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Gyogyszerészi Kémia Il.

Eloszo

A Gyogyszerészi kémia tantargy gyakorlati tematikajaban jelentds szerepet tolt be a
gyogyszeralapanyagok, a gydgyszertechnoldgiai segédanyagok, valamint az dsszetett
gyogyszerkészitmények gyogyszerkonyvi vizsgalatainak megismerése, a mddszerek
elméleti alapjainak elsajatitdsa. Tanulmanyaik soran a hallgatok elészor a
Gyogyszerkonyv kemiai vizsgalomoddszereivel (Azonossagi vizsgalatok, Hatarérték
vizsgalatok, Tartalmi meghatérozasok) ismerkednek meg, megismerve a vizsgalatok
kémiai alapjait. A kémiai vizsgalomodszerek részletes bemutatdsa a Gyogyszerészi
kémia | — Gyakorlati segédanyag cimii elektronikus tananyagunk része.

A Gyobgyszerészi kémia tantargy gyakorlati oktatasa egyik f0 célkitlizéseinknek
tartjuk, hogy a tantargy szigorlatanak idejére a hallgatok &tfogo, koherens ismeretekkel
rendelkezzenek a gydgyszervegyiletek fizikai-kémiai tulajdonsagairol, valamint a
Gyobgyszerkonyv altal el6irt mindsitésiik elméletérdl és gyakorlatarol.

Jelen praktikum keretében Osszefoglalast nydjtunk a Gydgyszerkdnyv analitikali
maodszereinek alkalmazasarol gydgyszervegylletek és 0sszetett gyogyszerkészitmények
vizsgalatai kapcsan. A praktikumban bemutatott gyakorlatok, bemutatasok részét
képezik az Intézet altal oktatott tantargy gyakorlati és szeminariumi anyaganak. A
Gyogyszerkonyv ,,Analitikai modszerek” fejezetében felsorolt, de a Gyogyszerészi
kémia tantargy keretében nem oktatott terliletei — igy a ,,Bioldgiai vizsgalatok”, a
,Biologiai értékméré modszerek”, a , Farmakognoziai moddszerek”, valamint a
,Gyogyszertechnoldgiai vizsgalati modszerek” igy nem kerilnek e praktikum keretében
emlitésre.

A szerkesztok koszonetiiket fejezik ki Dr. Takacsné Dr. Novak Krisztina egyetemi
tanarndnek, aki lelkiismeretes lektori munkdjaval, ¢épitd jellegli megjegyzéseivel,
javitasaival jarult hozzd, hogy a Gydgyszerészi Kémia tanulméanyaikat folytatd
egyetemi hallgatok hiteles, megbizhaté elektronikus forrasbol kezdjek meg az
ismerkedést a tantarggyal, és a megszerzett tudasra épitkezve tovabbi szaktargyak
elsajatitasan keresztul kivalo gyogyszerésszé valhassanak.

A gyakorlati praktikum modulszerli felépitése lehetévé teszi, hogy a jovében
szllkség szerint Ujabb teriiletekkel, tovabbi bemutatasra keriil, vagy elvégzendé
kisérletekkel, szamitasi feladatokkal boviiljon. Ezzel kapcsolatban a praktikum szerzdi
orommel vesznek minden hozzajuk eljuttatott javaslatot. Termeészetesen az Intézet
kdszonettel vesz barmi, a javitasra vonatkozd megjegyzest.

Pécs, 2014. januar

A szerkesztok
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| Tuzvédelmi és balesetvedelmi ismeretek

1.1 A BIZTONSAGOS MUNKAVEGZES IRANYELVEI

.1.1

Laboratoriumi munkavédelem

A gyakorlatok soran sok, az egészségre Kisebb vagy nagyobb mértékben &rtalmas

hatasu vegyszerrel dolgozunk, valamint kiilonb6zé veszélyeket magukban hordozé
kisérleteket végziink el. Kelld eldvigyazatossaggal, koriiltekintéssel, az eldirasok és a
figyelmeztetések pontos betartasaval azonban a balesetek legnagyobb része elkertilhetd!

A kémiai laboratoriumi gyakorlatok specidlis jellege folytan allandéan fennforgd

balesetveszély megeldzése céljabol fokozott gonddal tigyeljiink a gyakorlatvezetdk
utasitasaira, a laboratoriumi rend megtartasara! Soha ne feledkezziink meg arrél, hogy
vigyazatlansagunkkal, vagy gondatlansagunkkal nemcsak a sajat, hanem a korulottink
dolgozdk testi épségét is veszélyeztetjik!

1.1.1.1 Elokésziiletek a gyakorlatokra

a)

b)

Olvassuk el figyelmesen a gyakorlat leirasat! Sziikség esetén tanulmanyozzuk a
tankonyvbol az elvégzendd gyakorlattal kapcsolatos elméleti részeket! Miutan
megértettlik, jegyezzik le roviden a gyakorlat lényegét a laboratdriumi
jegyzokonyvbe. Ha valamit nem értiink, kérdezziikk meg a gyakorlatvezetotol,
még miel6tt a munkat megkezdenénk!

Készitsiik el a jegyzékonyviinket! A gyakorlatok rovid leirdsan tal jegyezzik
fel, hogy a gyakorlatokon szerepld anyagok koziil melyek igényelnek ovatos
kezelést, mely miiveletnél kell fokozott gondossaggal dolgozni!

1.1.1.2 Magatartas a gyakorlat alatt

a)

b)

c)

d)

f)
9)

A kémiai laboratoriumba a gyakorlatvezetd megy be elészor, és utoljara hagyja
el azt. A gyakorlatvezetd tavollétében a laboratériumba bemenni, valamint ott
kisérleteket folytatni szigordan tilos!

A laboratoriumi gyakorlatokon kopeny és (sziikség esetén) véddszemiiveg
hasznalata kotelez6! A laboratdériumba csak a gyakorlati jegyzet, a laboratoriumi
jegyzokonyv és a sziikséges iroeszk6zok vihetok be!

A gyakorlaton magatartasunk legyen mindig fegyelmezett! A balesetek
legnagyobb része a kelld ismeretek hianyabol, vigyazatlansagbol,
gondatlansagbol szarmazik!

A laboratéoriumi jegyzetben, illetve a jegyzokonyvben leirt kisérletek
modositasa, mas kisérletek elvégzése a gyakorlatvezetd engedélye és személyes
felugyelete nélkil tilos!

A laboratoriumi asztal tisztasdgara a gyakorlat soran mindig tgyeljink! Az
asztalra vagy a vegyszeres Uvegek oldalara kerilt vegyszert szaraz ruhaval
azonnal toroljuk fel!

A laboratoriumban dohanyozni, étkezni vagy inni tilos!

Az egymés kozelében dolgozok legyenek figyelemmel téarsaik munkéjaral
Sziikség esetén figyelmeztessék egymast az éppen folyd  Kisérlet
veszélyességére!

Azonositd szam: 13
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

h)

A gyakorlatot a laboratériumi asztal tisztara torlésével, a reagensek
tivegedényeinek a polcokra torténd visszahelyezésével, valamint a hasznalt
Uvegeszkdzoknek a tisztara mosogatasaval, és azoknak a szekrénybe torténd
visszahelyezésével fejezziik be. Laboratériumi szekrényiinket gondosan zarjuk
be!

A gyakorlatok befejezése utan, a laboratorium elhagyasa el6tt minden esetben
mossunk kezet!

1.1.1.3 A gyakorlatok elvégzésének iranyelvei

a)

b)

c)

d)

f)

9)

h)

i)

)

K)

A gyakorlatok elején a gyakorlatvezeté megbeszélést tart. Ekkor lehetéség van a
gyakorlatok elvegzésével kapcsolatos elméleti és gyakorlati kerdesek
tisztazasara.

Ezt kovetden végezziik el a kisérleteket. A kisérleteket egyediil hajtsuk végre, és
a megfigyeléseinkrdl azonnal készitsiink jegyzOkonyvet!

A kisérletek elvégzése elott kelld alapossaggal gy6zdédjiink meg, hogy a
megfeleld reagenst hasznaljuk fel! A kisérletekhez sziikséges vegyszerek cseréje
egyrészt baleseteket okozhat, masrészt ,,megmagyarazhatatlan” megfigyeléseket
eredmeényezhet!

A kisérletekhez ne hasznaljunk a feltétlenil sziikségesnél tobb vegyszert! Ennek
ellenére az iiveghol kiontott, de feleslegesse valt vegyszert az iivegekbe
visszadnteni tilos!

A Kkisérletekhez hasznalt vegyszereket mindig kelld ovatossaggal kezeljik! A
vegyszerek kostolgatasa, szagolgatasa, vagy megerintese tilos!

Az analitikai mérlegeket kiilonds Ovatossaggal kezeljiik! A mérlegserpenydre
ejtett Uveg- vagy femeszkoz a mérleg sulyos karosodasahoz vezethet!

El6zziik meg, hogy barmilyen vegyszer a bdriinkre, vagy a ruhankra kertljon. A
keziinkre keriild vegyszernyomok munka kézben kdnnyen a szénkba, vagy a
szemUnkbe kertlhetnek, ahol stlyos irritdciokat okozhatnak!

A tomény savakat és lugokat igényld, valamint a kellemetlen szaggal jard
reakciokat mindig mikod6 vegyifulkében végezzik! Sziikség esetén
véddszemiiveget vagy alarcot hasznaljunk! El6zziik meg az illékony vegyszerek
gdzeinek belélegzését!

A folyadekiivegekbe ivegbottal, pipettaval, vagy spatulaval belenyulni tilos!

A vegyszereket mindig lassan, lehet6leg keverés kdzben elegyitsiik! Tomény
oldatok higitasakor (kilondsen koncentralt kénsav esetén), mindig a tomény
oldatot 6ntsiik lassan, keverés kdzben desztillalt vizhez, vagy a higabb oldathoz!
A felesleges vegyszerek, valamint reakcidelegyek megsemmisitésekor szigortan
tartsuk be a gyakorlatvezetd utasitdsait!

A laboratoriumi munka alapvetd kovetelménye az edények tisztasaga. Az
tivegedények mosogatasat kémcsokefével, mososzerrel végezziik. Ezt kdvetden
az edényt el6bb csapvizzel, majd desztillalt vizzel 6blitsiik ki. Ha gyorsan szaraz
edényre van szikségunk, a nedves edényeket szaritoszekrényben vagy
infraldmpa alatt szarithatjuk meg.
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Thzvédelmi és balesetvédelmi ismeretek

[.1.2 Baleset- és tiizvédelem, elsésegélynyujtas

1.1.2.1 Balesetelharitas, tiizvédelem

a) A kisérletek megkezdése el6tt gy6zOdjiink meg a hasznalandd (vegeszkdzok
épségeérdl! Repedt vagy torott eszkozoket ne hasznaljunk!

Ha munka kdzben barmelyik Uvegeszkoz eltorik, a kifolyt reakcidelegyet és az
iivegceserepeket kelld dvatossaggal azonnal tordljiik fel, illetve gytijtsiik Ossze a
szemetes edénybe! A torott lvegeszkozt az el6készitébol potoljuk!

b) Egy kémcsbébe 4-5 ml folyadéknal nagyobb térfogatot ne ontsiink! A reakciok
elvégzése soran a kémcsObe, vagy a lombikba nyilasan keresztiil belenézni, vagy
beleszagolni tilos! A4 kémcsé szajat sohase forditsuk magunk, vagy masok felé!

C) Az iivegedények melegitése elott ellendrizziik, hogy azok kiils6 fala szaraz-e! A
Kivul nedves lUvegedény melegités soran konnyen elpattanhat. Ha forralunk, a
kémesovet kémeséfogoval fogjuk meg!

d) Erlenmeyer-lombikban, f6zépoharban ugy végezziik a forralast, hogy az edényt
vasharomlabra tett azbesztlapra helyezzilk, és egy szem forrkdvet tesziink bele.
A melegitést mindig kis langgal kezdjik, és csak fokozatosan noveljik a lang
erdssegét.

e) A Bunsen-égé6 meggyujtasanal elészor az égé gyufat tartjuk az égé kéménye
folé, és csak ezutan nyitjuk ki a gazcsapot. Hogy elkeriiljik az ¢égé
begyulladasat, célszerii a levegdnyilasokat a meggytjtas eldtt elzarni.

f) Ha a Bunsen-égd a hevités soran mégis begyullad, amit sipolé hangjarol és
zoldes langjarol konnyh felismerni, a gazcsapot azonnal zarjuk el! Varjunk, mig
lehiil, majd az el6z6ek szerint ismét gyujtsuk meg.

g) Elektromos f6z6lappal torténd melegitéskor, vagy mas elektromos eszkoz
hasznélatakor tgyeljunk, hogy azt nedves kézzel ne érintsik meg, illetve, hogy
arra a munka soran folyadék ne keriiljon! Ha mégis eléfordul (pl. melegités
sordn egy lombik elpattan), az elektromos kapcsolé kikapcsolasaval
fesziiltsegmentesitsik a készlléket, és — lehiilés utan — szaraz ruhaval toroljuk le
a folyadékot!

h) Gyulékony oldoszerekkel (pl. éterrel, petroléterrel, alkohollal) torténd
munkavégzés esetén a laboratériumban nyilt lang hasznalata tilos! A
1égarammal tovabbsodort olddszer gézeit tavolabbi lang is meggyujthatjal

i) Sohasem szabad a tlzet fujni! Ezzel csak az égeést fokozzuk, és a lang az
arcunkba csap.

j) Ha a ruhank gyullad ki, azt nedves torolkoz6vel vagy laboratoriumi kdpennyel
fojtsuk el!

k) Kisebb térfogatd oldészer meggyulladasa esetén a tlizet az edény szajanak
oraiiveggel torténd lefedésével elolthatjuk. Nagyobb tliz, komolyabb veszely
esetén a laboratorium falara szerelt, piros kézi tizoltokésziiléket hasznaljuk!
Tilos vizzel oltani a vizzel nem elegyedd oldoszerek (pl. benzin) okozta tuzet, a
vizzel reagélé anyagokat (pl. alkélifémek) és feszlltseg alatti elektromos
berendezéseket! Egyidejiileg a folyoson 1évo telefonon az Tilzoltésagot (105)
azonnal értesitsik!

I) Laboratoriumi tlizeset bekovetkezése esetén, a folyoson taldlhato, a
laboratoriumba vezetd géazcsapot és elektromos fékapcsolot azonnal zérjuk el,
illetve kapcsoljuk ki! Természetesen, a sérilt személyek ellatasat azonnal
kezdjik meg!
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1.1.2.2 Elsoésegélynyujtas

a)

b)

d)

f)

9)

h)

)

Ha a laboratériumban béarkit baleset ér, azt azonnal jelentse a
gyakorlatvezetonek, aki belatasa szerint elsOsegélyt nyujt és/vagy orvosi ellatast
kér! A gyors elsésegélynyujtas elengedhetetlen feltétele a komolyabb
egészségkarosodasok megelézésének!

Egési sériilés esetén az égett borfelilletet csapvizzel hiitsiik és kérjiink
szakellatast!

Vagasi sériilés esetén a sebbdl az esetleges szennyezddést, iivegszilankot
tavolitsuk el, a vagott seb kornyékét fertdtlenité-oldattal (pl. Betadine®)
lemossuk! Szilkseg esetén ideiglenes kotest alkalmazunk és a sériltet
szakrendelObe kisérjiik!

A borre keriild vegyszereket bd vizzel azonnal mossuk le! Savak esetén azt
kovet6en a kézmoso feletti polcon talalhato natrium-hidrogén-karbonat-oldattal,
lugok esetén borsavoldattal semlegesitsiik az érintett borfeliiletet. Végiil ismét
vizzel 6blitjik és szlikség esetén zsiros kendccsel bekenjiik azt.

Borre freccsent koncentralt kénsavat el0szOr szaraz ruhédval tordljiik le, utana
mossuk csak b vizzel, illetve semlegesitsiik natrium-hidrogén-karbonat-
oldattal!

Ruhéra freccsent savat hig ammadniaoldattal, vagy natrium-hidrogén-karbonat-
oldattal k6z6mbdsithetlink.

A szankba keriilt vegyszereket haladéktalanul kopjiik ki, majd a szénkat bo
vizzel, illetve szikség esetén hig natrium-hidrogén-karbonat- vagy
borsavoldattal 6blogessunk!

Szemsériilés esetén a szembe ker(lt vegyszert b6 vizzel azonnal mossuk ki! Lug
esetén hig borsavoldatot, sav esetén hig natrium-hidrogén-karbonat-oldatot
hasznalhatunk 6blitésre. Barmilyen természetli szemsériilés esetén a legrovidebb
1d6n beliil kisérjiik a szemsériiltet a Szemészeti Klinikara!

Belégzéssel tortént mérgezés esetén a sériiltet azonnal vigyik friss levegére, és
intézkedjunk szakorvosi ellatasarol!

Aramiitésnél legfontosabb a helyiség aramtalanitasa (fokapcsold). A sériiltet
friss levegére kell vinni, sziikség esetén mesterséges 1égzést alkalmazni, es
haladéktalanul orvosi ellatast kell kérni.
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A Gyogyszerkdnyvben hasznalatos nemzetkdzi mértékegységrendszer (SI) egységek és

egyeb mértékegységek

Il A Gyogyszerkonyvben hasznalatos

nemzetk6zi mértékegységrendszer (Sl)
egysegek és egyéb meértéekegyseégek

A fizikai mennyiség egy szamérték (mérészam) és a mértékegység szorzata. Ugyanazt a
fizikai mennyiséget kiilonb6z6 mértékegységgel lehet mérni, 1980. januar 1-t6l azonban
csakis a nemzetkdzi mertékegység-rendszer (Systeme Internationale d’Unités) — jele Sl
— mértékegységei (S1 egységek) hasznalhatdk.

A nemzetkdzi mertékegység-rendszer mértékegységei:

1. az alapmennyiségek
2. a kiegészitd mennyiségek
3. a sz&rmaztatott mennyiségek

1. Az Sl alapmennyiségei

Mennyiség neve | Mennyiség jele | Mértékegység | Mértékegység

neve jele

HosszUusag I (kis L) méter m

Tomeg m kilogramm kg

Id6 t masodperc S

I?Iektrorno; I (nagy i) amper A

aramerosscg

Termodinamikai .

homérséklet T kelvin K

Anyagmennyiség n mol mol

Fényerdsség Iy kandela cd

Az SI alapmértékegységek definicioi a kovetkezok:

1.

