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Gazkromatografia

Egy helyhez kotott allofazis érintkezik az aramlé mozgofazissal

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

Tobbkomponensti elegy esetén az anyagatmenet dinamikéja az anyagi
mindségtol fligg, igy bizonyos komponensek sokaig idéznek az
allofazison/ban, mig masok kevesebb 1dot toltenek el, s gyorsabban haladnak
a mozgofazissal.
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Gaz mozgofazis (N,, H,, He, Ar)

Typical Packed Colurmn Configuration

2y 2mmid. 800100 mesh support l_ J
e
=

Toltott kolonna
(korabban)

Pellicular silica padicles packed into
the glasstube coated with stationary
phase film — retained with glasswool

Plug

Kapillaris kolonna (korszern)

Felépitése: Kvarciiveg vékony csd, belsd feliileten az
allotazissal

Stationary Phase

All6fazis: Szilard (adszorpcid)
FOlyadék (abSZOI‘pCI()) Polyimide Coating
Szilard hordozon folyadék (abszorpcid)
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Kapillaris kolonnak:

PLOT (Porous Layer SCOT (Support-Coated WCOT (Wall Coated
Open Tubular Open Tubular) Open Tubular)

Poliimid Adszorbens  poliimid Sz11ar:c1 Illo_rdozora sojiimiq  Megosztofolyadek
bevonat bevonat elvitt
megosztofolyadék ~ bevonat
Gazelemzések: A hordozdé megnoveli a 90%-ban ezt
Blizelemzés bevihetd megosztofoly. hasznaljak
L , mennyiséget, emiatt no a
Foldgazelemzes kolonna kapacitasa a

nedvesitett falt kolonnahoz
képest (régi technika toltott

-

Erdmiivi véggazok



Két fontos paraméter: szelektivitas (a) és felbontoképesség (R.)

‘i eyt by
cC, t. R =——"—=0——"2>15
o= m, = R,2 ﬂ+h w.,+Ww
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Stationary Phase - Liguic

Az o érteke csak a homerséeklettol és az allofazis 1ll. a minta anyagi
minOségétdl fligg, minden egyéb a felbontokepességet valtoztatja
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Gazkromatografiaval mérheté anyagok

- Bomlas nélkiil elparologtathato szerves vegytiletek (szerves sokat fel kell
szabaditani)

- Bomlik, de szarmaz¢k képezhet6 beldle, amely elparologtathatd

_—OH OTMS
CHy TMS-CI &
H 1 O.H C|3H3 N_Sfi/CHa as acatalyst 1 H
+ Hyc—Si—0— } S OH H
b H 4 | _< CH, Pyridine
HO OH GH, CF TMSO el
H OH e i , H OTMS
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide
D - Glucose (BSTFA)
CH;
™S = -—Sli—CH3
CHy

- Bomlik és nem tudunk illékony szarmazékot képezni, akkor HPLC
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Illekony szennyezok megjelenése a hatoanyagban ill. az
intermedierekben a gyartas soran

Alkalmazott oldoszerek maradékabol

A hasznalt oldoszerek gyartasakor el6forduld anyagokbol

(pl. toluol eléallitasa soran benzol)

Kiindulasi anyagként alkalmazott, vagy gyartas soran keletkezd Kkisebb

molekulatomegli anyagokbol

A kiindulasi anyagok gyartasakor alkalmazott anyagokbol
,a kiindulasi anyagok kiinduldsi anyagainak a  kiindulasi
anyagai...”
kinai, indiai beszallitok, nem feltétleniil GMP kornyezet
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Bomlas nélkil elparologtathato szerves vegyiletek

1. Oldoszerek meghatarozasa

Pl. Zanamivir

Ac
Ac
"h several H BF;-0Et, H Me-Si
O._ _CO,Me Me3SiNg COM
HO%CO?H steps AcO ; (8] | CO;Me MeOH/CH,Cl, AcO 6 | {BUOH, 80 °C AcO ,Me
; OH _’ : —’ Ac ” .
i AcO 96% yield N 82% yield Acc();HN

