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Specialis vizsgalatok, feladatok

 Specialis vizsgalati moédszerek
» Uj anyagok szerkezetazonositasa

* Referenciaanyagok



Specialis vizsgalati modszerek

e Rutin modszerek”

e Kvalitativ
e GC-MS, FTIR (ATR), TLC, HPLC-UV

e Kvantitativ
e HPLC-UV

 Specialis modszerek
* GC-IRD (Id. Kabitoszerek Il. el6adas)
* XRF
* Nagyfelbontasu tomegspektrometria (HPLC-MS)
* NMR



XRF

Rontgen fluoreszcencia spektroszkopia

* Elve

* Az elemek elektronszerkezetének megfelel6 energidanal megjelené vonalak
* Avonalak intenzitdsa a mennyiséggel aranyos, de a valaszfaktor matrixfliggé

e Jellemzbk
* Avonal energidja jellemzd az atomra, egy atomnak tébb vonala is lehet (K, Kg Ly -..)
* Mg-U elemekre hatékonyan alkalmazhatdé
* Anyag atlagos elemdsszetételére jellemz6 spektrum
» Kristalyos anyagoknal diffrakcids (szellem)csucsok jelenhetnek meg
e Szlikséges mintamennyiség ~0,1 g nagysagrend

X-ray fluorescence radiation

* Mérésidé néhany perc Ky
* Kimutatasi hatar ~0,001% nagysagrend (elemfiigg6) L

Primary X-radiation

o
D) Electron
Shell ML [K ¢
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xrf-spectroscopy.com




XRF

Rontgen fluoreszcencia spektroszkopia

* Alkalmazasi lehet6ségek

e Szervetlen séképzb azonositasa (amin bazisok esetén)

* HCl, HBr, H,SO,

* infravoros spektrum deviancidinak értelmezése (pl. HCI/HBr kett6s s6)
e Reagens-, katalizatormaradvanyok azonositasa

e szintézisut valodszinlsitése

» 0Osszehasonlito vizsgalatok
* Novényi kabitoszerek 6sszehasonlitasa

* szerves 0sszetétel fajtajellegre utal

» szervetlen ujjlenyomat Br
» termesztési kozeg (talaj)
* tapoldat



XRF

Rontgen fluoreszcencia spektroszkopia
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* Relevans elemek
kivalasztasa
(K, Si, P, Cl, Fe, S, Mg,
Mn, Ti, Cu, Zn, Sr, Br,
Rb)

* Intenzitasok
sokvaltozods
matematikai
értékelése

A. valds anyagon beluli
ismételhetbség

B. hasis mintak
csoportja

5.0

Veress Tibor et al., Magyar Kémiai Folydirat, 121. évfolyam, 4. szam, 2015.



Nagyfelbontasu tomegspektrometria (HRMS)

— Osszegképlet szdmitdsa molekulaion pontos témege alapjan

(~ ,elemanalizis”)
e 12C:  12.000000
e 160: 15.994915

CHy CHs
H c/ \CH/ “NCH
3 2 3

Molecular Formula: C.H,,

Nominal Mass: 72 Da
C, 60,0000
H,, 12,0939
CHy, 72,0939

1H: 1.007825
14N: 14.003074

CH 0
HZC% \CH2/ \CH3

Molecular Formula: C,H,0

Nominal Mass: 72 Da
C, 48,0000
H, 8,0626
o 15,9949
C,H,O0 72,0575



Nagyfelbontasu tomegspektrometria (HRMS)

— Osszegképlet szdmitdsa molekulaion pontos témege alapjan
(~ ,elemanalizis”)

e 12C.  12.000000 1H: 1.007825
e 160: 15.994915 14N 14.003074
Search for mass:| 190,1105 Search for mass:| 190,1470
Monoisotopic Monoisotopic
MF Unsat mass diff. MF Unsat. mass diff.
v 1[C11H14N20 6 190,1106 1|C12H18N2 5 190,1470
N 2|C6H14N4 03 2 190,1066| -0,0039 2|C7H18N402 1 190,1430| -0.0040
O 3|C2H10N100 3 190,1039| -0.0066 3|C3H14N10 2 190,1403| -0.0067
— 4|C5H14N602 2 190,1178( 0,0073 4|C6H18N60 1 190,1542| 0,0072
N¢)) 5|C9H1804 1 190,1205]| 0.0100 5|C10H2203 0 190,1569| 0.,0099
(@}
— NH,
ko =
N) HaC & :
£ -
LIJ \CH3
CHs
Nominal Mass =190 Da Nominal Mass = 190 Da
Molecular Formula = C11H14N20 Molecular Formula = C12H18N2