2.

o o

A méter annak az Utnak a hosszusaga, amelyet a fény vakuumban 1/299 792 458
masodperc id6tartam alatt megtesz.

A kilogramm az 1889. évben, Parizsban megtartott 1. Altalanos Stly- és Mértékiigyi
Ertekezlet altal a tomeg nemzetkézi etalonjanak elfogadott, a Nemzetkozi Suly- és
Mértékiigyi Hivatalban, Sevres-ben 6rzott platina-iridium henger tdmege.

. A masodperc az alapallapotu cézium-133 atom két hiperfinom energiaszintje kdzotti

atmenetnek megfeleld sugarzas 9 192 631 770 periddusanak id6tartama.

. Az amper olyan alland6 villamos 4ram erdssége, amely két egyenes, parhuzamos,

végtelen hosszusagu, elhanyagolhatoan kicsiny korkeresztmetszetii €s egymastol 1
méter tavolsagban, vdkuumban elhelyezkedd vezetOben fenntartva, e két vezetd
koz6tt méterenként 2-« 107 newton erdt hozna létre.

A kelvin a viz harmaspontja termodinamikai homérsékletének 1/273,16-Szorosa.

. A mdl annak a rendszernek az anyagmennyisége, amely annyi elemi egységet

tartalmaz, mint ahany atom van 0,012 kilogramm szén-12-izotépban. A mol
alkalmazasakor meg kell hatarozni az elemi egység fajtajat; ez atom, molekula, ion,
elektron, mas részecske vagy ilyen részecskék meghatarozott csoportja lehet.

. A kandela az olyan fényforras fényerdssége adott iranyban, amely 540 - 10%* Hertz

frekvenciaju monokromatikus fényt bocsat ki és sugareréssége ebben az iranyban
1/683 watt/szteradian.
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Az SI kiegészito mennyiségei

Mennyiség | Mennyiség | Kifejezése SI- | Mértékegység | Mértékegység
neve jele alapegységekkel neve jele

Sikszog o, B, 7.... m-m? radian rad

Térszog Q, m?-m™ szteradian sr

Az Sl szarmaztatott mennyiségei

Az alap- és kiegészité mennyiségekbdl lehet a tobbi, szarmaztatott mennyiséget
létrehozni (a koztik megfigyelt és egyenletben rogzitett kapcsolat alapjan). A
szarmaztatott mennyiségek kozll nehany kilon nevet is kapott (mint frekvencia: hertz
[Hz] = 1/s, vagy munka: joule [J] = N-m, ahol az eréegysége: newton [N] = mkg/s?)

A Gyogyszerkonyvben szerepld, fontosabb szarmaztatott egységek a kovetkezok:

Mennyiség Mennyiség Kifejezése Sl- Meértékegység Meértékegység
neve jele alapegységekkel neve jele
Hullamszam Y m™ reciprokmeter 1/m
Hullamhossz I 10°m mikrométer mikro
107 m nanométer nm
Terilet A S m* négyzetméter m*
Térfogat Vv m> kébméter m>
Frekvencia v st hertz Hz
"y 3 kilogram/kob- 3
Stirtiség ) kg-m méter kgm
Erd F m-kg-s” newton N
Nyomas p m’-kg-s’ pascal Pa
Dinamikus 1yl pascal _
viszkozitas N m=-kes szekundum Pa-s
Kinematikai 2 1 négyzetméter/ 2
viszkozitas M ms szekundum me/s
Elek_f[ror,nos U m2-kg-s3- A volt Vv
fesziiltség
Elektromos 2 3 A2
ellendllas R m-kg-s™- A ohm Q
Elektromos
toltésmennyise Q A-s coulomb C
g
:\élolkoncentrac c mol - m™ mél/kébméter mol/m?®
Témeg- 3 kilogramm/kaob- 3
koncentracio P kg-m méter kg/m
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A Gyogyszerkdnyvben hasznalatos nemzetkdzi mértékegységrendszer (SI) egységek és
egyeb mértékegységek

Néhany fontos es széleskortien hasznélatos, de az Sl-rendszerbe nem tartozd
mértékegységet az aldbbi tablazat foglal dssze:

Mennyiség Mennyiség Kifejezese SI- | Mértékegység | Mértékegység
neve jele alapegységekkel neve jele
1d6 t 1min=60s perc min
1h=60min= ora h
3600 s
1d=24h=
1440 min = nap d
86400 53
Térfogat \Y, ! I1—0_13 (:n”; B liter I
Tomeg tonna 1t=10°kg tonna t
Fordulatszam 1 r/mlns_—l (1/60) fordulat/perc r/min

A mértékegységek tobbszordsei és tortrészei
A mértékegységek tobbszoroseit és tortrészeit az egység neve elé illesztett egy-
egy szorzot jelentd, az alabb felsorolt prefixumok egyikével kell képezni.

Prefixum | Szamérték Jele Prefixum | Szamérték Jele
deci- 10" d deka- 10 da
centi- 10 c hekto- 10° h
milli- 10° m kilo- 10° k

mikro- 10° m mega- 10° M
nano- 107 n giga 10° G
piko- 107" p tera- 10™ T
femto- 107" f peta- 10" P

Azonositd szam:
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IH1Gyogyszerkdnyvi fizikai és fizikai-kémiali
vizsgalatok

1.2 Oldodas

Az oldodas (oldas) a gyogyszerkészités es a gyogyszerhatas kialakulasanak egyik
fontos miivelete, illetve folyamata. Az oldddas fizikai-kémiai térvényszeriiségeinek
ismerete a gyogyszerészeti ismeretek egyik kiemelt fontossagu terdilete.

Oldas alatt azt ertjiik, amelynek sorén szilard, folyadék vagy gaz halmazallapotd
anyagot egy masik anyagban (az oldoszerben) molekularis szinten diszpergalunk. Ha az
oldott anyag részecskéinek mérete 1 nm-nél kisebb, akkor molekularis, ha 1-500 nm
kozé esik, ugy kolloid oldatokrol beszélink.

Az oldddas az oldoszer és az oldott anyag(ok) részecskéi kozotti (altalaban nem
kovalens) kdlcsonhatasok eredmenye. Az oldddas soran az olddszer és az oldott anyag
részecskéi egymas kozott kialakult kdlcsdnhatasai megsziinnek és helyettiik egyidejiileg
az oldoszer és az oldott anyag részecskeéi kozott Gj kdlcsonhatasok alakulnak ki. Az
utobbi folyamat neve szolvatacio, amennyiben az oldo6szer viz, akkor hidratacio.

A szolvatacio soran kiilonb6z6 intermolekularis kolcsonhatasok alakulnak Ki.
Ezek kozil a legfontosabbak a

a.) hidrogénkotes

b.)ion-dipol kdlcsdnhatas

c.) orientécios (dipol-dipol) kdlcsdnhatés
d.)indukcids (dipol-apolaris molekula) kdlcsonhatés
e.) London-féle (diszperzids) kdlcsonhatas.

Az oldoszer és az oldott anyagok kozott kialakulé —kdlcsdnhatasok
eredményeképpen az oldatok tobbségében az alkotdrészek mennyisége csak
meghatérozott aranyok kozoétt valtozhat. Az oldandé anyagot névekvé mennyiségben
hozzéaadva az oldoszerhez, egy adott mennyiség feloldasa utan tovabbi mennyiséget az
adott tomegi oldoszer mar nem képes feloldani. Az igy kapott oldat az adott oldott
anyagra nézve telitetté valik. Az oldatot telitett oldatnak nevezzilk. A telitett oldat
mérhet6 oldhatésaganak nevezzik.

Az oldhat6sag (oldékonysag) tehat a.) az oldott anyag, b.) az old6szer, valamint
c.) a hdmérseklet fiiggvénye.

A legtobb szilard halmazallapoti anyag folyadékokban mért oldhatésaga a
homérséklet emelkedésével nd. Az anyagok oldhatosaganak a hoémérséklet
fiiggvényében torténd valtozasa az oldodas hdszinezete alapjan megjosolhat6. Ha az
anyag oldashdjének (AHqqg) el6jele pozitiv (endoterm folyamat) akkor az anyag
oldhatosaga az adott olddszerben a homérséklet emelkedésével nd. Amennyiben az
oldashé eldjele negativ (exoterm folyamat) Gigy az anyag adott olddszerben mérhetd
oldhatésaga a hdmérséklet emelkedésével csokken. Amennyiben az oldashé értéke nem
tal nagy pozitiv vagy negativ érték, gy az oldhatdsag a homérséklet emelkedésével
(csbkkenésével) szamottevéen nem valtozik. Utébbi esetre példa a néatrium-klorid
oldhatosaga vizben.

Oldashé (AHog) alatt azt a hdmennyiséget értjiik, ami (allandd hémérsékleten és
nyomason) egy mol anyag nagy feleslegben vett oldoszerben torténd oldasakor a
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kornyezetnek atadddik (exoterm) vagy a kornyezetétél a rendszer altal elnyelédik
(endoterm). Az oldashé az oldodasi folyamatban elnyel6dé racsenergia (4Hpscs) €S a
felszabaduld szolvatacids energia (4Hszon) 0sszegébdl szamithato ki.

AHog = AHyacs + AHgzo1y

Gazok gazokban torténé ,,0ldodasa” korlatlan. Gazhalmazallapotu anyagok
folyadékokban torténd oldédasa a hdmérséklet emelésével altaldban csokken. (Kivételt
képeznek azok a gazok, melyek az oldoszerben nem csak fizikailag olddédnak, hanem
azzal reakciéba is lépnek.) A gézok folyadékokban torténé oldhatosagat a
gazhalmazallapoti anyag parcialis nyomasanak emelésével ndvelhetjik. Henry-
torvénye szerint az oldoszerrel reakcioba nem 1ép6 gaz oldhatdsaga egyenesen aranyos a
gaznak az oldat felszine felett mérhetd parcialis nyomasaval:

c=a-P
ahol
¢ = a gazhalmazallapotu anyag oldhatdsaga
P = a gazhalmazallapotu anyag olddszer feletti parcialis nyomasa
a = a gazhalmazallapotu anyag es az oldoszer anyagi minéségétol, valamint
a homérséklettdl fiiggd allando

Tapasztalati szabalyként alkalmazhat6, hogy ,hasonlé a hasonléban oldédik”,
azaz a polarosabb olddszerek a polaros, a kevesbé polaros oldoszerek az apolaros
vegyuleteket (részecskéket) oldjak (szolvataljak) jobban. Az olddszerek polaritasat
dielektromos allandoikkal, relativ permittivitasukkal, illetve dipolusmomentumukkal
szokas jellemezni. A dielektromos alland6 (vagy relativ permittivitas) mértéke
megmutatja, hogy egy anyagra hato elektromos fesziiltseég hatasara tarolt elektromos
energia nagysaga milyen mértékben valtozik meg a vakuumhoz képest. Mas szavakkal,
a dielektromos alland6 egy a vizsgalt anyaggal kit6ltott kondenzator kapacitasanak
aranya ahhoz a (megegyezd tulajdonsagokkal rendelkezd) kondenzéatorhoz képest,
melynek lemezei kozott vakuumot hoztunk létre. A két egymassal szemben
(parhuzamosan) elhelyezett fémlemezbdl allo, tn. sikkondenzator kapacitasa geometriai
méreteitdl, valamint a két siklemez (fegyverzet) kozotti szigeteldanyag mindségétol
fligg:

&g A

d

ahol
C = a sikkondenzator kapacitasa (F)
A = a kondenzator lemezeinek feliilete (m?)
d = a lemezek tavolsaga
¢o = a vakuum dielektromos &llanddja (8,854 - 10'? As/V - m)
e = a két fegyverzet kozoOtti anyag relativ dielektromos allandoja
(mértékegység nélkiili mérdszam)

A gyakorlatban leggyakrabban hasznlt oldoszerek relativ dielektromos allandoit
a I11-1. tablazat mutatja be.

A dipélusmomentum a részecskéken (Osszetett ionok, molekuldk) beldli
toltésszétvalas  mértékét  jellemzé  vektormennyiség.  Definicidé  szerint a
dipélusmomentum vektor irdnya olyan, hogy a pozitiv toltéseloszlas centrumabdl mutat
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a negativ toltéseloszlas centruma felé. A gyakorlatban hasznalt skalaris érték a
dipélusmomentum vektor hossza (noméja) ami szamszerlsithetd, mint a szeparal6do
toltés nagysaganak a szorzata. Jele p, mértékegysége C -+ m. Nem S| mértékegysége a
debye (D). 1D = 3,34-10"%° C:m. A gazfazisti vizmolekulék dipélusmomentuma 1,86 D.
egy igen fontos tulajdonséga a dipélusmomentumnak, hogy érzékenyen fligg a molekula

geometriajatdl  (konformécidjatol). Néhany gyakorlatban  hasznalt olddszer
dip6lusmomentumat a 111-1. tdblazat foglalja 0ssze.

I11-1 tablazat: Néhany oldoszer relativ dielektromos allanddja és dip6lusmomentuma

relativ dipolusmomentum
oldészer dielektromos (n)
allando () (Debye-egys.)

n-Hexan 1,88 0,095
Dioxan 2,21 0,045
Szén-tetraklorid 2,24 0
Benzol 2,28 0

Eter 4,34 1,15
Kloroform 4,81 1,15
Etil-acetat 6,02 1,88
Ecetsav 6,15 1,68
Diklér-metan 8,93 1,14
n-Butanol 17,51 1,75
Aceton 20,70 2,69
Etanol 24,55 1,66
Metanol 32,70 2,87
Nitro-metan 35,87 3,56
Dimetil-formamid 36,71 3,86
Dimetil-szulfoxid 46,68 3,9

Viz 80 1,85

Elektromos térben dipélusmomentummal nem rendelkezd molekuldk esetén is
létrejon az Un. indukalt dipolusmomentum. Indukalt dipolusmomentum kialakulasat
eredmenyezi permanens dipo6lus (poléros olddszermolekuldk) polarozhatd részecskékkel
(polérozhatd oldott anyag) kialakult nem kovalens koélcsonhatasa is. Az indukalt
dipélusmomentum vektor egyenesen aranyos a molekulara hato térerésséggel, az
aranyossagi tényez6 a molekula polarizalhatdsaga (o).

2
1.
ré 471'80

Eing= -

ahol
Eing = az indukcios koélcsdnhatas energiaja
r = a molekulak tdmegkozéppontja kdzotti tavolsag
w1 = polaris molekula (részecske) allandé dipélusmomentuma
a = az apolaros molekula polarizalhatésaga
go = a vakuum dielektromos allanddja

Ez a kolcsonhatas eléfordul példaul a polaros vizmolekulak és az apolaros jod
molekulak kozott.
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A molekuldkban zajlé folytonos elektronmozgas kovetkeztében az atommagok
koriili  elektronstrliség  pillanatr6l  pillanatra  valtozik. Az aszimmetrikus
elektroneloszlas, valamint az elektronfelhok kolcsonds taszitasa miatt a molekula
pillanatrél pillanatra polarizalodik (dipdlussa valik). A pillanatnyi dipdlus karakter
molekulak kozott fellépd kolcsonhatas — az Un. diszperzids kdlcsdnhatds — nagysaga
egyenesen aranyos a molekula az ioniz&cidés energiaval (1) valamint
polarizalhatosagaval (o).

1 3 a1 O Il |2

e T R

ahol
Ediszp = a diszperzios kolcsonhatas energiaja
r = a molekulak témegk6zéppontjai kdzotti tavolsag
a = a molekulak polarizalhatésaga
n = a kbzeg térésmutatoja
| = a molekula els6 ionizacios energiaja

A Lorentz-Lorenz-egyenlet (amely Clausius-Mossotti-egyenletként is ismert)
alapjan a nagy torésmutat6ju anyagoknak nagy a polarizalhatésaga. A Lorentz-Lorenz-
egyenlet legaltalanosabb formaja:

w2 g N
ahol

n = a refraktiv index
N = a molekulak szama egysegnyi térfogatban
o = az atlagos polarizalhatdsag

A Gyobgyszerkdnyv az anyagok oldasanak jellemzésére a 111-2. tablazatban

szereplé kifejezéseket alkalmazza. (A hasznélt kifejezések 15-25 °C  kozotti
kémérsékletre vonatkoznak.)

111-2 tblazat: A Gyogyszerkdnyv ,,oldékonysag” cimszo alatt hasznélt kifejezései

1 g anyagra vonatkoztatott
Kifejezések megkozelito oldoszertérfogat
milliliterben
Nagyon bdségesen oldodik <1
Boéségesen oldodik 1-10
Oldadik 10-30
Mersékelten oldodik 30-100
Kevésse oldodik 100-1000
Alig oldddik 1000-10 000
Gyakorlatilag nem oldodik >10 000

Feladat: Gylijtson Ossze a Gyodgyszerkonyvben szereplé hatdanyagok kozil 5-5
anyagot, melyek a Gyodgyszerkonyv altal definialt, kiilonboz6 rendelkeznek. A
vegyliletek szerkezete alapjan értelmezze a szerkezet-oldékonysag 6sszefliggéseket!
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1.2 Olvadaspont-meghatarozas

Az olvadaspont az a hdmérséklet, amelyen valamely szilard anyag és folyékony
fazis egymassal egyensulyban van. Az olvadaspont az anyag szerkezetétdl fliggd fizikai
alland6. Az olvadaspont nagy pontossaggal mérhetd, mert a tiszta anyag melegitése
soran az olvadaspont elérése utan a hémérséklet mindaddig allandé marad, amig szilard
fazis is van jelen. Az olvadasi folyamat soran az anyaggal k6zolt hdmennyiség az
olvadasi hd fedezését biztositja. Egységes tiszta anyagnak altalaban éles, egy °C
hémérséklet-tartomanyon beliil mérhetd olvadaspontja van.

Az anyag olvadéspontjat befolyasold tényezok a.) az anyag szennyezettségének
mértéke, b.) a szennyez6 anyag mindsége, valamint c.) a kristalyviz- €s
nedvességtartalom.

Az olvadt anyagban old6dd szennyezések csokkentik az olvadaspontot. Ezen
tulmenden a szennyezett anyag altaldban nem egyetlen hémérsékleten olvad meg,
hanem az olvadasi folyamat bizonyos homérsékletei hatarok kozott jatszodik le. Ettol
eltéréen viselkednek az ugynevezett eutektikus elegyek, melyek olvadas szempontjabol
ugy viselkednek, mint a tiszta anyagok: az eutektikus 0Osszetételhez tartozo,
meghatarozott, 4lland6 olvadéspontjuk van.