AcHN  : AcHN"  * \ o
OH OAc )’
Sialic acid
H,, PdiC
72% yield | AcOH/MeOH
loluene
X,
H
coH HN CO,H CO,Me
--—
OH K,CO34, H,0 OH MeOH AcO
AcHN AcHN (acid workup) AcHN
57% yield 92% yield
NH

=) MeOH, CH,Cl,, tBu-OH, toluol (benzol) mérendd
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Az oldoszerek megengedett koncentraciohatara

International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (réviden ICH)

m) Guideline for residual solvents alfejezet: 3 oldoszerosztaly

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

egysegesen 5000 ppm

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

Class 1: Solvents to be avoided
egyedi hatarértekek, pl. benzol 2 ppm, széntetraklorid 4 ppm
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Oldoszerek koncentraciojanak a mérése

Headspace gazkromatografia, gdztéranalizis (HS-GC)

—> A goztérben feldusul a mérend6 komponens

v

—> A folyadékfazisban marad a kevésbé illékony
matrix

Feltetele: a matrixban az olddszer ¢s a hatdanyag kevésbe

illekony kell legyen,

mint a mérendd komponens(ek)
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Headspace paraméterek

Inkubalasi ido

*A goztér és a folyadekfazis kozott megoszld komponens egyensulyi
koncentraci6 értékeit el kell érni, egyeb esetben nem 1smételhetd a méres a
valtozo cstcstertiletek miatt

«Altalaban 15-30 perc elegendd

Inkubalasi homeérséklet

*Az oldoszer forraspontja alatt kell tartanunk kb. 20-30 °C-kal

*Ha a szilard matrix szobahon nem oldodik, az inkubalasi hOmérsékleten meg
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A megoszlasi hanyados

« Adott homérsekleten, adott 1d0 alatt kialakul az egyensulyi koncentracid
mind a g6z-, mind a folyadekfazisban

« A ket koncentracid aranya a megoszlasi hanyados, mely csak a
homérséklettol fiiggo érték

K =G /C,

Table |
K Values of Common Solvents in Air- e - . ., .
Water Systems at 40°C o Kiilonbo6zo VGgYU.letek V1z €S levego
Solvent K Value kozotti megoszlasi hanyadosai 40°C-on
cvclohexane 0.077
n-hexane 0.14
tetrachloroethylene 1.48 , . , " , . c1q ,
L1 iichloromethane 1.6 * A polaris vizbol az apolaris, illékony
flerse - molekulak konnyen kijutnak a gbztérbe,
henzene :
dichloromethane 5.65 i n l 7 aZ ’rZ ’k n 5 k :
n-butyl acetate 314 gy agy 5 . 4z © ,e_ © yrsegu ©5
ethyl acetate 624 alacsony a kimutatasi hatar
methyl ethyl ketone 139.5
n-butanol 647
isopropanol 825
ethanol 1355

dioxane 1618
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Headspace mintaadagolas

 Mintabeméro csap

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

« Transfer line koti 6ssze a loop-ot
az injektorral (szigetelt, inert
kapillaris)

* Fecskendos megoldas

Nagy térfogatt (0,5-2,5 mL-es), flitott, gdztomor
fecskendd végzi az adagolast

T —]

w=a




Headspace kromatogram
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Fekete: standard oldat

z0ld: mintaoldat

———— Toluene

e

1 4=

- Triethyl-aming

1 4 Benzene

LN WS

— T — — T
2,00 10.00 12.00

334 Minutes, 233885 mY

—T—
14.00

—T—
16.00
Winutes

L o e e e e e i
15.00 2000 22.00 24.00

—
26.00

—T—
28.00

=N
EGIS
<



Headspace mintaclokészités nélkiil, kdzvetleniil injektalva az

oldatokat, a hatéanyag degradaldodhat az injektor hOmérsékletén

(~200-300 °C)