Monoisotopic Mass = 190.110613 Da Monoisotopic Mass = 190.146999 Da



Nagyfelbontasu tdbmegspektrometria (HRMS

Osszegképlet keresés: Pontos tomeg + Izotdpeloszlds

M{szerszoftver, Internetes adatbazisok/kalkulatorok
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Nagyfelbontasu tomegspektrometria (HRMS)

Leggyakoribb alkalmazas — (U)HPLC-MS
e LC-TOF / qTOF

— Repulésidé tomegspktrométer

— qTOF: tandem (kvadrupdl+repuilésid6),
pontos tomeg a leanyionokra is!

e LC-Orbitrap

— Specialis ioncsapda

o
e ey
a7 b ="t -

bruker.com

— Q-Exactive: tandem kialakitas

e LehetOsegek
— lonforras (ESI, APCI)
— Adatgyd(jtési modok

thermoscientific.com



NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

* Elve

Nagy magneses térben az NMR aktiv atommagokban kialakulé energiaszintek és az azok
kozotti atmenet energidja a mag kémiai kornyezetétdl figg

Kélcsonhatasban (csatolds) 1évé magok szama => jel felhasadas szerkezete
Mag korili elektronsirliség => energiaszintek kozotti kiilonbség (kémiai eltolédas)

e Jellemzok

F6bb NMR aktiv magok: 1H, 13C, >N, 1°F, 31p
1H jelintenzitas a proton szamaval/mennyiségével aranyos
2D vizsgalati mérési mddszerek az atomok ,kapcsolatainak” felderitésére |

A magneses tér meghatarozza a felbontast, érzékenységet (mérésidét)
(60MHz<300MHz<400MHz<500MHz)

Az érzékenység hiitott mérdfejjel novelhetd
Mintaigény 1-10 mg

Mérésid6 (1H) 1-2 perc; 2D — akar tobb o6ra is lehet
deuteralt olddszer sziikséges

Olddszerrel kémiai kdlcsonhatas lehet
(protoncsere, kémiai egyensuly eltolas)




NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

* 14 — kémiai eltol6dasok B ———
* Magok kémiai kdrnyezete | ——
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NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

* 'H —jelfelhasadas
* Magok csatold szomszédjai

,0 szomszéd” ,1 szomszéd”

,>1 szomszéd”
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NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

e 13C — kémiai eltolédasok
 Magok kémiai kornyezete (szénvaz)




NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

135 DEPT — kémiai eltolddasok

e Kapcsolddo hidrogének szama (~ szénatom rendisége)

S oon D e e & -
= T = ) £ = 5% & ok
A R == S i ™ - oh = o
ul 828 — = % = a5 4y
|
|




NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

e 2D —'H-1H - COSY

e Egymassal csatold hidrogének azonositasa
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NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

* 2D —'H-1H - TOCSY

* Tobbszords lancolaton keresztlil csatold hidrogének azonositasa

Ja

A ad db S

@/\/\/CHs

b 11




NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

e 2D — 1H-1H - NOESY
* Térben kozel elhelyezkedd hidrogének azonositasa

NT-07 DMSO 2018.10.12. NOESY-zqs 8 scan
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i
! e

Yo A

f i i . é i
i O R I N O [ N SRS N
v 'fi i o 1 ' i
I i i N i 1 TS
e R RN M

||||| T T T T T T T
80 75 7.0 65 60 355 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm




NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

« 2D —tH-13C- HSQC

* Adott szén-hidrogén kapcsolatok (kotés) azonositasa
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NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

e 2D — 'H-13C — HSQC-TOCSY

e Adott szénhez tobbszoros lancolaton keresztul csatolo hidrogének
azonositasa

-
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NMR
Magneses magrezonancia spektroszkopia
e 2D —'H-13C = HMBC

e Adott hidrogénnel ,,néhany” kotésen keresztil csatold szénatomok
azonositasa
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NMR