Vannak olyan anyagok, amelyek olvadaspontjuk koril elbomlanak. llyenkor az
olvadaspont elh(zddik, az anyag megolvadas elétt elszinezddik, megbarnul, esetleg gaz
fejlédik. Ezeknek az anyagoknak bomlaspontjuk van.

A Gyogyszerkonyv elbirasa szerint az olvadaspont meghatérozésara a.) a
kapillaris modszer, b.) nyitott kapillaris mddszer, valamint c.) az un. gyors modszer
hasznalhato. A kapillaris modszerrel torténé meghatarozashoz a I11-1 abran lathato
késziilék hasznalhatdé. A késziilék egy hurokszerii kialakitdsu tlivegeszkoz, melyet
szilikonolajjal toltiink fel. A késziilékbe feliilrdl egy homérd illeszkedik, és két
oldalcsdvon keresztiil helyezhetjiik be a mérendé mintat tartalmaz6 kapillarist. A
melegitéshez mikroégét hasznalunk, az abranak megfelelé ponton, a hurok végét
melegitve. Ezen a helyen az olaj felmelegszik, stirtisége lecsokken, felfelé kezd
aramlani, a helyére hidegebb, nagyobb siiriiségii olaj érkezik. Ugyelniink kell, hogy a
mérés soran a melegités ne legyen tal gyors; a hdmérd ugyanis a higanyzsakjanak a
hémérsékletét mutatja, és ez eltérhet az olajfiirdd, illetve az anyagot tartalmazo
kapillaris hémérsékletétol. Tul gyors melegités esetén az olaj gyorsabban melegiti fel a
kis mennyiségli mérendé anyagot, mint a joval nagyobb hdékapacitasii higanyzsdkot.
Ekkor az anyag megolvadasanak pillanatdban a hdmérd alacsonyabb hémérsékletet fog
mutatni a ténylegesnél, és igy a valddi olvadaspontnal kisebb értéket fogunk mérni.

A keészuléket az Egeszséglgyi Vilagszervezet (WHO Collaborative Research
Centre for Chemical Reference Substances) olvadaspont-referenciaanyagaival vagy mas
alkalmas anyagokkal kalibralhatjuk.

Az olvadaspont egyszeriibben, gyorsabban és pontosabban mérhet6
elektromosan flithetd olvaddspontmérd késziilékben, melynek felfiitési sebessége
szabalyozhato. A kapillarisba toltott, késziilékbe helyezett minta valtozasat a felfiités
soran egy nagyitoval ellatott ablakon keresztiil figyelhetjiik meg.
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I11-1. abra: Készilek az olvadaspont meghatarozasahoz

0Ivadé5pont
kapillaris

a folyadék
mozgasi iranya

kapillaris
behelyezésére
szolgalé csé

amelegités
helye

A Gyodgyszerkonyv eldirdsa szerint a meghatarozashoz a vizsgalandd anyagot
finoman elporitva és vékony rétegben Kiteritve 24 oOran at tomény kénsav folott
exszikkatorban szaritjuk, hacsak az egyes cikkelyek masképpen nem irjak eld. Az igy
kiszaritott mintabol annyit viszink be a kapillarisba, hogy abbol — a kapillarist kb. 60
cm hosszusagu ,,ejtdcsében” ejtegetve — mintegy 2 mm magassagu oszlop képzodjon.

Feladat: Egy ismert anyag (Ureum, Ph. Hg. VIII.) és egy ismeretlen anyag
olvadaspontjanak meghatarozasa.

1. Gyakorlo mérés végzese karbamiddal (Ureum, Ph. Hg. VIIL.)

a.) Az elporitott és exszikkatorban 24 éran kénsav felett tarolt karbamidot az egyik
vegén gondosan leforrasztott kapillarisba toltjuk. Ezt ugy végezzik, hogy a
kapillaris nyitott veégét az anyagba nyomjuk és a bejuttatott anyagot, a kapillarist
(6rativegre allitott iivegcsdbe) ejtegetve az aljara razzuk, tomoritjiik. Kb. 2 mm
hosszan célszerti a kapillarist megtolteni, ekkor olvadaskor az anyag hirtelen
0sszehlzddasa is jol lathatdan jelzi az Gj fazis kialakulasat.

b.)A kapillarist belehelyezzilk az olvadaspont-mérékésziilékbe tigy, hogy az anyag
pontosan a higanyzsak el6tt helyezkedjen el, igy biztositani tudjuk, hogy a
kapillaris és a hdmérd higanyzsakja kornyezetében azonos legyen a hdmérséklet.

c.) Mikroégdvel melegitsiik a késziiléket; az elsd, kozelité mérésnél kb. 10 °C/perc
sebességgel. Amikor a kristalyok élei kezdenek megolvadni, feljegyezzilk az
olvadaspontot.

d.)Kivesszilk a megolvadt anyagot tartalmaz6 kapillarist, és kb. 30 °C-kal a mért
olvadaspont alahagyjuk hiilni a késziiléket.

e.)Ujabb kapillarist helyezve a késziilékbe, az elsé, kozelitd mérés utan még
legalabb két mérést vegzink, de ekkor olvadaspont 20 °C-os kdzelében csak 1-2
°C/perc melegitést alkalmazunk. Amennyiben két mérés soran is sikeriilt a
karbamid 133 °C-os olvadaspontjat meghataroznunk, elkezdhetjuk az ismeretlen
anyag meréset.
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2. Ismeretlen hatéanyag olvadaspontjanak mérése

a.) A elporitott és exszikkatorban 24 d6ran kénsav felett tarolt vizsgalandé anyagot a
karbamidnal leirtakhoz hasonléan az egyik végen gondosan leforrasztott
kapillarisba toltjuk.

b.) A kapillarist belehelyezziik az olvadaspontméré késziilékbe ugy, hogy az anyag
pontosan a higanyzsak el6tt helyezkedjen el (1asd fent).

C.) A mikroégbével melegitsiik a késziiléket, el6szor kb. 10 °C/perc sebességgel.
Amikor a kristalyok élei kezdenek megolvadni, feljegyezziik az olvadaspontot.

d.) Kivesszik a megolvadt anyagot tartalmazo kapillarist, és kb. 30 °C-kal a mért
olvadaspont ala hagyjuk hiilni a késziiléket.

e.) A kovetkez6 mérést ugy végezziik, hogy a mért olvadaspont 20 °C-0s kbdzelében
csak 1-2 °C/perc melegitést alkalmazunk.

f.) Az els6, kozelitd mérés utdan még harom mérést végziink, a mérési eredmények
atlagaként adjuk meg a mért olvadaspont értékét.

1.3 Desztillaciés tartomany

A desztillacié az a mivelet, amelynek soran a folyadékot elparologtatjuk, majd a
gézoket mas helyen hiitéssel kondenzaltatjuk. A miivelet terméke a parlat vagy
desztillatum. A desztillacié ceélja:

a.) egy folyadék elvalasztasa a nem illékony szennyezddésektol,
b.) kiilonb6z6 forraspontt anyagok szétvalasztasa, vagy
C.) egységes anyagok azonossaganak és tisztasaganak ellendrzése.

A Gyogyszerkonyv altal definialt desztillacios tartomany az a 101,3 kPa (760 torr)
nyomasra korrigdlt hémérsékleti tartomany, amelyen belil a Gydgyszerkonyvben
specifikalt kortlmények kozott a folyadék, vagy a folyadék meghatarozott része
desztillal.

A gyogyszerkonyvi késziilék egyszeriisitet rajza a I11-2. abran lathato. A
készulék részei a.) a desztillalo lombik, b.) a lombik oldalcsévéhez csatlakozé kdpenyes
(Liebig-féle) hiit6, valamint c.) a hajlitott végli hiitécsé (golyaorr) alatt elhelyezett
szeddedény. A frakcionaldo lombikban keletkezett g6z a ferde helyzetii Liebig-féle
hiitében cseppfolydsodik, majd a goélyaorron keresztiil a szedéedénybe keriil.
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111-2. abra: Készilek a desztillacids tartomany meghatarozasahoz

~

héméré

E / szed6edény

A hémérét oly modon helyezziik el a lombik nyakaba, hogy higanytartalyanak
fels6 szintje az oldalso kivezet6 nyilas legalso pontjanal 5 mm-rel mélyebbre kertljon.
A héméré 0,2 °C beosztasu legyen, és kb. 50 °C-0s hémérséklettartomanyt foglaljon
magaba. A méres folyaman a lombikot, beleértve a nyakat is 6vjuk a légmozgastol. Még
a melegités megkezdése el6tt a lombikba forraskdnnyitdt kell helyezni (pl. horzsakovet,
iveggyongyot, mazatlan cserepet vagy Ttvegkapillarist). A forraskonnyitokkel a
késleltetett forrast akadalyozzuk meg, ugyanis ilyenkor hirtelen sok buborék képzddik,
amelyeknek 16késszerti feltorése a lombik 6sszetdrését okozhatja.

A desztilldlandd folyadék melegitésének mdédja a forraspontjatol és
gyulékonysagatol fiigg. P1. gyalékony, 100 °C alatt forré anyagnal vizfiirdét hasznalunk.
A hiités modja: 120 °C alatti forraspontli folyadékoknal hiitében aramlé csapvizet, 120—
160 °C kozottieknél alldvizet, a 160 °C felettieknél 1éghiitést alkalmazunk.

Bemutatés: Petroléter (Ph. Hg. VII1.) desztillacios tartomanyanak meghatarozasa

A gyobgyszerkdnyvi vizsgalat soran a desztillalé lombikba 50,0 ml vizsgalando
folyadékot mériink és néhany szem forrkovet szorunk bele. A desztilldtumot ml-es
beosztasti 50 ml térfogati mér6hengerbe gyiijtjiikk. Vizhiités mellett a lombikot Ugy
melegitjuk, hogy a forras gyorsan meginduljon. Feljegyezziik azt a hémérsékletet,
amelyen az elsé csepp desztillatum a méréhengerbe cseppen. A fiitést ezt kovetden ugy
szabalyozzuk, hogy percenként 2-3 ml folyadék desztillaljon. VVégil feljegyezzik azt a
hémérsékletet, amelyen a folyadék teljes mennyisége desztillalt.

Az észlelt homérsékleti értékeket a kovetkezd képlet segitségével a normal
légkdri nyomasra (101.3 kPa) korrigaljuk:

ty =t, + k (101,3-b)

ahol

t; = a korrigalt hdmérséklet

t, = a b 1égkori nyomason mért hémérséklet

k = a korrekcios faktor (lasd 111-3. tablazat)

b = a desztillacié folyaman mért Iégkdri nyomas kPa mértékegységben kifejezve
Azonosité szam: 27
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111-3 tablazat: Homérséklet-korrekcio

Desztillalasi hémérséklet (°C) Korrekcids faktor (k)
<100 0,30
100-140 0,34
140-190 0,38
190-240 0,41
> 240 0,45

A vizsgalt minta desztillacios tartoméanya a Gyogyszerkonyv eldirasa szerint 50-70 °C
kozott kell, hogy legyen.

1.4 Forraspont

A folyadékok feletti g6ztérben minden hémérsékleten megtalalhatok a folyadék
molekulai; ez a folyamat a parolgas. A g6ztenzi6 (egyensulyi gdznyomas) az a nyomas,
amit egyensulyi allapotban az anyag elparolgd géze hoz létre. A gdéztenzid fligg a
homérséklettdl: az a hémérséklet, amelyen a tenzid eléri a kiilsé nyomast, a
forrashémérséklet. Folyadékok forraspontjan — ha kalén nincs ra utalas — azt a
hémérsékletet értjiik, amelyen a tenzio eléri a 101,3 kPa nyomast. A mért
forrashémérsékletet 760 Hgmm-re (101,3 kPa-ra) korrigalva kapjuk meg a forraspontot.

A forrésban 1évo tiszta anyag hémérséklete — ha a nyomés nem véltozik — a
melegités hatdsara nem emelkedik, mert a kozolt hdmennyiség a folyadék gbézzé
alakulasahoz sziikséges parolgasi h6 fedezésére hasznalodik fel.

Nagyobb mennyiségii anyagok forraspontjat legegyszeriibben desztillacioval
hatarozhatjuk meg. A desztillacio soran tgyelnunk kell arra, hogy a forrés egyenletes
legyen (forrkd) €s hogy a homérdt elegendd egyensulyi allapotban 1évé gbz vegye
koral.

A Gyogyszerkonyv elbirasa szerint a forraspont meghatarozasara a ,,Desztillacios
tartomany” meghatarozasahoz eldirt késziiléket hasznaljuk, azzal az eltéréssel, hogy a
lombik nyakéba illesztett hémérd higanytartalyanak alja a desztillalo lombik nyaki és
gbmbrészének talalkozasaval egy magassagban legyen, és a lombikot olyan, hdszigetel6
anyagbol készilt lapra helyezzik, amelynek a kozepén 35 mm atmér6ji kor alaka
nyilés van.

Bemutatas: Ethanolum (96 per centum) (Ph. Hg. VII1.) forraspontjanak meghatarozasa

A desztillal6 lombikba 20 ml vizsgalando folyadékot toltink, majd néhany szem
horzsakovet szorunk bele. A lombikot ugy melegitjuk, hogy a forras gyorsan
meginduljon. Azt a hdmérsékletet olvassuk le, amelyen a desztillatum az oldalcs6bdl a
hiitébe kezd folyni.

Az észlelt homérsékletet a kovetkezd képlet segitségével a normal [égkori
nyomasra (101,3 kPa) korrigaljuk:

ty =t + k (101,3-b)
ahol
t; = a korrigalt hdmérséklet
t, = a b 1égkori nyomason mért hémérséklet
k = a korrekcios faktor (lasd 111.3. tablazat)
b = a desztillacio folyaman mert legkori nyomas kPa mértékegységben
kifejezve

A Gyogyszerkodnyv szerint a vizsgalt minta forraspontja kb. 78 °C.
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1.5 Relativ siirliség

A sliriség (p) az anyag egységnyi térfogatanak (V) témege (m):
m

P=v

M o m=pv
P=y P

A stiriség SI mértékegységrendszerben elfogadott egysége a kg'm_s. A
laboratériumban a gcm™ vagy gdm™ egységeket hasznaljuk.

Mivel az anyag térfogata homérsékletfiiggd, kovetkezésképpen a silirisége is
valtozik a hémérséklet fiiggvényében. Ha az anyag 0 °C hdémérsékletli, akkor a
stiriségét normalsiiriiségnek nevezik. Ett6l eltéré t hémérsékleten a p; stirliséget a
térfogatvaltozasbol szamithatjuk. A kiilonbozd hdémérsékleten mért siiriiségek és
térfogatok forditottan aranylanak egymashoz:

Pt-'PO:VO:Vt
ebbdl:
P, = Po Vo __Fo Vo
V, V, +at)
ahol

a az anyag kobos hétagulasi egyutthatoja.

Az igy definialt striiséget abszolUt siriségnek nevezzilk. A gyakorlatban igen
gyakran talalkozunk a relativ siiriiség fogalmaval, kulondsen mérések alkalmaval. A
relativ striiség egy viszonyszdm, amely megadja, hogy valamely anyag abszolut
stirisége hanyszorosa a vonatkoztatasi anyag abszolut stirliségének. A vonatkoztatasi
anyag gazoknal leggyakrabban a levegd, a cseppfolyos és szilard anyagoknal a viz. A
relativ strtiség (d) eszerint két, azonos fizikai korulmények kozott — tehat azonos
nyomason ¢s hémérsékleten — mért abszolut siiriiség (p) hdnyadosa.

A Gyédgyszerkdnyv definicidja szerint valamely anyag relativ siiriisége (d°%) az
anyag 20 °C hémérsékleten mért tdmegének és a vele azonos térfogatl és hdmérsékletii
viz tomegének hanyadosa. A relativ striséget (d?%) a cikkelyben megadott
pontossaggal aerométerrel (111-3 abra; a), piknométerrel (111-3 abra; b), vagy
hidrosztatikai mérleggel (Mohr-Westphal mérleggel) (I11-3 abra; c¢) mérjuk. A
méréskor a levego felhajtoerejét nem vessziik figyelembe; ez a harmadik tizedesjegyben
egy egységnyi hibat okozhat.

A stirtiség jellemzésére két méasik definicid is hasznélatos.

Valamely anyag d?°, szimb6lummal jelélt relativ siiriisége a vizsgalt anyag 20°C-
on meghatarozott témegének valamint a vele azonos térfogatu desztillalt viz 4°C-on
mért tdmegének a hanyadosa. A 4 (3,98) °C-os viz stirlisége kb. 1000,00 (999.9720)
kg/m* = 1,00000 (0,999972) g/cm?.

A relativ siirfiség (d) és a kgm™ egységben kifejezett (abszolat) siirtiség (o)
kozotti szamszerii 6sszefliggések a kovetkezok:

P20 = 998,202 d 33 vagy d 33 =1,00180 - 10 pyg
P20 = 999,972 d 2° vagy d 3%=1,00003 - 10 pyg
d 2% =0,998230 d 25
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I11-3. abra: Siriiségmérd eszk6zok

N

ellensuly

e e e
e ALY LLLAN LR N LN AN LR RN

(b) (©

A folyadékok siiriségét kényelmesen és gyorsan areomeéterrel (111-3. abra: a)
hatarozhatjuk meg. Az areométer alul kiszélesedd €s megterhelt gombben végzdodod
tiveges6. Mitkodése Arkhimédész torvényén alapszik. Az areométer addig sullyed a
folyadékba, mig az altala kiszoritott folyadék sulya egyenlévé nem valik az egész
areométer sulyéaval.

A mertiilés mértéke tehat fiigg a folyadék strtiségétdl, amit az areométer vékony
csovén levd skdlan leolvashatunk. Egy-egy areométer adott siirliségtartomanyban
alkalmazhat6. Ennek megfelelden kétféle areométert alkalmaznak a méréseknél. A
keresé areométereket alkalmazzdk a vizsgdlando folyadék siiriségének kozelitd
meghatarozasahoz, illetve a mérési tartomany kivalasztasahoz. A tényleges méréshez
pedig, csak abban a tartomanyban alkalmazhatdé méré areométert hasznalnak. Az
areométeres slirliség meghatarozas az el6zdekhez képest kevésbé iddigényes modszer.

A piknométeres modszer esetében sirliségmérést tomeg- €s térfogatmérésre
vezethetjuk vissza: ismert térfogati folyadék tomegét megmérjik, majd a
tomeg/térfogat aranybol kiszamitjuk a strtiséget. A piknométer (I11-3. abra: b)
lombikra emlékeztetd hasas, szlik nyaku edény. A nyildsa csiszolatos kapilldrissal
zarhatd, amelyen egy kdrbefutd jel a folyadékszint pontos beallitasat biztositja.

