annak izotOpjelzésére sem.
Kotott allapotban a kismolekula a fehérjével alkotott komplexére
jellemzé relaxacids, difftizidos és NOE-tulajdonsagokat vesz fel, jelei
erosen kiszélesednek az oldatbeli szabad allapothoz képest. Ha két
populacié kozott gyors a csere, atlagolt kémiai eltolodasok, relaxéacio-
sebességek (jelszélességek) vagy diffuzios allandok mérhetdk. A gyors
csere feltétele miatt a legtobb ligandumalapti modszer csak a gyenge-
kozepes affinitasu (K, ~ 100 nM — 10 mM) rendszerekre miikodik,
ezeknek az un. fragmensalapi gydgyszerfejlesztésben van jelentdsége.
Kotédo kismolekulak azonositdsara (szlirésére, NMR screening)
elegyeikbdl érzékeny modszerek alapulnak '"F-detektalason. A ligandum
'"H NMR-jeleit detektaljuk a relaxacios modszerek, vagy az Un. telités-
atvitel-differencia (STD) esetén. Az STD-mérés* soran a fehérje egyes
protonjait besugarozva a telitési informacio spindiffuzioval szétterjed a
makromolekula egészére és a ktdodo ligandum fehérjekozeli protonjaira is.
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ezt a telitési informaciot, ami a kotédé molekularészlet rezonanciajeleinek
intenzitasvaltozasaban jelentkezik. Vegylilettarak NMR-alapu sziirése
oldhaté fehérjével ma mar a gydgyszeriparban is egyre gyakrabban
alkalmazott modszer, bar ateresztoképessége nem kozeliti meg a biokémiai
HTS- (high throughput screening) tesztekét, kivéve talan a szilard
hordozoéhoz immobilizalt fehérjét, automata atfolyd rendszert, specialis
mérbcellapart és ezen térfogatszelektiv 'H NMR-spektrumot regisztrald
TINS- (target immobilized NMR screening) modszert.?’

A membranfehérjékhez kotdédés vizsgalata lényegesen bonyolultabb
feladat, itt elsdsorban ligandumoldali (STD, relaxaciés) moédszerek
johetnek szoba. Kulcskérdés a fehérje stabilitasanak, funkcionalis
forméajanak megdrzése a szolubilizalas (esetleg immobilizalas) soran,
jelenleg ez csak empirikusan megoldhaté probléma. Mivel a ligandum
aspecifikus kotédése, ,.kitapadasa” sokkal valosziniibb egy lipideket is
tartalmazo rendszerben, mint oldhat6 fehérjék esetén, kontroll membran-
preparatumok és referencialigandum leszoritasan alapulé titralasok nélkiil
konnyt tulinterpretalni egy-egy esetleges pozitiv kotodési eredményt.

A kotodés tényének megallapitasanal sokkal értékesebb informaciot
hatdéanyag-fejlesztés szamara. Példaul STD-modszerrel azonosithatok
a ligandum fehérjével legszorosabb kontaktusban 1évé protonjai
(epitop feltérképezés). Transzferalt NOESY alapjan a kotddd ligandum
térszerkezetét, interligandum NOE-k (ILOE) alapjan pedig egy fehérje
szomszédos helyein kotddo ligandumpart azonosithatunk. Az NMR-
rel kaphato ligandumoldali szerkezeti informacié kiilondsen értékesnek
bizonyulhat membranfehérjére kotddé hatdanyagok fejlesztése sordn,
amikor a rontgenszerkezet nem ismert.