Fekete: mintaoldat

g Kék: standard oldat

L s s s, s s B L Ay B B s e e
100 200 300 400 200 800 70 400 400 1000 11.00 1200 1300 1400

96 Minutes, 2.598e+006 Uy Winutes
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2. Kiindulasi anyagok/gyartas soran keletkezo vegyiuletek

Sok koziilik mutagén/genotoxikus szennyezes: Olyan anyagok, amelyek reagalnak a
DNS-sel, az orokitéanyag karosodasat, ezaltal rakot okozhatnak

Hatarértékeik szamitdsa ICH M7 alapjan, toxikologussal, fejlesztd tizemmernokkel,
orvosszakértovel...

Altalanos esetben 1,5ug maximalis napi bevitel 6sszesen (max. dozissal)

Nem ¢lethosszig tartd alkalmazas esetén pl. magasabb a hatarértek (Dr. Frigyes David)

N LR SN

- apres—

VRN A N,

Ketilept 300 Anabrest
filmtadietta filmiableta
Quetapne anasztrozol
.‘ 60 6 t1S .\‘., 90 ¢b fimablett t1S
max. 800mg/nap Quetiapine max. 1mg/nap Anasztrozol

AR
EGIS
— (



A Kimutatasi hatar (LD) és a mennyiségi mérés also hatara (LQ)

Gyogyszeripari szamitas:
3> 2SLD S.p: az LD koncentracionak megfeleld
= N csucsmagassag s
: sl
28 LQ S ' az LQ koncentracionak megfeleld d e .
10 = N csucsmagassag k.

1,5 ug/nap maximalis genotox szennyezd dozis mellett:
- 1mg max. hatbéanyag dézisnal: 0,15% =  Viszonylag konnyli mérni

- 1g max. hatéanyag dozisnal: 1,5ppm m) | Viszonylag” nehéz mérni
Nagyobb hatarértékek: ,,sima” GC-FID detektalas

Kis hatarértekek: GC-ECD (halogeéntartalmu vegyiiletekre)

GC-MS (univerzalis)
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2.1. Kevésbé illékony anyagok

Semi volatile organic compounds (SVOC)

Pl.
Tiofenol (fp: 169 °C) SH

N,N-diciklohexil-karbodiimid (fp: 122 °C, 6 Hgmm)

==) A nagy fp miatt géztéranalizis nem N=C=N

johet szoba
— &=



Meérési lehetoségeik:

- Direkt injektalas, ha a matrix nem bomlik

- Folyadék-folyadék extrakcid, ha a matrix nem megy at az

extrahalo oldoszerbe

- GC-MS mérés: Szelektiv 1onkoOvetéssel a mintamatrix

gyakorlatilag lathatatlan a kromatogramon!
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Folyadék-folyadék extrakcio:
Példaul bazikus karakteru anyagok extrakcioja

Adott egy gyogyszer hatoanyag matrix, amelyben anilint kell
vizsgalni, s savas vizben oldodik

Anilines matrix + 1M sosav -> feloldodik savas vizben, anilin s6 képzddik,
ami nem mérheto

Sosav + NaOH oldat sztochiometriai feleslegben -> az oldat lugos lesz, a
hatéanyag kicsapodik (visszanyerés vizsgalat adszorpcid lehetoség miatt!)

Lugos oldat + ciklohexan -> az ionvisszaszoritott allapotl anilin szivesen
megy szerves fazisba

+ HO ———— O/ + NaOH -> anilin + NaCl
-~
— <

NH,



GC-MS mérés: hogyan lesz a tomegspektrumbol kromatogram?