Feladat: Ethanolum (96 per centum) (Ph. Hg. VIIL) relativ stiriségének és
etanoltartalmanak meghatarozasa

Méreés piknomeéterrel.

Az Ures, szaraz piknométer tomegét, dugoval egyutt, analitikai mérlegen megmeérjik
(my), majd a kb. 20 °C hémérsékletii vizsgalandé mintaval ugy toltjilk meg, hogy a
folyadék meniszkusza valamivel a korkoros jel alatt legyen. Ezutan a piknométert 20 +
0,1 °C hémérsékletii vizfiirdébe allitjuk. A piknométert 20 perc elteltével, de még a
vizfurd6ben, kapillaris pipettdval ugy pontosan a jelig, hogy a meniszkusz legalso
pontja éppen érintse a korkoros jelet. A piknomeéter nyakat belil a korkoros jel folott
szlikség esetén szlirOpapircsikkal kiszaritjuk, és dugoval lezarjuk.

A piknométert a vizfiirdébol kivéve gondosan szarazra tordljiik, 15 percre a
mérlegszekrénybe allitjuk, majd tdémegét Ujbol pontosan megmeérjik (my). A
folyadékkal telt piknométer és az lres piknométer tomegének kilonbsege adja a
lombikba féré folyadék (Ethanolum) tdmegét (mg).
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A merés utan a vizsgalandé folyadékot kiontjik, a piknométert gondosan kimossuk,
majd ugyanugy, mint a vizsgalandé folyadék esetében, kb. 20 °C hémérsékletii R vizzel
jelig toltjuk, majd ujra megmérjuk (ms3). A benne 1évo folyadék (R viz) tdmege:

my = M3 —My
A vizsgalando minta (folyadek) tdmegének (m¢) és az R viz azonos médon mért

tomegének (m,) hanyadosabdl (m¢m,) a relativ siirliséget 20 °C-ra az alabbi képlet
alapjan szamoljuk Kki:

L
Pogec = . 0,997003 + 0,0012

A Gyogyszerkonyv elbirasa szerint az Ethanolum (96 per centum) készitmény relativ
stirliségének 0,805-0,812 g/cm?® kozé kell esnie.
Az etanoltartalom meghatarozasa

A Gydgyszerkonyv eléirasa szerint vizsgalt minta etanoltartalmat a meghatarozott
relativ strliségének ismeretében a kovetkez6é (111-4) tablazat alapjdn hatarozzuk meg
(Ph. Hg. VIIL.)

111-4 tablazat: Alkoholmetrias tablazat

%v/v | %o m/m P20 %v/v | %o m/m P20 %v/v | %o m/m P20

940 | 9101 | 0,8151 | 950 | 9241 | 0,8113 | 96,0 | 93,84 0,8074

941 | 91,15 | 0,8148 | 951 9255 | 0,8109 | 96,1 93,98 0,8070

942 | 91,29 | 0,8144 | 95,2 92,69 | 0,8106 | 96,2 94,13 0,8066

943 | 9143 | 0,8140 | 953 | 92,83 | 0,8102 | 96,3 | 94,27 0,8062

944 | 9156 | 0,8136 | 954 92,98 | 0,8098 | 964 94,42 0,8057

945 | 91,70 | 0,8133 | 955 | 93,12 | 0,8094 | 96,5 | 94,57 0,8053

946 | 91,84 | 0,8129 | 95,6 9326 | 0,8092 | 96,6 94,71 0,8049

94,7 | 9198 | 0,8125 | 95,7 93,41 | 0,8086 | 96,7 94,86 0,8045

948 | 92,13 | 0,8121 | 95,8 9355 | 0,8082 | 96,8 95,01 0,8041

949 | 92,27 | 0,8117 | 95,9 93,69 | 0,8088 | 96,9 95,16 0,8037

A vizsgalt minta C;HgO tartalma a Gyogyszerkonyv eldirasa szerint 95,1-96,9
% viv (92,6-95,2 % m/m) értékek kozott legyen.

1.6 Amperometrias titralas

Az analizis elektrokémiai modszerei azokat az eljarasokat foglaljak magukba,
melyek az elektrolitokban torténd aramvezetés valamint a fémes vezetdk és az
elektrolitok fazishataran lejatszddd jelenségeken alapulnak. E definicio alapjan az
elektroanalitikai eljarasok kdzé soroljuk

a.) az elektrolizisen alapul6 mddszereket, mint a
1. voltammetria
2. elektrogravimetria, és
3. coulometria;
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b.) az elektrédpotencialok meghatarozasan alapuldé modszereket, mint a
potenciometria; valamint

c.) az elektrolitok vezetéképességének meghatarozasan alapulé modszereket, mint a
1. konduktometria, €s
2. oszcillometria

Az amperometria a voltammetrias eljardsok kozé tartozo elektrokémiai modszer.
A voltammetrias modszerek az elektrokémiai folyamatok soran alkalmazott fesziltseg
és ennek hatdsara az elektrolitoldaton atfolyd aram er6ssége  kozotti
fliggvenykapcsolatot hasznaljak analitikai célokra. A voltammetrids mérések soran az
elektroaktiv anyagot tartalmazo elektrolitoldatba meriilé két elektrodra, a munka- €s a
referenciaelektrodra egyenletesen novekvé fesziiltséget kapcsolunk, ¢és annak
figgvényében mérjik az oldaton atfolyd aram erdsségét. Az 4aramerdsséget a
molekulaelektrod potencialjanak fliggvényében abrazolva kapjuk a voltammetrias
gorbét. A gorbe egyarant hordoz kvalitativ és kvantitativ informéacidkat az elektrolizald
cellaban lejatsz6dé valtozasokrol.

Az elektrolizal6 cellan csak akkor folyik &ram, ha az elektrédreakcidban
résztvevé komponens transzportja az oldat belsejébdl az elektrod felszinére folyamatos.
Ez torténhet koncentracié gradiens hatasara fellépd diffuzid, ez elektromos erdtér
hatasara bekovetkez6 vandorlas, vagy kiilsé mechanikus hatas (pl. kevertetés) utjan.

A feszlltség-aram gorbék értelmezése 1ényegesen egyszeriibb, ha az elektrolizis
olyan kisérleti korilmények kozott zajlik, amelyek mellett a diff(zids anyagtranszport a
meghatarozo folyamat.

A voltammetrias mérések sordn zomében két olyan elektrédot alkalmazunk,
amelyek egyike sokkal nagyobb mértékben polarizalédik, mint a masik elektrdéd. A
cellara kapcsolt fesziiltség és az elektrodok potencialja kozott egyszerii 6sszefliggés all
fenn:

V=E,-E +iR

ahol
E, = az andd potencialja
Ex = a katod potencialja
| = az atfoly6é aramerdsség
R = a cella ellenallasa

Mivel a nempolarizdlhaté elektrdd potencialja &llandd, a cellara kapcsolt
fesziiltseg csak az egyik elektrod (munkaelektrdd, indikatorelektrdd) potencidljat
valtoztatia meg, és ennek az elektrédnak a potencialvaltozasa a cella
fesziiltsegvaltozasaval megegyez6.

Polarizalhaté elektrodként a voltammetrias mddszereknél leggyakrabban
higanyelektrédot alkalmaznak. A higanyelektrod a rajta fellépé nagy hidrogén
tulfesziiltség miatt a negativ potencidltartomanyban elénydsen alkalmazhatd. Ezért a
higanyelektrédokat elsésorban redukciok végrehajtasara alkalmazzak. Ezzel szemben a
platina- és a grafitelektréd polarizalhatésagi tartomanya az anddos alkalmazasuknak
kedvez, mivel az elektrodokon a hidrogén-tulfesziltség nagyon kicsi. Ezért a platina- és
grafitelektrodok elsGsorban oxidacios folyamatok vizsgalatara hasznalhatok.

Az elektrodreakcio lényege az elektronatlépés. A katddnak kapcsolt elektrodon
redukcid, az anodon oxidacio jatszodik le. Az elektrodreakcioba viheté anyagot
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depolarizatornak nevezzik. Az elektrolizis sordan az anddos folyamatokban
egyenértéknyi mennyiségii depolarizator vesz részt.

Az elektrodreakciot kovetéen a termék az elektrod feliiletére kivalva azon
adszorbedlddhat, higanyelektrod esetén abban amalgdmot képezve oldodhat. A Kkivalt
termék tovabbi kémiai atalakulasban is részt vehet, vagy eltavozhat az elektrodtol.

A voltammetrias analitikai mddszerek leggyakoribb eljarasai a.) a polarogréfia és
b.) az amperometria. E praktikum keretében csak a Gyogyszerkényvben is alkalmazott
amperometrias méréseket targyaljuk.

A voltammetrias aramerdsség koncentraciofiiggése titraldsok végpontjanak
meghatdrozasara is alkalmazhatd. Ezen az elven alapulnak a voltammetriés
végpontjelzési modszerek. A voltammetrias elektrédokra megfeleld
potencialkiilonbséget kapcsolva a depolarizator elektrodreakcidja altal keletkezd
aramerdsséget mérjiik a mérdoldatfogyas fliggvényeben.

Az amperometrids modszernek egy- vagy két polarizalhaté elektroddal végzett
valtozata ismeretes. A két polarizalhaté elektroddal végzett vegpontjezési modszert
»dead stop” modszernek, vagy kétszeres amperometridnak (biamperometridnak)
nevezzik.

Amperometrias titralas

reagensoldatot hasznalunk, amely csokkenti a depolarizator koncentraciojat (pl.
csapadekkeépzessel, redukcioval) vagy az elektrodreakciohoz szikseéges potencialt
negativ iranyba tolja el (pl. komplexképzéssel). A hozzaadott mérdoldat
térfogatrészleteinek flggvényében mért hatdraram valtozas és a mérendé komponens
koncentracidja kozotti  osszefugges (llkovic-egyenlet) — az elektrodpotencial
koncentracio fuggését leird logaritmikus 6sszefliggestél (Nernst-egyenlet) eltéréen —
lineéris.

Az amperometrias titralas végpontjat ugy hatarozzuk meg, hogy a vizsgalandé
oldatba meriil6 két elektrod (egy polarizalhatdo (indikator-) elektrod és egy
nempolarizalhatd 6sszehasonlitd elektrod) kozott allandd fesziltséget fenntartva az
aramerdsség valtozasat mérjik a hozzdadott mérdoldat mennyiségének fiiggvényében.
A polarizalhato (indikator-) elektrédot a meghatarozni kivant anyag tulajdonsagainak
megfelelden valasztjuk meg és kapcsoljuk a mérdceella katodjaként vagy anodjaként. Az
idikatorelektrod potencidljat ugy kell megvélasztani, hogy biztositsuk az
elektrokémiailag aktiv anyag diffuziés aramat. Indikatorelektrodként hasznalhatunk
platina-, csepegé higany-, forgokorong- vagy szén-elektrodot, 6sszehasonlitd
elektrodként pedig kalomel- vagy eziist/ezist-klorid-elektrédot.

A titralds sorén el6szor megmérjiik a vizsgalandod anyagot tartalmazé alapoldat
hatararamat, majd a varhaté végpont értékétdl fiiggden, a titrdlds soran allando
mérdoldat részleteket adagolunk. A miiszert minden mérési pontban akkor olvassuk le,
amikor a kapott aramjel mar nem mutat az idével egyirdnyu valtozast.

Az amperometrids titralasi gorbe az Osszetartozo i és V értékparok grafikus
abrazolasa. Az amperometrids titralasi gorbeék tipusait a 111-4. abra szemlélteti. Az abra
a.) gorbéjét abban az esetben kapjuk, ha a meghatarozand6 anyag, a b.) gorbét, ha a
mérdoldat anyaga, mig a c.) gorbét, ha a valasztott elektrodpotencidlon mind a
meghatdrozandé anyag, mind a mérdoldat anyaga részt vesz az elektrodreakcioban. Az
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a.) gorbe szerkesztését a titralas kiilonb6z6 szakaszaiban felvett aram-fesziltseg (i-V)
gorbékbal a 111-5. abra mutatja be.

I11-4. abra: Az amperometrias titralasi gorbék tipusai egy polarizalhaté elektréd
alkalmazésa esetén

cm‘j cmr cm”

(b {c)

d) (e)

I11-5. dbra: Az amperometrias titralasi gorbe szerkesztése a titralas kiilonboz6
fazisaiban felvett polarogramok alapjan
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Az amperometrias titralasok tovabbi tipusait a 111-4. abra d.) és e.) titralasi gorbéi
mutatjak be. A d.) titrdlasi gorbe annak az esetnek felel meg, amikor a valasztott
elektrédpotencialon a mérendd komponens oxidacids, a mérdoldat feleslege redukcios
aramot ad le. Hasonloképpen, az e.) titrdlasi gorbe annak a meghatarozasnak az ara-
fesziltség (i-V) gorbéje, amelyben a mérendd anyag redukcios, a mérboldat feleslege
oxidacids aramot ad le.
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Biamperometrias (dead-stop) titralas

A Kklasszikus amperometrias végpontjelzési modszer modositott valtozata a két
indikatorelektrédos Un. biamperometrias vegpontjelzes. A biamperometrias titralas
olyan térfogatos analitikai eljards, amellyel a biamperometrids mérdcella
aramerdsségének (i) merése révén kovetjik egy reverzibilis redoxrendszer oxidalt vagy
redukalt komponensének az adagolt méréoldat hatasara bekovetkezé csokkenését vagy
egy uj reverzibilis redoxrendszer megjelenését.

A biamperometrias mérdcella a vizsgalando6 oldatba meriild két, azonos méretii és
anyagu polarizalhaté elektrddot tartalmaz (111-6. abra).

111-6. &bra: Biamperometrias (dead stop) titralasi berendezés vazlata

lllll'lIII|IIII|||I||I|II 6

Az elektrodokra altaldban nem tal nagy, kb. 0,01-0,1 V allandé polarizalé-
fesziiltséget kapcsolunk. A mérdoldat hozzaadott térfogatrészleteinek fuggvényében
mérjiik a cellan atfolyé aram nagysagat. Aram csak akkor folyhat at a cellan, ha
mindkeét elektrodon elektrodreakcid (a katodon redukcid, az anédon oxidacid) mehet
végbe. Mivel az alkalmazott polarizalo fesziltség kicsi, a cellaban aram csak akkor
folyhat, ha a titralas adott szakaszaban valamelyik reverzibilis redoxrendszer mindkét
komponense jelen van. Ekkor elektrolizis jatszddik le. Az aram nagysagat mindig a
kisebb koncentracioban jelenlévé komponens hatarozza meg.

Amikor a titralas soran e reverzibilis redoxrendszer valamelyik formaja elfogy, az
egyik elektrodon megsziinik az elektrodreakcio lehetésége €s nem folyik tovabb aram a
rendszeren. Az aram megsziinése jelzi a titralas végpontjat (,,dead stop”).

A biamperometrias merések szempontjabdl polarizalhato6 elektrodoknak nevezziik
azokat az elektrodokat, amelyekre az el6bb leirt koriilmények kozott fesziiltséget
kapcsolva, reverzibilis redoxrendszer tavolléteben csak igen kicsi, legfeljebb 1-2 pA
aram mérhetd. Nemesfém vagy grafit, altalaban platina ti- vagy lemezelektrodokat
hasznalunk.

A titralasi  gorbék kvalitativ magyarazata a titralt redoxirendszer két
komponensének (Ox; és Red;) valamint a mérdoldat-redoxirendszer két
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komponensének (Ox, és Red,;) koncentracio valtozasa alapjan értelmezhetd. Az
amperometrias titralasi gorbék kiilonbozo tipusait a 111-7. abra mutatja be.

I11-7. abra: Két polarizalhato elektroddal végzett amperometrias merésekkel kapott
titralasi gorbek tipusai

{a) cm® (b) €m® (¢) cm’

@ o () om’

A titralasok altalanos esete, ha mind a mérendd rendszer, mind a mérdoldat
hatéanyaga elektrokémiailag reverzibilis:

OX1+ REdZ = Red1+ OX2

Ez esetben, egy redukalt formaban jelen 1évé meghatarozandé anyag (Red,)
oxidalé méréoldattal (Ox;) torténd titralasa esetén (111-6. bra; d), a titralas kezdetén a
rendszer nem tartalmaz Ox, részeket, igy a katodon nincs lehetéség elektrodreakciora —
tehdt a rendszeren nem folyik aram (i = 0). A titralas sordn az [Ox;] részek
koncentracioja folyamatosan ndvekszik, €s az aramerdsség maximumat az 50%-0S
titralasi fok esetén ([Ox;] = [Red,]) mérhetjiik. Ezt kovetéen a [Red,] koncentracidja az
[Ox2] koncentracidjahoz keépest fokozatosan csokken, és ez fogja megszabni az
aramer6sséget. Az ekvivalenciapontban [Red;] = 0, és az Ox;/Red; redoxrendszer sem
tud aramot szolgaltatni, mivel a mérdoldatban talalhato Ox; oxidalészer még nincs a
rendszerben. Ezért az ekvivalenciapontban az aramer6sség minimumra csokken, majd
az oldatot tultitralva a mér6oldatbol keletkezé redoxrendszer (Ox; és Red;)
elektrddreakcioja fogja az aramot szolgaltatni.

Eléfordulhat olyan eset, amikor a ket redoxrendszer kozil az egyik olyan
mértékben irreverzibilis, hogy az alkalmazott polarizalo feszultség nem éri el a rendszer
tulfesziltségét. Ekkor a I11-7. abra (a), (b) vagy (c) gorbéjét kapjuk. Amennyiben a
redukalt formaban jelen 1évé meghatarozandé anyag (Red,) irreverzibilis redoxrendszert
képviseld oxidalo mérdoldattal (Oxy) titralunk, a titralas kezdete el6tt a rendszeren nem
folyik &t aram, hiszen [Ox;] = 0. Az ckvivalenciapont eléréséig az aramerdsséget
meghatarozo (kisebb koncentracidban jelen 1évé) [Ox;z] folyamatosan nd, és 50%-0s
titralas esetén maximalis dramerdsséget mérhetiink. Ezt kdvetden az aramerdsséget a
[Red,] koncentracidja az [Ox,] koncentracidhoz képest fokozatosan csokken, és ez fogja
az atfolyo aramerdsséget megszabni. Az ekvivalenciapontban [Red;] = 0, és az el6zdek
alapjan az aramerdsség minimumra csokken. Az oldatot taltitralva az aramerdsség nem
nd, mivel a mérdoldat hatdbanyaga nem képez reverzibilis redoxrendszert (111-7. &bra:

e).
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Amennyiben oxidalt formaban jelen 1év0 reverzibilis redoxrendszert kepzé
meghatarozandd anyagot (pl. jodoldat) titralunk irreverzibilis redoxrendszert képzé
redukaloszerrel (pl. natrium-tioszulfattal), akkor ugyancsak az [111-7. abra (e)
gorbejéhez hasonld titralasi gorbét kapunk.