10.4.3. Elvalasztastechnikaval kapcsolt NMR

Az NMR-spektroszkopia elvalasztastechnikai (folyadékkromatografias
vagy kapillaris elektroforézis) modszerek detektoraként is hasznéalhato.
Az LC-NMR gyogyszeripari felhasznalasakor (els6sorban metabolitok
¢s nyomszennyezOk szerkezetfelderitésében) azt kell eldonteni, hogy
a kérdéses mellékkomponenst célszeri-e inkabb preparativ  HPLC-
vel gyljteni, dusitani, izolalni és ebben a formdban klasszikus ,,NMR-
csOves” szerkezetmeghatarozast végezni, vagy ez a munkaigényes lépés
kikeriilhetd a megfelelé6 LC-NMR-vizsgalatokkal.
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Az LC-NMR-technika az utobbi két évtized technologiai fejlesztései,
igy a drasztikus NMR-érzékenységnovekedés (hiitott mérdfejek, ,,micro-
(cryo)-probe-ok* megjelenése), az atfolyd kiivettdk kifejlesztése,
valamint a hatékony olddszer elnyomasi pulzusprogramok (vo6. 10.1.1
pont) kidolgozasa utan keriilt a kereskedelmi forgalmazas szintjére. A
gyogyszeripar szempontjabol elsésorban az 1j természetes vegyiiletek
novényi extraktumokbdl valé azonositasa, adott gyogyszervegyiiletek/-
jeloltek metabolizmusanak a kutatas egyre koraibb fazisaiban vald
feltérképezése, valamint a hatéanyagok, készitmények fejlesztése
soran felbukkand szennyezések, bomlastermékek azonositasa a kiemelt
feladatok. Mindamellett, hogy a kozlemények szama ezeken a teriileteken
is folyamatosan novekedett és novekszik,”® az on-line LC-NMR vart
sz€leskort elterjedése a gyogyszeripar teriiletén mégsem kovetkezett
be. Ennek legfobb oka az, hogy a gyakorlati megvalositast tekintve az
NMR-spektroszkopia off-line hasznalataval Osszehasonlitva korantsem
egyértelmiick az on-line LC-NMR nyujtotta elonyok.”™ Ennek az
Osszehasonlitdsnak sarkalatos kérdése tovabbra is az NMR-érzékenység,
hiszen ez még a ma elérhetd nagy érzékenységii spektrométerek esetében
is limitalo tényezo.

Ha egy tipikus metabolitazonositasi feladatot tekintiink, ahol példaul
egy 10-50 uM oldhatosagu, 400 dalton koriili relativ molekulatomegii
gyogyszerjeloltbdl mintegy 10-30%-ban képzddik metabolit, utdbbi
koncentraciojaarendelkezésre allo bioldgiai mintaban kb. 400 ng—6 pg/ml.
Ez a koncentraci6 a biztos szerkezetazonositashoz sziikségesnek a legalso
hatara, ¢s még akkor is csak korlatozott informaciotartalmu spektrumokat
(1D ¢és homonuklearis 2D 'H) remélhetiink realis idobefektetéssel, ha a
metabolit tisztdn izolalva, deuterdlt oldoszerben lenne ilyen koncent-
racidban feloldva. Ezzel szemben a metabolitvizsgalatra kapott
bioldgiai minta altalaban korlatozott térfogata, H O-alapti és nagy
zavar0 protonjeleket eredményezhetnek a spektrumba. Az on-line LC-
NMR-alkalmazésnak eldfeltétele ekkor olyan kromatografias modszer
kidolgozasa, amely a fenti bioldégiai minta nagy részének egyetlen
injektalasaval a keresett komponens minél nagyobb mennyiségét az
atfolyd celldba tudja juttatni. Ezen tdlmenden, koltség-hatékonysagi
szempontokat is tekintve, a kromatografias modszert tigy kell optimalnia
(tipikusan D,0 és CH,CN eluensek hasznalata), hogy a mért NMR-
spektrumokban a kérdéses komponens jeleibol min¢l kevesebb essen az
olddszer elnyelés (jelelnyomas, 1d. 10.1.1. pont) miatt hasznalhatatlanna
valt spektrumtartomanyokba.
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Hasonlo nehézségekkel jar a szennyezések szerkezetfelderitése, illetve
természetes vegyiiletek azonositasa extraktumokbol, amikor az elérhetd
mintatérfogat és Osszetétel ugyan altalaban eltér a fent leirtaktol, am az
NMR-szempontokat ekkor is szem el6tt kell tartani a sikeres megoldas
érdekében. A kérdéses szerkezetli és igen kis anyagmennyiségben
rendelkezésre all6 mintak esetében legbiztosabban a multinuklearis
NMR- és MS-vizsgalatok kombinacidja célravezetd. E megkdzelités a
gyakorlatban akkor célszerli, ha mod van off-line NMR-vizsgalatokra,
hiszen ekkor lehetdség van az Osszes sziikséges iddigényes, specialis
NMR-felvételre anélkiil, hogy a mintanak az LC-kiivettaban vald
diffazioja idobeli hatart szabna a méréseknek. Mindent egybevetve, ha a
lehetd leggyorsabban kell pl. egy ismeretlen nyom-szennyezd szerkezetét
meghatarozni, nem egyértelmiek az LC-NMR elényei, és az idealis
munkamenet kialakitasa a fenti kérdések gondos mérlegelését igényli.