Magneses magrezonancia spektroszkopia

» Szerkezetazonositas értékelése/eredménye

NT-07 in DMSO-d; solution 7.5
J(H,H) coupling CHs 75 Steri A
teric proximities
IHNMR tos 713 725 constants [Hz] HsC detected by e CH3z
chemical shifts CHs NOESY 3
5 [opm] : method  Q

N\

123.9 1280

’ . ch
- 125.6
61 . N
) 107.
I 9 .
1447 92.6
1236 1384 N Heteronuclear long-range coupling
101 13C-NMR detected by HMBC method

48.7  chemical shifts

38.1 3 [ppm]
303
Formula Weight: 398,5399
Exact Mass: 398,2358136
253 Molecular Formula: C,,HqoN,O



Kvantitativ *H NMR vizsgdlatok

* A protonjel intenzitasa aranyos
* a molekulaban lévé protonok szamaval
* a molekula mennyiségével a vizsgalati mintaban

* A célvegyllettdl eltérd referenciaanyag
* Hasonlo kémiai kornyezetben lévé
e Eltérd kémiai eltolodasu proton

* Mennyiség meghatarozasa
* Ismert mennyiségl referenciaanyag és minta

* A minta koncentracidja szamolhato
* a bemért mennyiségek aranya és
* a protonok szama alapjan



Kvantitativ tH NMR vizsga

( -PVP + maleinsav referencia (QNMR — D,0)
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Uj anyagok szerkezetazonositasa

o Klasszikus” szerves molekula azonositasi feladat

* Hatéanyag/komponens izoldlasa
» Extrakcid, kromatografia

» Szerkezet azonositdsa/igazolasa
 HR-MS — pontos tomegbdl osszegképlet

 GC-MS — tomegspektrum értelmezése
moltomeg ellenbrzése szarmazékképzéssel

* IR —funkcids csoportra jellemz6 savok

* NMR (H, C, 2D) — vaz szerkezete, funkcidoscsoportok helyzete,
teljes szerkezet felderitése



Szerkezetazonositas - péelda

:

EGY NEM SZOKVANYOS
DESIGNER DROG MINTA
ANALITIKAI VIZSGALATA

Boros David 2, Boros Sandor 2, Dobos Adrienn®,
dr. Nagy Tibor Zsigmond?, Holléné dr. Sitkei Eszter @

dr. Papp Attila Akos 2

Nemzeti Szakértdi és Kutato Kozpont
3 Kabitoszervizsgalo SzakeértGi Intézet
bToxikologiai Szakértdi Intézet

51. Kromatografias Tovabbképzé Tanfolyam
2020. januar 27-29., Szeged




A lefoglalt blnjel

o fehér szinl por, ~ 1 gramm netto tomeg
o felirat alapjan MDMB-CHMINACA hatéanyag - biztos?
e elsO analitikai vizsgalatok:

o Marquis cseppreakcio - nem volt szinvaltozas

o FTIR-ATR, GC-MS

28



FTIR-ATR vizsgalat eredménye

1750 2,000
—_—

........

e Spektrumkonyvtarban nem volt egyezés
e Szintetikus kannabinoid vegyuletekhez hasonlo spektrum

29



GC-MS vizsgalat eredmeénye

Wi
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GC-MS (tz=5,8 perc)

e ke | e s e | e | mer wmme e e | as ma | Lame N L
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CH3
oy Window #24 SEr=] HsC
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w T T Lo T T o Szintetikus kannabinoid
e e = “m"]“m”"%nz' A e Jogi besorolas:
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o Magyarorszagon elsé lefoglalas
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GC-MS (tz=7,2 perc)

Abundance Scan 1025 [7.176 min); 32712-3-5LK. Dhdata.ms
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Lhzorbance

GC-IRD

i
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Lhzorbance

GC-IRD
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Preparativ elvalasztas
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NMR

tz=5,8 perc

tx=7,1 perc

Eredeti anyag,
elvalasztas nélkil

NT-19 26. frakcié

il

NT-19 25. frakcio

Ugyszam: 32712/2019

Bemeres 10 my

——
T
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2020.0123. 1H
,\g/(
0 o]
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/
N i
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R N
i