Amennyiben egy reverzibilis redoxrendszer oxidalt formajaban 1évo anyag (Ox;
pl. jodoldat) titralasat a reverzibilis redoxrendszer redukalt formaja (Red; pl.
jodidionok) feleslegének jelenlétében kezdjuk meg, Ugy az elektrddreakcio feltételei
mar a titralas kezdetén adottak. A kisebb koncentracidban jelen 1év6 oxidaloszer (Oxy
pl. jod) koncentraciéja a titralas sordn fokozatosan csokken, egészen az
ekvivalenciapontig, és ennek megfeleléen az aramerdsség folyamatosan csokken az
ekvivalenciapontig (I11-7. abra: a és c). amennyiben a mérboldat hatéanyaga
irreverzibilis redoxrendszer redukalt forméja (pl. natrium-tioszulfat) taltitralas esetén
sem tapasztalhatd az aramerdsség novekedése (I11-7. abra: c¢). Amennyiben a
mérdoldat hatdbanyaga reverzibilis redoxrendszer redukalt formaja tigy taltitralas esetén
az aramerdsség novekedese figyelheté meg (111-7. abra: c).

A titrdlasi gorbék kiertékelésekor figyelembe kell venni, hogy a legtobb titralasi
reakcié egyensulyra vezet. Ennek kovetkeztében a titrdlas végpontja eldtt és utan
egyenes, a végpont kdrnyezetében viszont gorbe szakaszokat kapunk. Ilyen esetekben a
titralas végpontja az elobb emlitett egyenes szakaszok extrapolalasaval megszerkesztett
metszéspont.

Vizmeghatarozas biamperometrias (dead-stop) titralassal

A gybgyszerészi gyakorlatban az amperometrids titralast a legkiterjedtebben a
viztartalom Karl Fischer modszerével végzett meghatarozasnal hasznaljak. Ez a
modszer biamperometrias végpontjelzéssel a viztartalom érzékeny és pontos
meghatarozasara alkalmas.

A titraloedényben 1évé két platinaelektrodra 10-50 mV polarizalo fesziltseget
kapcsolunk, és az elézetesen megtitralt metanolban oldjak a vizsgalandé anyagot, majd
vizméré jod (SO, + 1) méréoldattal titraljuk, ami a felszabadul6 sav megkotésére
alkalmas bazist (B) is tartalmaz. A gyogyszerkonyvi R jod-kénessav-reagens piridin
bazist tartalmaz.

Bl,+B SO, +B+H,0=2BH"I +B" SO,

ol o
SO; + R-OH— R-0-5-OH + B —= R-0-8-0 BH* = BH'(R-0-SOy
6 6

Az egyenértékpontban a jod mar nem lép reakcioba (nincs viz a rendszerben), és
minimalis feleslege hatasara a cellan aram folyik at. Mindkét elektrod depolarizalodik, a
katodon a kis feleslegben 1év6 jod redukcidja, az anddon pedig a jodidionok oxidacioja
megy Vvégbe, ezért a cellan a jod koncentracidjaval aranyos aram folyik at (mindig a
redoxirendszer kisebb koncentracidban jelen 1évé komponense szabja meg az aramot).
A modszer eldnye, hogy a szokésos, kb. 4 mg/ml vizértékii mérdoldattal végzett, kb. 20-
40 mg tomegli viz meghatdrozasanal az allanddé aram megjelenése egyértelmiien, a
csepphibdn belll jelzi az egyenértékpontot. Csak nyomnyi viz (pl. porampullak
nedvességtartalma) meghatarozasanal szikséges titralasi gorbét felvenni, és az
egyenértékpontot ennek alapjan megéllapitani.
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Feladat: Ismert gyogyszeralapanyag viztartalmanak meghatarozasa amperometrias
titralassal

A Gyogyszerkonyv eldirasa szerint a viztartalom titralassal  torténd
meghatarozasanak (Karl Fischer-féle félmikro-modszer) kivitelezése a kovetkezo:

A kb. 60 ml-es titraléedényhez ket platinaelektrdd, a nitrogéngaz bevezeteseére
szolgald csb, a biiretta bevezetését is biztositd dugd és a szaritdbanyaggal védett
szell6zOcsé  csatlakozik. A vizsgalandd anyagot a csiszolatos dugdval zarhato
oldalnyildson &t juttatjuk a titralotérbe. A titralas folyaman az oldat keverésérol
magneses keverdvel vagy szaritott nitrogén aramoltatasaval gondoskodunk.

A végpontot amperometridsan hatdrozzuk meg. Az alkalmas mérérendszer része
egy 1,5 V fesziiltségli elem és a hozza csatlakozdé kb. 2000 Ohm ellenallasu
potenciométer, amellyel valtoztathat6 feszultség biztosithato. A fesziltséget tgy allitjuk
be, hogy a platinaelektrodon és a veliik sorba kapcsolt mikroampermérén Kis intenzitasu
aram haladjon at. Minden reagensrészlet hozzdaddsdra kitér a mikroampermérd
mutatdja, de azonnal vissza is tér a kiindulasi helyzetébe. A titralds végpontjat a
legalabb 30 méasodpercen at megmarado Kitérés jelzi.

Az R jod-kénessav-reagens vizegyenértéket hasznalat el6tt meg kell hatarozni. A
felhasznalt kémszereknek és oldatoknak vizmentesnek kell lenniik, ennek érdekében a
meghatarozas soran valamennyi miiveletet 1égnedvességtdl védve kell végezni. Az R
jod-kénessav-reagenst fényt6l védve, lehetéleg automata biirettaval felszerelt tartalyban
tartjuk.

A kereskedelembdl beszerezhet6 jod-kénessav-reagensek dsszetétele gyakran eltér
a gyogyszerkonyvi oldatétol, annyiban, hogy a piridint kiilonb6zé egyéb bazisokkal
helyettesitik. Az ilyen oldat alkalmassagat felhasznalas elétt meg kell vizsgalni, és
minden egyes esetben igazolni kell a sztéchiometriat, valamint azt, hogy a vizsgalandd
anyag és a reagens kozott nincs dsszeférhetetlenség.

Ha nincs mas elGiras, az ,,A” mddszer szerint végezziik a meghatarozast.

»A” mobdszer. A titrdloedénybe kb. 20 ml R vizmentes metanolt vagy el6irt
oldoszert mérink, és amperometrids végpontjelzést alkalmazva, R jod-kénessav-
reagenssel megtitraljuk. A vizsgdlandd anyag eldirt mennyiségét gyorsan a
titrdldedenybe juttatjuk. Egy perces keverés utan a titralast R jod-kénessav-reagenssel a
végpontig titraljuk.

»,B” modszer. A titrdléedenybe kb. 10 ml R vizmentes metanolt vagy elGirt
oldészert mérink, és amperometrids végpontjelzést alkalmazva, R jod-kénessav-
reagenssel megtitraljuk. A vizsgaland6 anyag megfeleld6 mértékben elporitott, eldirt
mennyiségét gyorsan a titraléedénybe juttatjuk, majd pontosan meért, kb. 1 ml-es
feleslegben 1év6 vagy eldirt térfogati R jod-kénessav-reagenst adunk hozza. A lezért
lombikot 1 percig vagy a cikkelyben el6irt ideig, idokozonként Gsszekeverve, fénytol
védve allni hagyjuk. Az R jod-kénessav-reagens feleslegét R viz R vizmentes metanollal
vagy a cikkelyben eléirt oldoszerrel késziilt, pontosan ismert - kb. 2,5 g/l - toménységi
oldataval addig titraljuk, amig az aramerdsség a kezdeti értékre csokken.

Vizsgélat: Az eldiras szerint beallitjuk az indikatorelektrod potencialjat, majd a
kezdeti és a titralas folyamédn mért aramerdsség-értékeket az adagolt mérdoldat
térfogatanak fliggvényében abrazoljuk. Az elméletileg varhatd végpont elérésehez
szikkséges mérboldat-mennyiségnek kb. 80%-at legalabb harom, egymast kovetd
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részletben adagoljuk az oldathoz. A harom aramerdsseég-érték egy egyenesen
helyezkedik el. A titralast a varhatd végpont utan is folytatva legaldbb harom tovabbi
mérdoldatrészletet adunk az oldathoz. Az igy nyert értékeknek is egy egyenesre kell
esnilik. A titralas végpontjat a két egyenes metszéspontja jelenti.

I11.7 Coulometrias titralas

Coulometria név alatt foglaljuk 6ssze a Faraday Il. torvényere alapitott analitikai
eljardsokat. Faraday Il. torvénye szerint:

_ M
m= n_F : Q
ahol

m = az elektroliziskor levalasztott anyag témege
M = a levélasztott anyag moltémege
n = az elektrodreakcidban résztvevo elektronok szama
F = a Faraday-féle alland6 (96487 C)
Q = az elektrolizalé cellan atfolyt toltés

A coulometrids mérések alkalmazhatosaganak alapvetd kritériuma a 100%-0S
aramhasznositas, mivel az athaladt toltésmennyiségbdl szamitjuk a meghatarozandé
anyag mennyiségét. Altalanossagban elmondhatd, hogy 100%-os aramkihasznalas
akkor érhetd el, ha a meghatarozas soran nem Iépnek fel zavard6 mellékreakciok. Az
aramkihasznalas hatékonysagat lerontd mellékreakciok kozétt megemlitendk azok az
esetek, amikor:

a.) a meghatarozando6 anyag mellett az oldoszer is elektrodreakcidba lép,
b.)az aram athaladasakor az elektrdd anyaga is valtozast szenved,

C.) a kiséréanyagok is reagalnak,

d.)az elektrolizis terméke masodlagos kémiai reakcidba lép.

A coulometrids méréseket két csoportba sorolhatjuk:

1. Kozvetlen vagy direkt coulometriardl beszéliink akkor, ha a meghatarozandd
anyagot kozvetlen elektrodreakcioba visszik, és a kvantitativ atalakitashoz
szlikséges toltésmennyiséget mérjik.

2. Indirekt, vagy reagenstermeld coulometria esetén vagy a meghatarozand6 anyag
oldataban (belso reagens termelés) vagy attol térbelileg elkiilonitve (kiilsé reagens
termeld) alkalmas elektrolitbol a megfeleld polaritast elektrodon elektromos dram
segitségével reagenst allitunk el6, amellyel a meghatarozandé anyagot
elreagaltatjuk, mintegy megtitraljuk. Ezért ezt a mddszert coulometrias titralasnak
is nevezzlk.

A coulometriés titralasok eldénye, hogy olyan reagensek felhasznéldsat is lehetdvé
teszi, amelyek illékonysaguk (pl. elemi kl6r) vagy nagy reakcidkészségik (pl. Ag”,
ClO) miatt mérdoldatként nem, vagy csak nehezen tarolhatok. A titralasok
elvégezhetbk homogén koézegben, folyamatos reagens-adagoléssal, vagy elvalasztott
cellaban generélva a reagenst, és utana adva a mintaoldathoz.

A coulometrias méréseket kétféle mddon valosithatjuk meg: vagy allandé
aramerdsséget, vagy allandd potenciélértéket alkalmazva végezhetjik az elektrolizist.
Az élland6 aramerdsség mellett végzett elektrolizis soran az elektrolizalt komponens
koncentracidjanak csokkenésével a munkaelektrod potencidlja a Nernst-egyenlet
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értelmében allandéan valtozik. Ezert ugy kell megvéalasztani a kiserleti feltételeket,
hogy ne legyen zavard hatasuk.

Az allandd aramer6sség mellett végzett coulometrids titralasok soran,
elektrokémiai uton olyan reagenst termeliink, mellyel a meghatarozandé komponenst
titrdljuk. A titralas végpontjanak jelzésére fliggetlen modszert alkalmazunk.
Hasznalhatunk vizualis indikalést, fotometrias mérest, vagy elektrokémiai eljarast (pl.
amperometriat). Az alland6 aramerdsség mellett miikk6do coulometrias titraloberendezés
vazlatat a 111-8. &bra mutatja be.

111-8. abra: Coulometrias titraloberendezés egyszeriisitett vazlata

O

O
L O
8

TP

17

1: elektrolizalé cella; 2: munkaelektréd; 3: segédelektrod;
4: amperosztét; 5: stopperora; 6 és 7: biamperometrias elektrodpar;
8: végpontjelzé miszer

A ,generator” aramkor elektrodjain ((2) és (3)) athaladé elektromos téltés
athaladasi idejét mérjiik (5) és ebbdl tudjuk a Q-t kiszdmitani. Ha a titralas végpontjat
elektrokémiai végpontjelzéssel hatdrozzuk meg, a reagensgeneralo elektrodparon kivil
egy masodik elektrodpart is az oldatba meritink ((6) és (7)), ami az un. indikator
aramkaor.

Az allando (ellendrzétt) potencidlon végzett mérések sordn az dramerdsség
fokozatosan csokken. Igy a Q-tdltésmennyiség az alabbi képlet alapjan hatarozhatd

meg:.
0
ahol

Q = az elektrolizal6 cellan atfolyt toltésmennyiseg
It = az elektrolizald aram erdssége az elektrolizis idépontjaban

Az ellen6rzott potencidlon végzett coulometrias mérések nagy eldnye, hogy a
végpont meghatarozasahoz nem kell kilon indikatorrendszert alkalmazni, az elektrolizis
elérehaladtaval az aramerdsség fokozatosan csokken, €s igy annak maradékaramra valo
csokkenése jelzi a reakcio veget.
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Vizmeghatarozéas coulometrias titralassal

A Gyobgyszerkdnyv a viztartalom meghatarozasara coulometrias modszert is eldir,
melynek legfontosabb ismérvei a kovetkezok:

A viz coulometrids titralasa azon a reakcion alapul, amely viz, kén-dioxid és jod
kozott vizmentes kozegben, kelld pufferkapacitassal rendelkezé bazis jelenlétében
kvantitative végbemegy.

Bl,+B SO, +B+H,0=2BH"I +B" SO,

ol o
SO; + R-OH— R-0-5-OH + B —= R-0-8-0" BH* = BH*(R-0-SOy
6 6

A jod elektrokémiai Uton, a reakciocelldba bevitt jodid oxidaciojaval a
meghatdrozas soran képzdédik. Az anddon keletkezett jod azonnal reagédl a vizzel és a
kén-dioxiddal. Az anyagban 1évé vizmennyiség egyenesen aranyos a titralas
végpontjaig athaladd elektromos toltés mennyiségével. A végpontot akkor érjik el,
amikor a cellaban 1évé teljes vizmennyiség reakcidoba 1épett, és ezért jodfelesleg
keletkezik. 1 mol jod 1 mol vizzel egyenértéki; 10,71 C elektromos toltés pedig 1 mg
viznek felel meg.

A rendszer eldzetes elektrolizissel vizmentesitjiikk. Az egyes meghatdrozasokat
egymas utan ugyanazon reagensoldattal a kovetkezd feltételek teljesulése esetén
vegezhetjuk:

- areakcioelegyben 1év0 alkotorészek kdzott nincs Osszeférhetetlenség,
- mellékreakciok nem jonne létre,
- az elektrolit-reagens térfogata ¢és vizkapacitasa megfeleld.

A coulometrias titrdlasok kis mennyiségli viz mérésére korlatozoédnak; a
meghatarozashoz javasolt vizmennyiség tartomany: 10 pg-10mg.

A modszer pontossagat elsdsorban az befolyasolja, hogy milyen mértékben tudjuk
megdvni a rendszert a 1égkori nedvességtdl. A rendszer alkalmassagat az alapvonal-
eltolodas kovetésével kell ellen6rizni.

Keszllék: A késziilék reakciocellabol, elektrodokbol és magneses keverdbol all
(111-8. &bra). A reakciocellat egy nagyobb anddtér és egy kisebb katodtér alkotja. A két
teret, az elektréd felépitésétdl fliggden, diafragma valasztja el. Mindkét tér
platinaelektrodot tartalmaz. A folyékony halmazéllapoti vagy a feloldott mintat
fecskend6 segitségével szeptumon at juttatjuk a celldba. Szilard halmazallapotd minta
bevitelét altalaban ajanlatos elkertlni. Ha a mintabevitelnek mégis ezt a mddjat
alkalmazzuk, a mintat jol zarhaté6 bemeneti nyildson at juttatjuk a cellaba. Megfeleld
ovintézkedésekkel kell megakadalyozni a légnedvesség bejutdsat a rendszerbe, pl.
manipulatorban, szaraz inert gdzatmoszféraban dolgozva. Az analitikai eljarast alkalmas
miiszer szabalyozza, amely egyben az eredményeket is kijelzi.

Vizsgélat: A reakciocella elektrodtereit a gyartdé hasznalati utasitasai szerint
megtoltjik a viz mikromeghatarozasara szant elektrolit-reagenssel, és stabil végpontig
titraljuk. A vizsgalando anyag el6irt mennyiségét a celldba juttatjuk. Ha nincs mas
el6iras, 30 masodpercen at keverjik, ezutan ismét stabil végpontig titralunk. A
mérdmiiszeren leolvasott értékekbdl kiszamitjuk a mintaban taldlhatd viz mennyiségét,
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illetve a %-os viztartalmat. Amennyiben a minta tipusa és a mintael6készités indokolja,
ures kiseérletet is végzunk.

A torzitasmentesség ellendrzése. Keét egymast kovetdé meghatarozas kozott
pontosan mért, a minta viztartalmaval nagysagrendileg azonos mennyiségli vizet
juttatunk a keészilékbe, akdr R viz, akdr R viz mikromeghatarozasara szant viz-
referenciaoldat form4jaban. Ezutan elvégezzilk a coulometrias titralast. A visszanyerés
1000 pug H,O hozzéaadésa esetén 97,5-102,5%, 100 ug H,O hozzaadasakor pedig 90,0-
110% legyen.