Az LC-NMR hatranyait kikiiszobolendd, az utobbi évtizedben az on-
line LC-NMR alkalmazéasokrol a fokusz (a fenti teriileteket figyelembe
véve) egyre inkabb az ,at-line” LC-SPE-NMR felhasznalas felé
latszik eltolodni. Itt a keresett komponens kromatografias elvéalasztasat
kovetéen annak frakcidjat szildrdfazisu extrakcids tolteten dusitjuk,
majd a megfeleld deuteralt oldoszerben oldva, NMR csében vessziik fel
a sziikséges spektrumokat. Ugyanakkor az extrakcids 1€pés beiktatasaval
a keresett komponensbdl értékes anyagmennyiséget veszithetiink, ami
megnehezitheti a szerkezet felderitését. Emellett, amig az on-line LC-
NMR egyetlen injektalasa sordn a ,kromatografids szennyezésektdl”
(oszloptdltetrdl, eluensbdl disuld komponensektdl) szarmazo jelek nem
zavarjak a keresett komponens jeleinek azonositasat, addig a tobbszori
injektalas €s extrakcié miatt az LC-SPE minta-el6készités soran ezek a
komponensek akar a keresett ismeretlenek mennyiségével Osszevethetd
mértékben dusulhatnak fel, megnehezitve az utobbiak NMR-jeleinek
azonositasat a keverék spektrumabol.
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388

— szuszceeptibilitas 359

— tér, térerésség, mezo 333, 337, 345, 357,
358, 386-390

magnesesen inaktiv magok 332, 403

Mahalanobis-tavolsag 313, 314
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MALDI 153, 154, 158, 169, 170

maradék predikcios eltérés (RPD) 321

masodik generacidés monolit 8, 27

Massmann-kemence 230

McConnell-egyenlet 359

memoriaeffektus 231

mérési tartomany 242

mesterséges neuralis halézat (ANN) 319

mezoméria 373, 374

MFM 140

mikroszkop 121, 131, 139-141

—, IR- és Raman- 290, 293

—, optikai 121, 140

Miller-index 180

mintacs6 forgatasa 386, 388

MIR (k6zép infravords) spektroszkopia 307,
310,311, 316

molaris abszorpcids egyiitthato 245, 247, 248

molekularis mozgasok NMR-vizsgalata
(DNMR) 381, 384, 390

molekulatopologia, atom-atom konnektivitas
399, 400, 403

molekulatomeg 146, 147, 150, 154, 155

molekulavegyiilet 90, 91, 116, 117

monoklonalis antitest 324

monokromatikus 249, 251

monolit 26

morfologia 133, 135, 139

morfotropia 184, 197,210

multinuklearis NMR 409

N

nagyitas 121, 122, 128
nehézatom-effektus 376
nemlinedris Raman-szorodas 302
— regresszi6 314, 318, 319
neutrondiffrakcio 174, 175



NIR (kozeli infravoros) spektroszkopia 307,

310,313, 318, 319, 322, 323, 326-328
nitrogén kémiai eltolodasok és N,H
csatolasok mérése 2D modszerekkel 403
NMR-érzékenység 342, 371, 388, 408
NMR-idéskala 382, 383
NMR-méréfej 387, 389, 390
NMR-szerkezetbizonyitas menete 403
non-contact tizemmod 138
normalrezgés 269, 309
nullaponti rezgési energia 268

0]

oldoszer- (viz-), jelelnyomas (WEFT) 342-
344, 408

oldoszereffektus, -hatas, ASIS 355, 374, 376

on-line 307, 311, 312, 321-324, 327
orto-, meta-, para-csatolas
benzolszarmazékokban 366, 370
ortogonalis szelektivitas 62
oszcillator rezgési frekvencia 307-310