3. szamui biinjel

DMSO 1H

Miiszeroperator: Boros Sandor
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o o]
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N
N
4
N

=

2019.10.15. Talaltszerkezet: MAB-CHMINACA metabolite|M2
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Szintézis melléktermeék?
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AlkilezOszer

Abundance Average of 0.828 to 0,845 min.: 32712-3-5LK.Dhdatams 1]
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FG tomegében - szabad karbonsav

ggyszém:ﬁi]ﬂﬂﬂmg 3. szam binjel DMSO 1H 2019.10.15. Talaltszerkezet: MAB-CHMINACA metabolite|M2
mg

emeérés Miiszeroperator: Boros Sandor
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F& tomegeben - szabad karbonsav
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Lehetséges szintezisut

Hs HsC_ CHs o

CHj
N0 RN
CHs
N—oH MO/CH O

\/N —Br) Ny . _~CHs
N - N + Bazis

H +

\\Q + Viz
+ Szerves olddszer

l

HsC. CHs

Szintézis lépések kozott HCM

” \ NH
nem megfelel6 (E (E CE(
o ry 7 o ryg s - . /

tisztitas/izolalas
l

HaC_ CHs o
\ NH /\O
@?(N
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Referenciaanyagok

 Kvalitativ azonositashoz

* Igazolt anyagi mindség

* Az adott technikaban zavaré komponenst nem tartalmaz
e Kvantitativ mérésekhez

* |gazolt anyagi minGség

* Igazolt koncentracio

e Célszerd: tiszta anyag, szilard formaban



Referenciaanyagok - azonositashoz

Osszehasonlitas:
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Referenciaanyagok - azonositashoz

* |zolalas lefoglalt anyagokbol




oallitas hazi szintézissel

Referenciaanyagok - azonositashoz

HAZI SEINTEEIS

HAST SEINTEZIS

apagok, Sogpenletel, elddllitotvegy

& 2C-C, 2C-B elnsvezésti fenetilaminokbsl kindubra slallitottuk a C30NBOMs*HCLY,
illetve o brémot tatalmaze analégjdl, a B30-NBOMs*HCL elnsvessii amyagot, valamint
néhdny izoreriket

& kivetkerd reakeidval készitetti az ) hatdarsragokat (a C30-NBODMe példdjin berautatva):
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|

C30-NPOMe diillitis, dod reakiidlipis

Dleglegyzés: & metood csoportoticsopodokat tartabnezd awdnok GOMS mérése sordn «
injektorban keletkhezhet imin, sok esethen retencidhan nincs nagy kilinbséz, az amin
téiregspektnmat | szenrrezhet” az imin, é5 az imirbdl képzddd fragmensek. Az imint
tartalmazé reakpidelegyekbd] ezért mintat vettink, GCIMS-sel megvizsgaltuk,
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. . - . . -
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wink sordn
Ie esetében
etanolban,

redukdltuk
hg Tamitt




Referenciaanyag kvantitativ cé

'a

Koncentraciot befolyasolo tényezdk (fel)mérese

Technika

Szerkezet
informacio

Tisztasag

Szennyez6

NMR

Egyes szénhidratok, oldészermaradvanyok,
melléktermékek, rokonszennyez6 (izomer,
homolog stb.), kiinduldsi anyag
egyeéb szerves szennyezbk

ATR-FTIR

Szénhidratok, oldészermaradvanyok,
kristalyolddszerek,
melléktermékek, rokonszennyez6k (izomerek),
kiindulasi anyag, egyéb szerves szennyezdk,
szervetlen és szerves sok, szénhidratok

Olvadaspont

Sejthet6, hogy van vagy nincs szennyezd,
kristalyos-amorf szerkezet

GC-MS

Melléktermékek, rokonszennyezék, kiindulasi
anyag

HPLC-DAD

Melléktermék,
rokonmolekuldk




* Teljes karakterizalas szU

Hazi referencia anyag

Referenciaanyag kvantitativ cé

KSEQes

ra

HPLC-DAD

attekintoé +
homogenitas teszt

E
)
P Olvadaspont

[

Ellendrzés

(TLC, GCMS, NMVR, IR, ...)

*




K&szdondm a figyelmet!

csesztregi.tamas@nszkk.gov.hu