1.8 A pH potenciometrias meghatarozasa

A pH vizes oldatok hidrogénion-koncentracidjanak  (oxoniumion-
koncentracidjanak) jellemzésére bevezetett mérészam. Mivel vizes oldatokban a
hidrogénion és hidroxidion koncentraciok alacsonyak, S. P. L. Sorensen javaslatara
szamszerl jellemzésiikre a koncentraciok tizes alapu negativ logaritmus értékeiket
hasznaljuk. Ennek megfelelden:

pH = - log [H], illetve
pH = -log [H30].

Hasonldképpen:
pOH = -log [OH]

Tiszta vizben pH = pOH = 7. A pH 7 alatti értékek (pH 0-7) savas, mig a pH 7
feletti értékek (pH 7-14) Iugos kémhatasu oldatok jellemz6i.

A laboratériumi munka soran gyakran el6fordulé feladat vizes oldatok pontos
hidrogénion-koncentracidjanak (pH-janak) meghatarozasa. Vizes oldatok hidrogénion-
koncentracidjanak meghatarozasat az elektrodpotencialok koncentraciéfiiggése (lasd
Nernst-Peters egyenlet) alapjan an. direkt potenciometrias modszerrel is elvégezhetjuk.

A potenciometria az elektrolitoldatba meriilé elektrod feliiletén kialakulod
elektrodpotencial mérésén alapulo elektroanalitikai modszer. A potenciometrianak két
modszere ismeretes: a.) direkt potenciometria, amikor a kérdéses ion potencialjat
mérjuk, és abbdl szamitjuk ki a keresett alkotorész koncentracidjat, valamint b.) a
potenciometrias titralas, amelynél viszont a potencial valtozasat mérjiuk a titralas
vegpontjanak meghatarozasa érdekében.

Az elektrédpotencial mérése elvben minden olyan esetben lehet6vé teszi a
mennyiségi meghatarozast, amikor a mérendd ionra nézve reverzibilisen mikodo
indikatorelektrod rendelkezésre all. Korabban direkt potenciometria segitségével
els6sorban pH-meghatarozast végeztek, ma mar szamos egyéb ionfajta (pl. kloridion,
bromidion, ntriumion, kaliumion, sth.) mérése is lehetséges ezzel a modszerrel.

A pH direkt potenciometrids meghatarozasa az ismeretlen hidrogénion-
koncentracioju oldatbdl készitett hidrogénelektréd potencialjanak mérése Utjan
lehetséges. A hidrogénelektrod elektrodpotencialja (E) és az oldat hidrogénion-
koncentracidja (aktivitisa) kozotti dsszefliggést a Nernst-Peters egyenlet irja le:
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RT [H)?
=g oy
2F Py,

ahol
E = a hidrogénelektrod aktualis elektrodpotencialja
E® = a standard hidrogénelektrod elektrédpotencialja (Amennyiben Pu, =

101,325 kPa, akkor megegyezés szerint barmely homérsékleten E°=0)
R = az egyetemes gazallando

T = a termodinamikai hdmérséklet

Py, =@ hidrogéngaz parcialis nyomasa

A fentiek alapjan (sz = 101,3 kPa parcialis nyomas esetén):

R-T .
E= 3 In[H*]=0,059 -log[H"]

illetve
E =-0,059 -pH

Mivel egyetlen elektrod potencidljat nem lehet megmérni, az ismeretlen
hidrogénion-koncentraciéju oldatbol készitett hidrogénelektrodot egy maésik, dn.
0sszehasonlito (referencia) elektroddal galvanelemme kapcsoljuk 6ssze, és annak EME
értékébdl  kiszamoljuk az ismeretlen hidrogénion-koncentraciot. Osszehasonlitd
elektrodként allandé elektrédpotenciallal  bird, Gn. masodfaju  (fém/csapadek)
elektrodokat, pl. kalomel elektrodot (Hg/Hg,Cly), vagy Ag/AgCl-elektrodot hasznalunk.

Mivel a hidrogenelektréd hasznélata a mindennapi laboratoriumi gyakorlatban
szamtalan nehézséggel jar, ma mar méréelektrodként kizardlag, Gn. hidrogénion-
szelektiv elektrodot (rendszerint (vegelektrodot) hasznalunk. Az Uvegelektrédok
mikodésének alapja, hogy ha iivegbdl vékonyfali membrant készitiink és azt
hidrogénionokat tartalmazo6 oldatba meritjiik; az tivegmembran két fala kozott fellépd
potenciél az oldat hidrogénion-koncentraciojat hatarozza meg. Kovetkezésképpen, ha
egy ismeretlen hidrogénion-koncentracidju oldatba tivegelektrodot meritink és azt egy
referenciaelektréddal (pl. ezlst - ezist-klorid csapadékelektréddal) galvanelemmé
kapcsoljuk Ossze, akkor az igy 6sszeéllitott galvanelem elektromotoros erd értékét az
oldat hidrogénion-koncentracidja hatarozza meg (111-9. abra).
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I11-9. abra: Potenciometrias pH-méréberendezés egyszerisitett vazlata

mérémdiszer

g

kalomel-
elektréd

| uvegelektrod

e mérend6

oldat

e

magneskeverd

A mérémiiszer olyan feszultségmérd, melynek bemend ellenallasa legalabb ezerszer
nagyobb, mint az elektrodoké. A keészulékeken altalaban pH-skala talalhatd, és
érzékenységiik legalabb 0,05 pH-egység, vagy 0,003 V megkiuldnboztetését teszi
lehetove.

A Gyobgyszerkonyv altal eldirt vizsgalatok soran - ha az adott cikkelyben més
eléiras nincs - akkor minden mérést ugyanazon a hémérsékleten (20 °C — 25 °C) kell
végezni. Ha hémérsékleti korrekcio sziikséges, a késziilék kezelési utasitasat kell
kovetni. A késziiléket a mérés elvégzése elott kalibralni kell. A késziilék kalibralasahoz
elséként kalium-hidrogen-ftalat 6sszehasonlitd tompitooldatot, majd egy ettél eltéré pH-
ju tompitooldatot hasznalunk. Egy kozbiils6 pH-értékli, harmadik tompitooldatnak a
miiszer skalajarol leolvasott pH-ja legfeljebb 0,05 pH-egységgel térhet el a tompitooldat
deklaralt pH-értékétol. Az elektrodokat ezutan a vizsgalandé oldatba meritjik, majd a
kalibraldssal azonos kortilmények kozott leolvassuk a pH-t. A pH-t legalabb 3 percig
mérjuk és kdzben folyamatosan kevertetjik az oldatot. (A modern pH-mérék a mérés
idejét a pH-valtozas id6 szerinti valtozasanak nagysaga fiiggvényében automatikusan
szabalyozza.)

Minden vizsgaland6 oldatot és 6sszehasonlitdé tompitdoldatot R-szén-dioxid-mentes
vizzel kell kesziteni. A Gyogyszerkdnyvben szereplé néhany Osszehasonlito
tompitooldat pH értékeét és a pH-értékek hémérséklet-fliggését a 111-5. tablazat mutatja
be.

111-5 tablazat: Osszehasonlito tompitdoldatok (Ph. Hg. V1I1.)

Puffer pH (20°C) | pH (25°C)
0,05 M kalium-teraoxalat-oldat 1,68 1,68
0,05 M kalium-dihidrogén-citrat-oldat 3,79 3,78
0,05 M kalium-hidrogén-ftalat-oldat 4,00 4,01

0,05 M kalium-hidrogén-foszfat + 0,025 M dinatrium-

hidrogén-foszfat-oldat 6,88 6.87
0,087 M kaélium-dihidrogén-foszfat + 0,0303 M 743 741
dinatrium-hidrogen-foszfat-oldat ' '

0,01 M dinatrium-tetraboréat-oldat 9,23 9,18
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“ sz

Feladat. Ismeretlen hidrogénion-koncentracioju oldat pH-janak potenciometrias
meghatarozasa

A méreseket, un. kombindlt Gvegelektrod alkalmazésaval vegezzik. A kombinalt
Uvegelektrod (111-10. abra) két, koncentrikusan egymasba helyezett és “alul” a
mérendd folyadékba érd részénél 6sszedmlesztett iivegesd. A belsd csore forrasztjak a
pH-érzékeny — gomb alakl — membrant. Ez a mérdelektrod. A kiilsé csé falaba
forrasztjak a keramia szlir6t és ebbe nyulik a ti alakt eziist/eziist-klorid 6sszehasonlito
(referencia) elektrdd is.

111-10. &bra: Kombinalt tvegelektrod

Agiagc || _-0.1MHCl

-

elektrod
Ei/§<4447pH-azékeny

uveg

Kalibraléds. A készuléket az ON/OFF gomb megnyomésaval bekapcsoljuk. Kivesszik
az elektrodat a kalium-klorid-oldatbdl és desztillalt vizzel alaposan ledblitjik, majd
papirvatta segitségével szarazra toroljik. A CAL gomb segitségével kivalasztjuk a
kalibralo oldatnak megfelelé pH-t. (pH = 4,00; 7,00 és 9,21 értéki hitelesitett kalibrald
oldataink vannak, ezek kozil legalabb két pH-értekre kalibraljuk a készuléket: 7,00 pH
értéekre minden esetben, ezen kivil 4,01-es pH értékre, ha savas pH-ju oldatot kivanunk
késziteni, ill. 9,01-es pH értékre, ha lugos pH-ju oldatot készitlink.) A széraz elektrodat
a kalibralé oldatba helyezziik, majd a CAL gomb ujabb megnyomasaval elinditjuk a
kalibraciét, és megvarjuk, mig a kalibralast a készilék elvégzi. Ezt egy csipog6 hang
jelzi. Az elektrodat kivessziik a kalibralo oldatbdl és desztillalt vizzel alaposan
ledblitjik, majd papirvatta segitsegével szarazra toroljik. A CAL gomb segitségével
kivalasztjuk a kovetkezé kalibraldo oldatnak megfelelé pH-t. A szaraz elektrodat a
kalibral6 oldatba helyezziik, majd a CAL gomb megnyomasaval elinditjuk a kalibraciot
és megvarjuk, mig a kalibralast a készllék elvégzi. Az elektrodat desztillalt vizzel
alaposan ledblitjuk, papirvattaval szarazra toroljik, mérésig az elektrodat desztillalt
vizbe helyezzik.

pH-mérés. Az elektrodat desztillalt vizzel ledblitjik, papirvattaval szarazra toroljik, és a
mérendé oldat varhatd pH-ertékéhez hasonlo pH-ja 6sszehasonlitdé tompitooldatba (111-
5 tablazat) oldatba helyezziik. A READ gombbal visszatériink a kalibraldsbol a pH-
méréshez. A pH érték végleges, ha a tizedespont villogasa megsziinik. A beallitas és a
miszer mikddése akkor a legmegfelelobb, ha a miiszer ennek az Osszehasonlitd
tompitooldatnak a mérés hémérsékletére vonatkozo elméleti pH-értékével azonosat
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mutat. Ha a mert és a jelzett érték kozotti kilonbség nagyobb 0,1 pH egységnél, ugy a
miiszer hasznalati utasitasaban leirtak szerint a mutatott pH-értéket az dsszehasonlitd
tompitooldat pH-értékére allitjuk.

A miszernek az elébbiekben leirt beallitasat legalabb egyszer megismétel;jiik.
Amennyiben a megismételt mérés sordn a miszer az Osszehasonlitd tompitooldat
elméleti pH-értékeével 0,1 pH-egységen belil megegyezé pH-értéket mutat, Ggy a
fentiek szerint elvégezziik a meghatarozandé oldat pH-janak mérését.

Meérés utdn az elektrodat desztillalt vizzel alaposan ledblitjiik, és a kovetkezd
mérésig 3 M KCI oldatban taroljuk. A késziléket az ON/OFF gomb megnyomasaval
kikapcsoljuk.

Feladat. Natrii hydroxidum (Ph. Hg. VIII.) azonossagi vizsgalatanak és tartalmi
meghatarozasanak elvégzése

A natrium-hidroxid készitmény — leveg6n allva a levegd szén-dioxid tartalmaval
natrium-karbonétot képez. Ezért a kozonseéges korulmények kozott tarolt natrium-
hidroxid mindig tartalmaz natrium-karbotat szennyezést.

2 NaOH + CO, = Na,CO3

A Gyogyszerkonyv azonossagi vizsgalatként a vizsgalando készitménybdl késziilt
oldat potenciometrids pH-meghatarozasat (A) valamint natriumion tartalmanak
azonositasat (B) irja el6.

A potenciometrias pH-meghatérozas céljabol 0,1 g vizsgdland6é anyagot 10 ml R
vizben oldunk, majd az oldat 1 ml-ét R vizzel 100 ml-re higitjuk. Az oldat pH-ja
legalabb 11,0 kell, hogy legyen.

A Gyo6gyszerkonyv szerint elkészitett oldat natrium-hidroxidra nézve 2,5 - 10° M
natrium-karbonat tartalma csokkenti az oldat lGgossagat. gy a pH-mérés hatarértéke
(pH 11,0) a natrium-karbonat szennyezes mennyiségét maximalja.

Tartalmi meghatarozas

A vizsgalando anyag 2,000 g-jat kb. 80 ml R szén-dioxid-mentes vizben oldjuk. Az
oldatot, 0,3 ml R fenolftalein-oldatot alkalmazva indikatorként, 1 M sosav-méréoldattal
titraljuk. A megtitralt oldathoz 0,3 ml R metilnarancs-oldatot adva 1 M sésav-
mérdoldartal folytatjuk a titralast.

A titrdlds masodik részében fogyott 1 M sOsav-méréoldat 1 ml-ével 0,1060 g
Na,COs3 egyenértekii.

A teljes titralasban fogyott 1 M sosav-méréoldat 1 ml-ével 40,00 mg NaOH-ban
kifejezett 6sszes IUg egyenérteke.

A Gyogyszerkdnyv elbirasa szerint a natrium-hidroxid NaOH-ban kifejezett dsszes
lugtartalma 97,0-100,5 %.

Egyenletek irasaval értelmezze a titralas kémiai alapjait!
Szamitasokkal igazolja a Gyogyszerkonyv Na,COjz valamint NaOH tartalomra
megadott szamszeri értékeit!
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1.9 Potenciometrias titralas

A potenciometrias titralas olyan térfogatos analitikai mddszer, amelyben a titralasi
reakcioban résztvevd ion(ok)nak vagy az adott rendszerben elektromosan semleges
részecskéknek az adagolt mérdoldat hatdsara bekovetkezd aktivitdsvatozasat az
ion(ok)ra reverzibilis elektrdd potencialjanak a valtozdsa révén Kkovetjuk. A
potenciometrias titralasok soran a potencial mérése ugyanugy torténik, mint a direkt
potenciometria esetén. A vizsgaland6 oldatba belehelyezzilk az indikator- valamint a
referencia elektrodot, és erds kevertetés mellett titralunk, mikdzben az egyes
reagensrészletek hozzaadasat kovetéen megmérjik a potencial értékét (111-11. &bra).
Egyensulyi cellafeszultségnek fogadjuk el a mérhetd fesziiltséget, ha az id6ben nem
valtozik, illetve az egyiranyl valtozas sebessége 2 percenként legfeljebb 3 mV (azaz
0,005 pH vagy egyéb ion eseten pX egyseg).

I11-11. abra: Potenciometrias titraloberendezés egyszerisitett vazlata

—— m{szer

]IIII'IIII]IIII[IIII|II|

- referencia elektrod

I R S ———

indikatorelektrod

< S>=<———— magneskeverd

mérdécella

A potenciometrias titraldsokhoz olyan indikatorelektrodot hasznélunk, amely az
elektrédfolyamatban résztvevd anyag(ok) aktivitdsaval aranyos potencidljelet ad. A
osszehasonlito elektrdd a mintaoldat aktivitasatol fuggetlen, &llandé potenciéljelet ad. A
potenciometrias mérdcella a vizsgalando oldatot, az indikator- és 0Osszehasonlitd
elektrodot tartalmazza. A cellafesziiltség (elektromotoros erd) meghatarozasara a
bevezetdben jellemzett fesziiltségmérdket hasznalunk.

A potenciometrids titralasi gorbék megszerkesztését a hagyomanyos titralasi
gorbékhez hasonldan végezziik: a potencial-méréoldat térfogat ertékparok abrazolasaval
nyerjik a titrdlasi gorbét. A mérémiszer eldzetes kalibralasat kovetden a mért
potencialértékekhez ionkoncentracidk (vagy azok tizes alapu negativ logaritmus értékei)
rendelhetok.
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A Gyobgyszerkonyvben szerepld potenciometrids titrdlasok végpontjelzeésére
hasznalatos elektrodok a kovetkezok:

Neutralizaciés meérések végpontjelzésére barmilyen hidrogénion-funkcidval
rendelkez6 elektrod alkalmas. A mérések soran leggyakrabban kombinalt
Uvegelektrodot hasznalunk.

Csapadekos titralasok végpontjelzése a csapadékot keépez6 valamelyik ionra
szelektiv indikatorelektrod hasznalataval torténik. Peldaul, a halogénionok ezist-nitrat-
mérooldattal torténé meghatarozasanal ezlstion-szelektiv elektrodot (ezustelektrodot),
higanycsapadékok képzédésekor higanyelektrédot stb. hasznalhatunk.

Komplex képzédési reakciok soran indikatorelektrodként a meghatarozando
fémionra nézve megfordithatd (reverzibilis) elektrodot — pl. elséfaju elektrodot, fémion-
szelektiv membréanelektrédot, illetve redoxelektrodot hasznalhatunk.

A redoxititralasok jellegzetes tulajdonsaga, hogy a molszamvaltozas nélkdl
lejatsz6dd redoxreakciok lejatszodasa esetén a titraldsi gorbe alakja fliggetlen a
meghatarozando anyag koncentracidjatol, mert a potencialt az [Ox]/[Red] koncentracio-
arny (aktivitas-arany) és nem az ionok abszollt koncentracidja hatarozza meg.
Molszamvaltozassal jard reakciok esetén (példaul 1, + 2 " = 2 I') az oxidalt [Ox] és
redukalt [Red] formdk koncentracidéi a megfeleld hatvanyokon szerepelnek, ezért a
potencial az anyagok abszolut koncentracidjatol fiigg.

Az elektrdédok altal mért ionkoncentraciok és az elektrédok potencialja kdzotti
Osszefliggeseket a 111-6. tablazat foglalja dssze.