Overhauser-hatas (NOE) 377, 379-381, 394,

395, 402, 404

P

paper trial 325

paraméagneses eltolodas (downfield shift)
357, 358, 360, 361

pasztazo 121, 123, 124, 128, 130, 131, 134,
136, 139, 140

PDM 141

n-elektron 243

piezokeramia 125, 128

pK, 42

pneumatikus porlasztd 228

polar tavolsag 313

polarizal6 tér 337

polimorf modosulatok mennyiségi mérése
87-90

polimorfia 81-89, 173, 183-185, 187, 188,
190, 205, 206, 316

— vizsgalata DSC-vel 85-87

— (mono- és enantiotropia) 82-86

pontos tomeg 150, 151

potencialgat 131, 132, 136

potencidlis energia 266

predikci6 standard hibaja (SEP) 320

primitiv racs 172

pulzus, kemény-, lagy-, pulzusgerjesztés
338-343, 377, 388

pulzusszekvencia 344, 345, 377, 402

Q

quality by design (QbD) 42, 56

R

radiofrekvencia (RF) 332, 333, 337, 387

Raman optikai aktivitds (ROA) 297

Raman-spektroszkopia 263, 264, 286, 293,
303,307,310, 311, 316, 319

Rayleigh-szorodas 263, 264, 302

reciprokracs 177, 179

redukalt elméleti tanyérmagassag 6

— tomeg 267, 268, 272, 308

referens anyag 347, 386

reflexios racs 252

— technikak 283

relaxacio (longitudinalis, transzverzalis) 336,
339, 343, 344, 380, 406

relaxacids atmenet 98
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részleges legkisebb négyzetek (PLS)
modszere 319, 320, 323

rétegvastagsag 144

rezgési (vibracios) spektroszkopia 307

— cirkularis dikroizmus (VCD) 297

— frekvencia 307-310

— optikai aktivitas (VOA) 297

— spektrumok skalazasa (SQM-modszer)
270

rezolvalas 1d. kiralis vegyiiletek elvalasztasa

rezonanciafrekvencia 333-335, 338, 345,
347, 348, 389

ritkaféldfém 256, 259

robusztussagvizsgalat 51

rotor 386, 388

rovarsejtes fermentacio 323, 324

rontgendiffrakceié 171, 173, 174, 185

RPLC 42

rudimentalis spektrum 352, 355

rugolapka (cantilever) 137, 139-141

Schrodinger-egyenlet 268

SCM 140

sebességi elmélet 4

SFC 60

shift-reagens, -technika 406

Shigemi-cs6 390

shim, shim-tekercs, shimelés 388, 389

simitas (smoothing) 313

SKM 140

SNOM 123, 140

spektrofotométer 240, 242, 249, 251, 252,
254-257, 259, 260, 262

spektroszkopia 239-242, 244-249, 251-254

spektrum 239, 240, 242-244, 247-251, 253,
256, 257
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spektrumatlasz 248

spin, spinkvantumszam 332, 334, 336, 337,
339-341, 343-345, 348, 349, 351, 352,
355,371, 377, 378, 380, 381, 392, 396

spin-racs relaxacio 336, 340, 341, 344

spinrendszer 348, 353-355, 398

—, A, X, 349, 350, 353

— AAXX’, AA’BB’ 353, 354

—, AB 351, 353

—,ABC 354

—, ABX 352, 353

—, AMX 350, 352-355

—, AX 349-351, 353-355, 378

spin-spin csatolas (skalaris kolcsonhatas)
348, 355,371,377

— relaxéci6 340

spin-tickling 377

SPM 121-125, 127-131, 135, 141, 142, 144

standard normal variancia (SNV) 317

standardadagolas 234

SThM 140

STM 122, 125, 126, 128, 131-137, 139, 141,
142

Stokes-szorodas 263, 264

STS 136, 137

Sz

szabad indukcits jel (FID) 340-342, 386, 390

szaloptika 307, 311, 321, 323, 327

szelektiv proton-proton (homonuklearis)
lecsatolas 377

szelektivitasi tényezo6 3

szélessavu (broad band, BB) lecsatolas 377-
379, 381, 403

szén nanocso 136, 137

szén-dioxid 61

szerkezeti amplitado 180

— tényez6 179-181



szerves modifikator 62

szilard oldat (elegykristaly) 90, 91

szimmetriacentrum 175

szimulaci6 46

szimultan termoanalitikai mérés (TG/DSC,
TG/DTA) 101, 102, 108-112, 114, 116,
117