» A detektor adott mintavételi
e (x100,000) i Max Intenstty : 2,035,973
frekvenciaval folyamatosan vesz fel fic e S Hen OEnfew |
tomegspektrumokat -

2.0-f
» Spektrumkonyvtarbeli kereséshez a ]
normalt, relativ intenzitasokat tartalmazo

tomegspektrumokat hasznaljuk

|

10

007

Dl |«

10

» A kromatogram feleépitéséhez a abszolut e i 11 (i
ionaramokat alkalmazo6 spektrumokat 4 4
. Eventit:Scan Ret Time : [4.635] Scank: [728]
Vesszuk ﬁgyelembe % Base Peak: 126/613,374
] miz 31300 Abs. Inten. 0 Rel.Inten. 000
, 1000 1%
* Egy pont a kromatogramon a hozza ]
tartozo tomegspektrum 6sszionaram- .
intenzitas értékét adja meg s
. , , %01
* Az MS kromatogram diszkrét pontokbol I . w %
, . ol D Lo [ ool we o omow
all, melyre a szoftver illeszt folytonos T T " M N
gorbet
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GC-MS Kromatogram felvételi technikak

SCAN mod SIM mod

Egy adott tomegtartomanyban * Egy vagy két iont mér

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

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

*  Mindségi ¢s mennyisegi elemzesre » Adott specifikus 1ont mérve nagyon kicsi
alkalmas a hattér

* Nagyobb kimutatasi hatar a * Ha az ionunk nagy intenzitasu is,
rosszabb jel/zaj viszony miatt kiemelkedo jel/zaj viszony érhetd el a

SCAN technikahoz képest
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- SCAN

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

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

N Tiofenol

o tomegspektruma
B Bazision: 110 m/z

0.1 Bl w0 I s e
0 || | i .\' 1 \ |||, 20 1:5:| | 112.3 1230 1330 1332 1430

35 ) F3 50 55 &0 3 70 75 80 3 %0 95 100 105 10 115 120 135 130 13 10 s 1%
Counts vs. Mass-to-Charge (miz)

- SIM: csak a kivalasztott ion(oka)t méri, melyek intenzivek a keresett
komponensben, de a matrixban, hattérben elenyészdek

i Jff Spectrum Preview *x
R t\Qlt«i\.mlOG 3 =

%102 [ SIM (rt: 9.466 min) add_tenyleges_sim.D

2.4

105 1055 106 1065 107 1075 108 1085 109 1095 110 1105 111 1118 12 1125 113 1135 114 114.5 115
Counts vs. Mass-to-Charge (miz) - ‘



Agilent MassHunter Qualitative Analysis 30700 - defaultm
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(1 [¥] ciklohexan_vak_1.D
[#-[¥] User Chromatograms "
E H Aclnmnatoglinm X
G P26t QEWCI%M]0 e 3/ EAKEB|% % ELS M R
‘;Jd 1D oo x104 +TIC Scan ciklohexan_vak_1.d
/]3dd_ce_ 924 . &
/] add_cc_sim.D 9 .'Iw w
& m2.D 22
8.6
8.4
824
24
7.84
7.6
744
724
74
6.84
6.64
6.4
6.2
6
5.8
5.6
: [Z: Method Explorer: defauitm X 54
5.2
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Integrate (MS) :g: - f I L 2 =
—— t, tiofenol: 11,2 min
[Integrate (GC) 421
Smocth 3‘;:
Exclude Mass(es) 364 - ﬂ
Calculate Signal-to-Noise g;: P I rOS . Vak 0 I d a.t SC N
Define Chromatograms 3 y
— Al = Il Kék: standard oldat SCAN
22 ila (legalul): dard old
ro— Lila (legalul): standard oldat SIM
| Reports 184
1.6
Analysis Report 144
Compound Report 1?'
Common Reporting Options 0.8
+| Find Compounds - gi:
1+ Find Compounds by Formula 0.2 A
0
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Search Library - Counts vs. Acquisition Time (min)
111 MS Spectrum Results  /}, Chromatogram Results
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Olvasnivalo a témahoz:

Gyogyszeranalitika a fejleszt6é szemével, BABJAK Ménika, CZIPONE
TAKACS Timea és MESZLENYI Gabor

Magyar Kémiai Folyoirat, 122. ¢vfolyam, 2-4. szam, 2016. p. 134-142.
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