111-6 tablazat: Az elektrédok altal mért ionkoncentraciok és az elektrédok potencialja
kozotti dsszefliggések

Mébdszer Meért paraméter Osszefliggés
Acidi-alkalimetria pH E = E%-0,059 -pH
_ 0 .
Argentometria pAg V. pX E=E SL 0,059 -pAg
E=E"-0,059 pX
Kelatometria pM E=E+ 0959 Ig[M™]
n
Redoximetria E E=E%+ 0.059 [ox]
Xi i = g —
nIred]

A titralasok végpontjainak meghatarozasa a szigmoid alaki titralasi gorbék
inflexios pontjanak meghatarozésa alapjan torténik. Kedvez6 esetben, ha a titralasi
gorbe szimmetrikus — az inflexios pont egybeesik az egyenértékponttal.

A titralasi gorbe (potencial-mér6oldat térfogat dsszefliggés/fliggvény) ismeretében
az inflexiés pont helyét a fliggvényanalizis mddszerével meghatarozhatjuk. Ehhez a
fiiggvény els6é és masodik differencidlhdnyados meghatarozasa sziikséges. A gorbe
inflexidés pontjaiban ugyanis az elsd differencidlhanyadosnak szélséértéke van, mig a
maésodik differencidlhdnyados értéke zérus (111-12. 4bra).
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I111-12. &bra: Titralasi gorbék és differencial gorbék

A A A
E dE dE?
dt d2t
D _D o T%
. I% . T%

@ (b) ©

A titralas végpontjanak az elsd, illetve a masodik differencidlhanyados maximum-,
illetve zérushelyének meghatarozasan alapulé mddszer csak akkor ad helyes eredményt,
ha a titraldsi gorbe szimmetrikus (amikor a meghatarozandé anyag és a mérdoldat
megegyez0 egyiitthatokkal szerepel a mérés alapjaul szolgdlo egyenletben), tovabba ha
a potencialt meghatarozo folyamat reverzibilis.

A titralasi gorbe megszerkesztéséhez és a végpont meghatarozasahoz a kozelito,
un. differenciahanyados-madszert is alkalmazhatjuk. Ekkor a végpont kdrnyezetében a
0,1 ml-es méréoldat-részletek adagolasara bekdvetkezd cellafesziiltség-valtozasokat,
vagyis a mért cellafesziltség-értékek kiilonbségeit abrazoljuk a mérdoldat
mennyiségének fliggvényében. Az igy kapott gérbe maximuma az inflexios pont.

A vizes oldatokban lejatszodo reakciok analitikai alkalmazasai mellett a
Gyogyszerkonyv el6irasai kozott egyre nagyobb szerepet kapnak a nemvizes kdzegben
vegrehajtott mennyiségi merések.

A nemvizes kdzegben végrehajthatd meghatarozasok tobbsege sav-bazis reakcion
alapul. A mérések egy része a vizes oldatokban hasznalt indikatorokkal is végrehajthato,
de sokkal altalanosabban alkalmazhatok a miiszeres modszerek, féleg a potenciometria.

Nemvizes kozegben lenyegében ugyanazokat az indikatorelektrodokat hasznaljuk,
mint vizes oldatokban, azzal a kiilonbséggel, hogy az elektrod -elokészitése
(kondicionalasa) az adott nemvizes oldoszerben valo aztatdssal torténik.
Redoxirendszerekhez ez esetben is platinaelektrédot hasznélunk.

Feladat: Natrii dihidrogenophosphas dihydricus (Ph. Hg. VII11.) tartalmi meghatarozasa
fenolftalein indikator és potenciometrias végpontjelzés alkalmazasaval

Az alkalifém primér foszfatok vizes oldatban alkalimetridsan megtitralhatok. A
meghatarozas alapja a dihidrogén-foszfat-ion hidroxidionnal lejatsz6dé reakcioja:

H,PO, + OH = HPO,* + H,0

Az egyenértékpont pH értéke a foszforsav pK, (6,92) és pKsz (11,74) értéke
felhasznalasaval a
_ PR+ PK,

0sszefligges alapjan kiszamithato (pH = 9,33).

Azonositd szam: 49
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

A VII. Magyar Gyodgyszerkonyv szerint a titralas fenolftalein indikéator
alkalmazaséaval végzendo:

Pontosan mért 1,50 g vizsgalandé anyagot frissen kiforralt és lehiitott vizzel
100,00 ml-re oldunk. Az oldat 10,00 ml-ében 2,0 g natrium-kloridot oldunk. Az oldatot
5 csepp I-fenolftalein-oldat hozzdadasa utan 0,1 n natrium-hidroxid-mérdoldattal
titraljuk.

1,00 0,1 n nétrium-hidroxid-mérdoldartal 15,601 mg NaH,PO, - 2 H,0
egyenértékil.

A fenolftalein csak akkor jelzi megfeleléen az egyenértékpontot, ha a NaH,PO,
hidrolizisét — ami kb. 9,3-as pH-t eredményezne — natrium-klorid hozzaadaséval
visszaszoritjuk.

A Kkészitmény tartalmi meghatarozasara a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
potenciometrias végpontjelzést ir el6:

A vizsgalandé anyag 2,500 g-j&t 40 ml R vizben oldjuk. Az oldatot
potenciometrias végpontjelzést alkalmazva karbonatmentes 1 M natrium-hidroxid-
mérdoldartal titraljuk.

1 ml 1 M natrium-hidroxid-mérdoldattal 0,120 g NaH,PO, egyenértékdi.

Végezzilk el a kiadott készitmény tartalmi meghatarozasat mindkét maédszerrel!
Hasonlitsuk dssze és értelmezziik az eredményeket!

[11.10 Az oldat kémhatasa, kozelité pH-értéke és néhany indikator
szine kdzotti 6sszefligges.

A Gyogyszerkonyv altal el6irt vizsgalatok soran gyakori kovetelmény a
vizsgalandd anyag meghatarozott toménységii vizes oldata hidrogénion-
kozelitoé pH-értékét &ltalaban az egyes vizsgalatokban megkivant savassag vagy
lagossag mértékének megfeleléen megvalasztott sav-bazis indikator szine alapjan
hatarozzuk meg.

A kiiléonboz6 pH-tartomanyokat definialo gyogyszerkdnyvi nevezéktant, valamint
a kiilonb6zo tartomanyok (pl. gyengén lugos, erdsen lugos, stb.) ellendrzésére
hasznalandé indikatorokat, és az indikatoroknak a vizsgalat megfeleldsége esetén
lathatd szinét a I11-7. tablazat foglalja Ossze.

Ha az alabbi tablazatban nincs mas el6éiras 10 ml vizsgaland6 oldatot 0,1 ml
indikatoroldattal elegyitunk.
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111-7 tablazat:

Kémbhatés pH Indikétor Szin
R piros lakmuszpapir kék
ldgos >8 R timolkék-oldat sziirke vagy
(0,05 ml) ibolyaskék
R fenolftalein-oldat szintelen vagy
(0,05 ml)
gyengén lugos 8,0-10,0 )
R timolkék-oldat rozsaszinii
(0,05 ml) szlirke
R fenolftaleines papir piros
ersen ligos >10 R timolkék-oldat ibolyaskék
(0,05 ml)
R metilvords-oldat sérga
semleges 6,0-8,0 R fenolvoros-oldat sarga vagy
(0,05 ml) r6zsaszinli
metilvordsre semleges 4,5-6,0 R metilvords-oldat narancsvoros
R fenolftalein-oldat szintelen:
fenolftaleinre <8 (0,05 ml) 0,05 ml 0,1 M lug
semleges hozzdadasa utan
rozsaszinil vagy piros
R metilvérgs-oldat narancsvorgs
vagy piros
savas <6 o ’ ]
R1 bromtimolkék- sarga
oldat
R metilvords-oldat narancsvoros
gyengen savas 4,0-6,0 R-brémkrezolzold- 261d vagy kék
oldat
erdsen savas <4 R kongbvords-papir z0ld vagy kék
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I11.11 TOérésmutato

Ha a fénysugar két optikailag kiillonboz6é kozeg hatarfeliileté¢hez ér, melyben a
terjedési sebessége kiilonbozo (cy # ¢2), akkor altaldban a visszaverddésen kiviil torés is
fellép, azaz a méasodik kdzegbe bejutd hullam terjedesi irdny megvaltozik, megtorik
(111-13. &bra). A térésmutato (n) az anyagok fenytorésének a mertéke.

111-13. dbra: A beesési szdg és a torési szog 0sszefliggése

beesési meréleges

¢1
1-kbzeg
) . n, ¢
kdzeghatar 0\ N, C,
2-kdzeg

%)

A Snellius-Descartes torvény kimondja, hogy a fény egy homogén kdzegbdl egy
masik homogén kozegbe atjutva ugy torik meg, hogy a beesd illetve a visszavert
fénysugarak beesési merdlegessel bezart szogeinek szinuszai ugy ardnylanak
egymashoz, mint a toréfeliilet két oldalan 1évé kdzegek térésmutatoi:

Ny sin g, =nysing,
ahol:
n: a 2-es kozeg abszolut térésmutatdja,
ni: az 1-es kozeg abszolut torésmutatdja.

A fénytorés oka az, hogy a két kézegben eltérd a fény terjedési sebessége. A
fénynek vakuumban legnagyobb a terjedési sebessége (co = 3 10° m/s). Ha a fény
légiires térbol egy mdsik kozegbe lép at, akkor a sebessége (c) csokken, iranya
megvaltozik. A fény a torési sz6ge (¢,) - a beesési merdlegeshez mért sz6g - kisebb,
mint a beesési szoge (¢1), azaz a fény a beesési merdlegeshez torik. Az igy
meghatarozhatd téresmutatd a kdzeg abszolut — légures térrel szembeni - térésmutatoja
(n), a kovetkezd képlettel adhatd meg:

sing,
~sing,

Mérésekkel es elméleti uton is igazolhatd, hogy a torésmutatd ugyanakkora, mint
a két kozegben mérhetd terjedési sebességek hanyadosa. Ha a fény vakuumbeli
sebességét co, az adott anyagban mérheté fénysebességet c jeldli, akkor egy anyag
abszolut térésmutatdja az elébbiek alapjan:
Co

n=—
c
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Ha a fény nem vakuumbol Iép at a masik kézegbe, hanem egyéb kozegbdl (1)
valamilyen més kozegbe (2), akkor a torésmutatd az an. relativ torésmutatd, amely a
kovetkezo képletekkel adhato meg:

Két kdzegre vonatkozo relativ torésmutatonak n, ; nevezziik azt a viszonyszamot,
amely megadja az 1 koézegbdl 2 kozegbe haladd fénysugar beesési szogéhez illetve
torési szOgéhez tartoz6 szinuszok héanyadosat (Snellius-Descartes torvény). A
fénysugarak megfordithatosaganak elve alapjan a sugar 2 kozegbdl 1 kdzegbe torténd
haladésa esetén a beesési sz0g ¢, a visszaverddési szog pedig ¢; lesz. Mivel

sing,
N21=
sing,
igy _
Sing
— 2
Nio = =
sing,

A fénysugarak megfordithatosaganak elve alapjan igazolhatd, hogy

1

Np1=—
1K)

ahol:
Ny1 = a 2-es kdzegnek az 1-es kozegre vonatkozé térésmutatoja,
N1 = az 1-es kdzegnek a 2-es kdzegre vonatkoz térésmutatoja

Mindezeket felhasznélva igazolhatd, hogy ha a fény az n; abszollt térésmutatéju
anyagbol jut at az n, abszolUt toérésmutatoju anyagba, akkor az np; térésmutatd
megegyezik az abszolut térésmutatdék hanyadosaval:

ahol:
n, = a 2-es kdzeg abszolut térésmutatdja,
n; = az 1-es kdzeg abszolut téréesmutatdja.

Két kiilonb6zé kozeg koziil az optikailag ritkdbb az, amelyben a feny terjedeési
sebessége nagyobb, viszont az abszolut torésmutatdja kisebb. Ha a fény egy ritkabb
kozegbdl optikailag siiriibb kozegbe jut, akkor a sebessége csokken (c2 < cl) és a
fénysugar a ,,beesési merdleges felé” torik, azaz ¢, < ¢. Igy értelemszeriien ha a fény
optikailag stirtibb kozegbdl ritkabba 1ép at, akkor a sebessége nd (c2 > cl) és a ,,beesési
merdlegestdl torik”, azaz ¢, > ¢;. A torésmutatd fliigg a mért kdzeg hdmérsékletétol,
nyomastol, az anyagi mindségtdl illetve az alkalmazott fény hullamhosszatol is. A
torésmutato hullamhossztdl valo fuggését diszperzionak nevezziik. A legtdbb esetben a
mért torésmutatét a natrium emisszids spektrum D; vonaldnak hulldmhosszéra
vonatkoztatjak, amely 589,3 nm. A torésmutato jelolesenél ezt is fel kell tuntetni, igy
ekkor np-vel jeldlik a vizsgalt anyagnak ezt a tulajdonségét.

A torésmutatd meghatarozasa az un. torési hatarszog mérésen alapszik. A meérés
alapja, az a — fenti torvényszeriiségek felismeréséhez vezet6 - megfigyelés, hogy ha a
fénysugar az optikailag siriibb kbzeghdl az optikailag ritkabb kozegbe Ilép at, akkor a
“beesési merdlegestdl” torik, azaz a torési szog nagyobb lesz, mint a beesési szog (111-
14. 4bra).
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I11-14. dbra: A torési hatarszg

beesési merbleges

\ 1'kézeg

Phatar \

D ?1
“ ny
——N; >N,

2'kszeg

Ebben az esetben, ha a beesési szoget (1) addig noveljik, amig a tort fénysugar
irAnya a beesési merdlegesre merdleges (¢ = 90°), akkor a fény nem Iép be a masodik
kdzegbe, hanem annak felllete mentén halad tovabb. Azt a beesési szoget (¢1),
amelyhez tartoz6 torésszog (¢,) 90° torési hatarszognek (¢n) nevezzilk. A hatarszog
értéke a két kozeg torésmutatdjabdl kiszamithato:

sin gh =Ny
ahol
¢n = a torési hatarszog, valamint
ny1 = a (2) kdzeg (1) kdzegre vonatkoztatott torésmutatoja

Ha a torési hatarszognél (jny nagyobb beesési szoggel erkezik a fénysugar, akkor
torés helyett teljes visszaverddés (totalis reflexid) jon létre, azaz a beesé hullam a
beesési szoggel megegyezd visszaverddési szoggel az (1) kozegbe tér vissza, nem jut at
a ket kdzeg hataran. A torési hatarszoget a szakirodalom a teljes visszaverddés (total
reflexid) hatarszogének is nevezi. A mérés soran az a szog keresendd, ahol még éppen
nem torténik meg a visszaverddés.

A torésmutatd meghatarozasara a refraktométerek szolgalnak. A refraktométerek
a torésmutatdé meghatarozasara szolgalo berendezések, melyek a teljes visszaverddés
hatarszogének meghatérozadsan alapulnak. A toérésmutatd-meghatarozas egyik fontos
eszkoze az Abbe-féle refraktométer (111-15. abra). Lényeges alkotorészei az un. Abbé-
féle kettds prizma, egy végtelenre allitott T tavcsd és az un. kompenzator.
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111-15. dbra: Abbé-féle refraktométer

@ 6,
- F

10

1: miiszerallvany; 2: forgathato tiikor; 3: mér6- és segedprizma-par;

4: prizmatokok; 5: prizmatokokat 6sszek6té gumicsd; 6: hdmérdtarto tok;
7: a temperal6 folyadék ki €és bevezetésére szolgald csdvégek; 8: tarcsa;
9: miszertest; 10: skalamegvilagito tiikkor; 11: leolvaso taveso (skala)
szemlencsével; 12: beallitod taveso (szalkereszt) szemlencsével;

13: kompenzator; 14: kompenzator allité csavarja (noniusz)

A mérendd folyadék egy cseppjét a refraktométer két nagy torésmutatdju prizmaja
(np=1,750) kozé kell helyezni, melyek koziil a fels6 a mérésre, az alsé a minta
megtartasara és megvilagitasara szolgal. Az als6 prizmara a forgathat6 tiikorrdl (2)
monokromatikus fénynyaldb esik, amely a prizméaban megtoérve a két prizma kdzotti
folyadékrétegbe hatol. Az alsé prizma feliilete matt, és ha a vizsgalandé folyadék
torésmutatdja kisebb, mint a prizméké (ez a mérés feltétele) a felsé prizmabdl a
tavesdbe mar csak a teljes visszaverddés szogével, vagy annal kisebb szoggel érkezo
fénysugarak jutnak. Az érzékeld tavesdben a totalis reflexionak a sotét és vilagos latotér
éles hatarvonala felel meg. A hatarvonalat a tavcsé fonalkeresztjére allitva a torésmutatod
kdzvetlenil leolvashatd.

Homogén fény helyett (0sszetett) fehér fényt alkalmazva, a térésmutaté hullam-
hossztol val6 fliggése miatt a latotér az éles hatarvonal helyett vékony spektrumsavbol
all. A szinszorast a keszilékbe épitett un. kompenzatorral lehet megszintetni. A
kompenzator két un. Amici-prizmébdl all, amely a natrium D-vonalat nem tériti el, a két
prizma eredd szinszorasat viszont a prizmak relativ helyzetének megvaltoztatasaval
szabalyozni lehet. Méreskor a kesziléket agy kell beallitani, hogy az Amici-prizmak
szinszérasa a mérd prizmakbol és a koztiik 1évé folyadékbol allé rendszer
szinszbraséval ellentétesen egyenlé legyen, és a hatarvonalat élesen lassuk. Ilyen
beéllitasnal a térésmutatdt a natrium D-vonalanak megfelelé hullamhossznal meértik,
tehat np-vel kell jel6lni. A kompenzator allasabol pedig a diszperzié hatarozhaté meg.

Mivel a térésmutatd fiigg a hdmérséklettdl, pontos mérésnél a prizmat allando
hémérsékleten kell tartani. Hasznalat utdn a prizmat gondosan meg kell tisztitani
(alkoholos vagy benzines vattaval megtorolni majd megszaritani).
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Feladat: Glycerolum (Ph. Hg. VIII.) térésmutatdjanak meghatarozasa Abbé-féle
refraktométerrel

A toérésmutatd meghatarozasara a teljes visszaverddés hatarszogét méré Abbé-féle
refraktométert hasznaljuk.

A késziilék megvilagitasara — a szinszorast kompenzald, beépitett prizmarendszer
révén — természetes fehér fényt is hasznalhatunk. A miiszer skalajat, amelyen a
torésmutato értékeket le lehet olvasni, a mérés elvégzése elétt a miiszerhasznalati leiras
szerint hitelesiteni kell. A prizmafelllet tisztasdgdt R viz térésmutatojanak
meghatarozasaval (n? = 1,3330) ellenérizziik.