szinkron spektrumok 304

szinton 185, 193

szolvat (kristaly—, oldoszerzarvany) 107,
184, 185

szoros illeszkedés 172, 184, 187, 204

szorzatszabaly 350

sztereokémia 356, 364, 366, 374, 380

szupramolekularis 174, 183, 185, 187

— vegylilet borkdsavval és szarmazékaival
94, 95

— vegylilet teofillinnel 116, 117

szuszpenzids technika 282

T

tamogato vektor modszer (SVM) 319

tandem tomegspektrometria 159

tapping tizemmod 138

tautoméria (NMR-vizsgalata) 385

tavolhato (long range) csatolas 370

telités 335, 343, 344, 380, 406

teljesen porozus 2 pm alatti toltet 2, 8, 18

teofillin 116-118

tér- (y-gauche) effektus 373-375

terahertz-spektroszkopia 265, 295

térben elcsusztatott Raman-spektroszkopia
(SORS) 293

tércsoport 172, 178

téren at hato (through space) csatolas 343,
370

térgradiens 388, 390,392

térhomogenités, inhomogenitas 341, 386-388

térképezés 290, 293

természetes izotopgyakorisag 334, 351, 371

termogravimetria (TG) 70, 71, 73, 74, 110

termomérleg 73, 74

terner dsszetétel 47, 50

térstabilitas 387

térszerkezet, molekulageometria, izoméria
355, 356, 360, 361, 365, 367, 368, 375,
402, 404

tervezett mindség (QbD) 324, 325

testvérszerkezet 190

tetramer 193, 198-200

t,-T-pH 3D modell 49

t,-T-t. 3D modell 50

torzitas (bias) 321

tobbszords szorodasi korrekeio (MSC) 317

tomegdefektus 150

tomegeffektus (H-D szubsztiticio) 268

tomegspektrometria 145-149, 153, 159, 161,
162, 164-170

transzlacié 172, 175

transzmisszios technikak 282

transzmittancia 245, 246

triad 212

TriPod 125

tiszonda 128, 131, 137

tliszondas spektroszkopia 136

U

UHPLC 3, 6, 10
UHPSFC 63
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U vibracios energia 308, 309
— kvantumszam 308-310

ivegesedési atmenet 97-99 vicinalis csatolas 365-367

iivegkiivetta 253 viszontkoordinaci6 276
visszacsatolt szabalyzokor 128
vizallapot 320

v volframlampa 252

vonalkiszélesedés 225-227

vajtkatod-lampa 227

validalas 260
valods idejii mérés 325 W
valtozo hémérsékletli NMR-mérés
(VINMR) 381, 382, 390 Woodward-szabaly 251
van Deemter-0sszefiliggés 5 W-tipusu csatolas, felhasadas (,, W-pattern”)
van der Waals-er6 137, 140 370

van’t Hoff-egyenlet 39

vegyérték-izoméria 385

vegyértékrezgés 310, 319 Z

vektor (Patterson)-modszer 180

véletlen izokronia 355, 356 zavard hatas 231-234
Zeeman-felhasadas, -nivok 332, 337
zer6 defekt 328
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A ,,Gyogyszerkutatas muszeres modszerei” c.
konyv szerzoi:

Bombicz Petra PhD vegyészmérnok, a Magyar Tudomanyos Akadémia
Természettudomanyi Kutatokézpontjanak tudomanyos fomunkatarsa,
kutatocsoport-vezetd. Szakteriilete a kémiai krisztallografia, f6 kutatasi
témai: szupramolekularis kémia, crystal engineering, polimorfia-
izostrukturalitas.

Drahos Laszlo PhD vegyész, a Magyar Tudomanyos Akadémia Természet-
tudomanyi Kutatokézpontjanak tudomanyos fomunkatarsa. F6 kutatasi
témaja a tomegspektrometria alapt (gliko)proteomika.

Fabian Laszlo PhD vegyész, lecturer a University of East Anglia
egyetemen. Szakteriilete a kémiai krisztallografia, f0 kutatasi teriilete a
szerves anyagok szerkezeti kémigja.

Fekete Jeno PhD vegyészmérnok, a BME Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékének emeritusz professzora. F6 kutatasi teriilete az elvalasztas-
technikaimoddszerek fejlesztése, s ezen beliil a gyors folyadékkromatografias
modszerek elméleti hatterének ¢és gyakorlati alkalmazasi lehetdségeinek
felderitése.

Fekete Szabolcs PhD vegyészmérnok, analitikus szakmérnok, a Genfi
Egyetem, Gyogyszerész Kar, Gyodgyszer-analitikai laboratorium tudoma-
nyos munkatarsa. F6 kutatési teriilet: a folyadékkromatografia, valamint a
gyogyszer- és fehérjeanalitika.

Gergely Szilvesgter PhD biomérndk, a BME Vegyészmérnoki és Biomér-
noki Kar Alkalmazott Biotechnolégia és Elelmiszertudoményi Tanszékének
docense. FO kutatdsi teriilete kemometriai eszkozokkel infravords
spektroszkopiai alkalmazasok fejlesztése, foként a mezOgazdasag, ill.
¢lelmiszer- és gyogyszeripar szamara.

Kalman Alajos vegyész a Magyar Tudomanyos Akadémia Természet-
tudomanyi Kutatokdzpontja Szerves Kémiai Intézetének Széchenyi-dijas
nyugalmazott tudomanyos osztalyvezetdje és kutatoprofesszora, az MTA
rendes tagja, az ELTE TTK cimzetes egyetemi tanara. Kutatasi teriilete
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a rontgenkrisztallografia, f0 kutatasi témai a szupramolekularis kémia, s
ezen beliil a morfotropia, polimorfia €s az izostrukturalitas.

Kékedy-Nagy Laszlo DSc vegyész, a Babes-Bolyai Tudomanyegyetem,
Kémia ¢és Vegyészmérnoki Kar, Analitikai Kémiai Tanszékének
nyugalmazott docense, a Sapientia Egyetem oOraadd tanara. Kutatasi
terliletei: elektrokémiai szenzorok eldéllitasa, analitikai meghataroza-
sok automatizaldsa, analitikai miiszertervezés és -gyartds, j mikro-
analitikai eljarasok ¢és modszerek kidolgozasa, kornyezeti mintak
nehézfémtartalmanak meghatarozasa atomspektrometrias eljarasokkal és
a langspektrometrias eljardsok optimalizalasa.

Kormadny Robert vegyész, mesterszintli kromatografias szakanalitikus,
az Egis Gyogyszergyar Zrt. HP analitikai laboratorium vezetdje. F6
kutatasi teriilete a folyadékkromatografias modszerfejlesztés szamitogépes
szimulécioval, Quality by Design a gyogyszeranalitikaban.

Kiirti Jend DSc fizikus, az ELTE TTK Fizikai Intézet, Bioldgiai Fizika
Tanszékének tanszékvezetd egyetemi tanara. FO kutatasi teriilete: szilardtest
fizika, molekulafizika, szén nanoszerkezetek rezgési tulajdonsagainak
elméleti vizsgalata.

Ludanyi Krisztina PhD vegyészmérnok, a Semmelweis Egyetem, Gyogy-
szerészeti Intézet egyetemi docense. FO kutatési teriiletei: biologiai és
gyogyszertechnologiai rendszerek analitikai vizsgalata kromatografias és
tomegspektrometriai modszerekkel.

Madarasz Janos PhD vegyészmérndk, a BME habilitalt docense. Fo
kutatasi tertletei: analitikai kémia, szilardtestkémia, termikus analizis,
fejlodogaz-elemzeés (TG-MS, TG-FTIR), por-rontgendiffrakcio, FTIR-
spektroszkopia, szerves és szervetlen anyagok termikus bomlasi
termékeinek, folyamatainak és mechanizmusanak felderitése, rezolvalasi
fazisdiagramok oOsszeallitisa XRD-, FTIR- és DSC-mérések alapjan.

Meszlényi Gabor PhD vegyészmérndk, cimzetes egyetemi docens (BME)
a Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Nyrt. Kutatasi Analitikai Osztalyanak
senior kutatdja. FO kutatasi teriilete az IR- és UV/VIS-spektroszkopiai
modszerek felhaszndldsa a gyogyszeranalitikaban, potenciometrikus
titralasok kidolgozdsa a gydgyszerhatéanyagok ¢és intermedierek
Osszetételének és hatoanyagtartalmanak meghatarozasara.
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Nagy Péter PhD fizikus, az MTA-TTK Anyag ¢s Kornyezetkémiai Intézet
tudomanyos fomunkatarsa. FO kutatdsi teriiletei: nano-rétegek, nano-
szerkezetek strukturalis, morfoldgiai és mechanikai vizsgélata.

Pokol Gyorgy DSc vegyészmérnok, a BME Szervetlen és Analitikai
Kémia Tanszékének egyetemi tanara. F6 kutatasi teriilete: szilard anyagok
szerkezetének, fazisatalakuldsainak és kémiai reakcioinak leirasa.

Rit; Ferenc vegyészmérnok, gazdasagi mérnok, kornyezetvédelmi
analitikus szakmérnok, a BME VBK oOnkéntes munkaszerzodéses szak-
tanacsadoja. Szakteriilete az IR- és UV/VIS-spektroszkopia felhasznélasa
a kornyezetvédelmi analitikaban.

Salgo Andrdas DSc vegyészmérnok, a BME Alkalmazott Biotechnologia
és Elelmiszer-tudomanyi Tanszékének tanszékvezeté egyetemi tanara. F6
kutatési teriilete az ¢lelmiszertudomany, s ezen beliil a kdzeli infravoros
spektroszkopia.

Sdanta Zsuzsanna PhD vegyészmérndk, a Richter Gedeon Vegyészeti
Gyar Nyrt, Szerkezetkutatdsi osztalyanak kutato-fejlesztd kiemelt
munkatarsa. Kutatasi teriilete: kismolekulas szerkezetfelderités NMR-
spektroszkopidval.

Sohar Pal vegyészmérnok, az ELTE TTK Kémiai Intézet Széchenyi-dijas
emeritusz professzora, az MTA rendes tagja. Kutatasi teriilete a kémiai
szerkezetkutatas, a kémiai vegytiletek térszerkezetének, konforméacojanak
vizsgalata IR- és NMR-spektroszkopiai modszerekkel. Az IR- és NMR-
spektroszkopia els6 magyar nyelvii monografiajanak tarsszerzoje, illetve
szerzdje, az NMR-spektroszkopia egyetemi oktatasanak magyarorszagi
bevezetdje és elsd eldadoja.

Szakdcs Zoltan PhD vegyész, a Richter Gedeon Nyrt. Szerkezetkutatasi
osztalyanak senior kutato-fejlesztdje. Szakteriilete a gyogyszerhatéanya-
gok, intermedierek és bioaktiv vegyliletek szerkezet- €s tisztasagvizsgalata
oldatfazisit NMR-spektroszkopiaval, protonalodasi és ciklodextrin
komplexképzési egyensulyok vizsgalata spektroszkopiai, titraldsos és
kapillaris elektroforézis modszerekkel.

Szdantay Csaba, ifj., DSc vegyészmérndk, a Richter Gedeon Nyrt.
Szerkezetkutatasi osztalyanak osztalyvezetdje. Szakteriilete a gyogyszer-
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hatéanyagok, intermedierek és bioaktiv vegyiiletek szerkezet- ¢€s
tisztasagvizsgalata oldatfazisi NMR-spektroszkopiaval, az NMR-
spektroszkopia fizikai elméletének kutatasa.

Tarczay Gyorgy DSc vegyész, az ELTE TTK Kémiai Intézet docense.
Szakteriilete a molekulaspektroszkopia, f6 kutatasi témai: biomolekulak,
valamint asztrokémiai szempontbol érdekes molekuldk vizsgélata IR-,
Raman-, kiroptikai és 1ézeres spektroszkopiai modszerekkel.

Vékey Karoly DSc vegyész, az MTA Természettudomanyi Kutatokézpont

Miszerkdzpontjdnak tudoméanyos osztalyvezetdje. Szakteriilete és {6
kutatasi témai: tomegspektrometria, glikoproteomika.
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