Az Abbe-féle refraktométer tartd- és fed6prizmajat alkalmas oldoszerrel alaposan
tisztitsuk meg! Allitsuk vizszintesre a matt prizmat, néhany csepp folyadékot pipetta
segitségével vigylnk ra, majd ovatosan — a folyadék kifolyatasa nélkil - zarjuk vissza.
Annyi vizsgalando folyadékot vigyiink a tartoba, hogy az a prizmét éppen elfedje!

A torésmutatd leolvasasahoz a kompenzatort Ugy kell beallitani, hogy a latotér
sOtét es vilagos része szegeély nélkul, éles hatarvonalon talalkozzék, és a hatarvonal a
prizma megfeleld elforgatasaval a fonalkeresztre essék. A miiszer noniusszal ellatott
skalajan az el6irt hémérsékleten (20 °C) mért és a natrium D vonalara (A = 589,3 nm)
vonatkoztatott trésmutato-értéket (n2C) kdzvetleniil olvashatjuk le.

Hatarozza meg a kiadott oldatsorozat térésmutatojat 6tszori leolvasas atlagabol! A
Gyogyszerkonyv elGirasa szerint a vizsgalt minta térésmutatoja 1,470-1,475 kdzé kell
essen.

[11.12 Optikai forgatoképesség

Az optikai forgatoképesség (optikai rotacid) a kirdlis anyagoknak az a
tulajdonsaga, hogy a sikban polarizalt fény rezgési sikjat elforgatjak.

A fény transzverzalis elektromagneses sugarzas, melynek elektromos és magneses
térer6sség vektora minden pontban és minden pillanatban egymasra es a fény terjedési
iranyara mer6legesen rezeg (111-16. abra).

111-16. abra: A fény, mint elektromagneses hullam

elektromos mez6

A

y

mégneses mezo
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Altalanos esetben, ha a tér egy adott pontjaban az id6 fiiggvényeként figyeljiik az
elektromos (ill. magneses) térerdsség vektorokat, akkor a vektorok hossza periodikus
valtozast mutat, azonban iranyuk rendszertelenil valtozhat.

Abban a specialis esetben, ha a térerésség vektorok irdnya is valamilyen
szabalyos viselkedést mutat, polarizalt fényrél beszelink. A fény lehet sikban
polarizalt, akkor a térerésség vektorok mindig ugyanabba a sikba mutatnak. A fény
cirkularisan polarizalt, ha a térer6sség vektorok egy kor keriilete mentén forgdmozgast
végeznek. A fény elliptikusan polarizalt, ha a vektorok végpontjai egy ellipszist irnak
le.

A linearisan (vagy sikban) polarizalt fény térer6sség vektorai (elektromos és
magneses) mindig ugyanabban a sikban vannak. A linearisan polarizalt fény terjedési
iranya ¢és az elektromos vektornak erre merdleges iranya altal meghatarozott sikot
nevezzilk a polarizacid sikjanak (111-17. abra).

I11-17. &bra: Sikban polarizalt fény

A vékonyodd vonal iranya, a fény terjedési iranya. o: a polarizacié sikja.

Amikor a linearisan polarizalt fény anyaggal Iép kdélcsonhatasba, ugy viselkedik,
mint két azonos intenzitadst, de ellentétes iranyba, balra, ill. jobbra cirkularisan
polarizalt fénysugar eredéje (111-18. abra).

111-18. &bra: Cirkularisan polarizalt fény

t

s

iy 90°
o

Az optikailag aktiv anyag torésmutatdja kulonbozik a kétféle cirkularisan polarizalt
fénysugérra, ezért azon keresztllhaladva a két, kezdetben azonos fazisu hullam fazisa —
az eltér6é sebességiik miatt - kiloénbdzni fog. Ez a mintan (kézegen) athaladt, a keét
cirkularisan polarizalt fénysugar ereddként eldalld, sikban polarizalt fény terjedési
sikjdnak megvaltozasahoz (az eredeti sikhoz képest vett a szogl elforduldshoz) vezet
(I11-19. abra). Ez a valtozds - az optikai forgatoképesség - fligg a fény
hullamhosszatol. A hullamhossz fliggvényében mérve az elfordulas szogét kapjuk meg
az ORD (optikai rotécios diszperzid) spektrumot.
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111-19. &bra: Optikai forgatoképesség

M #hg: g =8g

Tehat kiralis vegyuletek akiralis olddszerrel készilt oldatan (vagy folyékony kiralis
vegyuleteken) linearisan (sikban) polarizalt fényt bocsatva at, a kilép6 fény polarizacios
sikja a belép6éhez képest clfordul - ez az optikai forgatds (rotacid) - megpedig
enantiomerek esetében gy, hogy az egyik enantiomer vegyulet esetében az Gramutato
jarasaval megegyez6 (+), a masik enantiomer esetében az dramutato jarasaval ellentétes
(-) iranyba fordul el a polarizacio sikja.

Azonos kortlmények kozott (azonos oldoszer, azonos koncentrdcidju oldatok,
azonos rétegvastagsdg, azonos hullamhosszi fény, azonos hoémérséklet) az egyik
enantiomer ugyanolyan mertékben forgat 6ramutato jarasaval megegyez6, mint a masik
Oramutaté jarasaval ellentétes irdnyba. A fentiek értelmében az optikai forgatads mertéke
fligg az anyagi mindségtol, a rétegvastagsagtol (kiivetta (thossza) és az optikailag aktiv
anyag oldatanak koncentraciéjatol, valamint a fény hullamhosszatol.

Az oramutatd jarasaval megegyezO iranyu forgatoképességet (“jobbra-forgatd”)
pozitivnak, mig az éramutatd jardsaval ellentétes iranyu forgatoképességet (“balra-
forgatd) negativnak tekintjik, es (+), illetve (-) jellel jeloljuk.

A fajlagos optikai forgatoképesség ([am]}) az a radianban (rad) kifejezett
elforgatési szog, amelyet t hdmérsékleten, A hullamhosszon mériink, és a folyadék vagy
az 1 kg/m® koncentraciéban optikailag aktiv anyagot tartalmazé oldat 1 m-es
rétegvastagsagara  vonatkoztatunk. Gyakorlati okokbdl a fajlagos optikai
forgatoképességet ([am])-t altaldban milliradian négyzetméter per kilogrammban
(mrad-m*kg™?) fejezziik ki.

A Gydgyszerkonyv a kovetkez6é hagyomanyos definicidkat hasznélja.

Homogén folyadékok optikai forgatoképessége a polarizacios sik fokokban (°)
kifejezett elforgatasi szoge (o) a natriumszinkép D-vonaldnak hulldmhosszan (A = 589,3
nm) 1 dm rétegvastagsagban és 20 “C-on mérve. Oldatok vizsgalatakor az oldatkészités
modjat az egyes cikkelyek irjak eld.

Folyadékok fajlagos optikai forgatoképessége ([o] &) a polarizacios sik fokokban
(") kifejezett elforgatasi szoge (o), amelyet a natriumszinkép D-vonaldnak
hulldmhosszan (A = 589,3 nm) 20 "C-on mériink, 1 dm rétegvastagsagra vonatkoztatunk
és a glcm®-ben kifejezett sitirliséggel osztunk.

Oldott anyagok fajlagos optikai forgatoképessége ([o] &) a polarizacios sik
fokokban (°) kifejezett elforgatasi szoge (o), amelyet az anyag oldatdban a
natriumszinkép D-vonalanak hullamhosszan (A = 589,3 nm) 20 “C-on mérink, és 1 dm
rétegvastagsagu, 1 g/ml toménységii oldatra szamolunk. Oldott anyagok fajlagos optikai
forgatoképességét mindig az olddszer és a koncentracio megjeldlésével egyltt kell
megadni.
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A Gyogyszerkdnyvben hasznalt hagyomanyos rendszerben a fajlagos optikai
forgatoképesség értékét mértékegysége, a fok milliliter per deciméter gramm
[(*)'ml-dm™-g™*] nélkiil adjuk meg.

Az atszamitasi faktor a Nemzetkozi Mértékegységrendszerbdl (SI) a
gyogyszerkonyvi rendszerre a kovetkezo:

[om]' = [a]' - 0,1745

A cikkelyek egyes esetekben az elforgatds szogének merését 20 °C-tol eltérd
hémérsékleten és mas hullamhosszon is eldirhatjak.

Az optikailag aktiv anyagok forgatoképességet polariméterrel hatdrozzuk meg. A
polariméter harom {6 részbdl all:

a.) a sikben polarizalt fényt el6allitd polarizatorbdl,

b.) az optikailag aktiv anyag (vagy annak optikailag inaktiv olddszerrel késziilt oldata)
befogadasara szolgalo, a két végen uUveglemezekkel lezart, ismert hosszusagu
polarizatorcsdbél;

c.) az analizatorbol, amely az elforgatott polarizaciosik helyzetének megallapitasra
szolgal.

A polariméterek elvi felépitését a Lippich-féle félarnyékkészulek példajan a 111-
20. abra mutatja be.

111-20. &bra: Lippich-féle félarnyék-polariméter segéd-nikolprizmaval
8 4

QAT | é

Y

Sdab

16 5 3

1-fényforras, 2-objektiv, 3-polarizator, 4-segédpfizma, 5-oldattarto kuvetta,
6-analizator, 7-okulator, 8-skala

A polarizatorban, a sikban polarozott fény eléallitasara polarizatorként (3)
kettésen toré prizmat alkalmaznak. Az erre a célra alkalmas Nicol-prizmat kalcit vagy
kvarc egykristalybol készitik. Ha megfeleléen csiszolt prizmat monokromatikus fénnyel
vilagitjuk meg, akkor a fenynyalab két sugarra bomlik fel, melyek kozul csak az egyik
tud athatolni a prizmén. Ez a polarizalt fénysugar halad at a vizsgdlandé anyagot
tartalmazd kuvettan (5). A polariméterekben analizatorként a polarizatorhoz hasonlo
prizmat hasznalnak. Az analizatorbol kilépd fény intenzitasa (I) a polarizator és az
analizator polariz&cios sikjai kozotti szog (n) fiiggvénye:

I =1o-cos’n
ahol
| = az analizatorbol kilépd fény intenzitasa
lo = az analizatorba belépd fény intenzitdsa
n = a polarizator €s az analizator polarizacios sikjai altal bezart szog
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Ha a prizmak kozott nincs optikailag aktiv anyag, akkor abban az esetben kapunk
maximalis intenzitast a latomezében, amikor a két prizma polarizacios sikjai altal bezart
sz0g 0 ° vagy 180 °. A Lippich-féle félarnyék-polariméterben a polarizator utan a
latomez6 egyik felén egy kisebb Nicol-prizma vagy, melynek polarizécios sikja d szoget
zar be a polarizatoréval. Az analizatort korbe forgatva ezért a latotér egyenletesen (de
nem teljesen) sotét. Ez a félarnyék. A készilék nullpontjat Ggy allitjuk be, hogy kivettat
desztillalt vizzel megtdltve, beallitjuk a félarnyékot. Ehhez az elforgatashoz viszonyitott
tovabbi elforgatas lesz az elforgatas szoge abban az esetben, ha optikailag aktiv
anyaggal t6ltjuk meg a polarizaldcsovet.

A Gyogyszerkdnyv eléirasa szerint a polariméter 0,01° leolvasasara alkalmas
legyen. A miszer beosztasat rendszerint hitelesitett kvarclemezzel kalibraljak. A
beosztas linearitasa szachar6z-oldatokkal ellendrizhetd.

Feladat. Acidum tartaricum (Ph. Hg. VIIL) fajlagos optikai forgatoképességének
meghatarozasa.

Pontosan meért, szaritott anyagra szamolt 5,00 g anyagot R vizzel 25,0 ml-re
oldunk, és a kapott oldat optikai forgatoképességét Lippich-féle félarnyék
polariméterrel meghatarozzuk.

Vizsgalat. Beéllitjuk a polariméter ,,nulla-pont”-jat és megmeérjik a polarizalt fény
elforgatasi sz6gét a natriumszinkép D-vonaldnak hullamhosszan (A = 589,3 nm) 20 +
0,5 °C-on. A méréseket mas homérsékleten is lehet végezni, de csak akkor, ha a
hémérsékleti korrekciot a cikkely feltiinteti. A  készilék ,,nulla-pont”-janak
beéllitasdhoz zart csdvet hasznalunk; folyadékoknal Ures, szildrd anyagok esetében
pedig az eldirt olddszerrel megtoltott csovet alkalmazunk.

A fajlagos forgatoképességet az alabbiak szerint szamoljuk ki:

100 - o 2°

ol =

ahol

[a] 2° = a fajlagos forgatoképesség (fok - 10 - dm? - kg™)

02’ = a 20 £ 0,5 °C-on és 589,3 nm hullamhosszon fokokban (°) mért
elforgatasi szog

| = a polarimétercsé hossza (dm)

¢ = az oldott anyag tdmegkoncentréci6ja (g/100cm®)

A Gyogyszerkonyv eldirdsa szerint a vizsgalt minta fajlagos optikai
forgatoképessége +12,0 és +12,8 kdzott kell legyen.
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[11.13 Abszorpcioés spektrofotometria az ultraibolya és lathaté (UV-
Vis) szinképtartomanyban

.13.1 A spektrofotometria elméleti alapjai

Az analitikai spektroszkopia mddszerei a vizsgalt mintabdl szarmazo, kisugarzott,
vagy a mintaval kdlcsonhatasba 1ép6 elektromagneses sugarzast hasznaljak fel a minta
anyagi mindségének, mennyiségi Osszetételének, illetve az anyag szerkezetének
vizsgalatéra.

Az elektromagneses sugarzassal kapcsolatos spektroszkopiai jelenségek
értelmezésénél annak hulldm- és részecskesajatsdgai is szerepet kapnak. A fény
elektromagneses sugarzasként torténé leirasa James C. Maxwell nevéhez flizédik: a
magnese ¢és elektromos mezd egymasra és a fény terjedésére merdleges iranyban
oszcillal (111-16. abra).

Az elektromégneses sugarzas, mint hullam jellemezheto:

1. hullamhosszal (A): a szinusz hullam két egymas utani, azonos fazisu pontjai
kdzotti tAvolsag;

2. frekvenciaval (v): az egy masodpercre es6 hullamok szama; illetve

3. hullamszdmmal (v ): az egy méterre es6 hullamok szamaval.

Az egyes tényez6k kozotti kapesolatot az alabbi 6sszefliggések adjak meg:

C
VA= =
n
« 1 ven
YT e

ahol
v = a frekvencia
v’ = a hullamszam
A = a hullamhossz
¢ = a fény sebessége vakuumban (3 - 108 m - s)
n = a kdzeg térésmutatoja

A fény bizonyos spektroszkopiai folyamatokban részecske természetet mutat. Az
elektromagneses részecskéi (kvantumai) a fotonok. A foton energiaja (E) egyenesen
aranyos a sugarzas frekvenciajaval:

h-
‘n

(@]

E=h.v=

~

ahol
E = a foton energidja
h = a Plank-féle allandé (6,626 - 10 J)

A spektroszkopiai jelenségek egy részében a kibocsatott (emittalt), illetve elnyelt
(abszorbeadlt) elektromagneses sugarzas, a foton energiaja, a kdlcsonhatasban résztvevd
atomok, illetve molekuldk elektron-energiaédllapotanak, rezgési, illetve forgasi
energiaallapotanak adott megvaltozasaval hozhat6 6sszefliggésbe.
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E> — E1 = Efoton
ahol
E, = a magasabb energiaallapot energidja
E; = az alacsonyabb energiaallapot energiaja

Efoton = az elnyelt foton energiaja
A spektroszkopiai mddszerek feloszthatok az elektromagneses sugarzas
hullamhossza szerint (111-8. tablazat).

111-8 tablazat: A vizsgalt sugarzas alapjan megkildonboztetett spektralis eljarasok

Energi , e , . o
(J)e gia Elnevezés A kélcsdnhatas helye Spektralis eljaras
10161018 gammasugarak atommag gamma-spektroszkopia
10191017 rontgensugarak atommag, belsd elektronhéj réntgen-spektroszkdpia

1018-10"°| ultraibolya (UV) sugarak | bels6 elektronhéj, vegyértékelektronok | UV-spektroszkopia

10 19 lathato fény vegyértékelektronok VIS-spektroszkdpia
101°-10?| infravores (IR) sugarak molekulak, kémiai kétések IR-spektroszkopia
102%-102%| mikrohullam( sugarzas molekulak, molekularotacié EPR-spektroszképia
1025-10%¢ radiéhullamok magspin NMR-spektroszképia

A téblazatban felsorolt modszerek kozil jelen segédanyagban csak az Un. optikai
spektroszkopiai modszerekkel, vagyis az ultraibolya (UV), lathatd (Vis) és infravoros
(IR) hullamhossz tartoményokat felhasznal6 mddszerekkel foglalkozunk részletesebben.
Az optikai spektroszkopiaban az elektromagneses sugarzas kifejezes helyett azonos
értelemben hasznaljuk a sugarzas és a fény megjeldlést is.

Az optikai spektroszkdpia fontosabb alapjelenségei a kdvetkezok:

a.) fényelnyelés (abszorpcio)
b.) fényvisszaverddés (reflexio)
c.) fényszoras

d.) fénytorés

e.) optikai forgatés

f.) fénykibocsatas (emisszio)

Az elnyelt, illetve a kibocsatott fotonok energiaja a vizsgalt atom vagy molekula
mindségére, szerkezetére vonatkozoan ad informacidt. Az idéegység alatt elnyelt,
illetve kibocsatott fotonok szama, az elektromagneses sugarzas intenzitasa, illetve
intenzitds-valtozasa, a kolcsonhatasban részt vevé atomok vagy molekulak szamatdl,
azaz a koncentraciotol fligg és igy a mennyiségi meghatarozas alapja.
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1.13.2 Az ultraibolya és lathato spektrometria alapjai

Az elektromagneses spektrum a 10*° m hullamhossztartomanyba esd gamma-
sugarzastél a 10® m hullamhossztartomanyba esd radiohullamokig terjed (111-21. &bra).

Az elektroméagneses spektrum lathaté (Vis) tartoménya a spektrum 350-780 nm kdzé
esO szakasza.

I11-21. &bra: Az elektromagneses spektrum tartomanyai

novekva frekvencia
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lathatd tartomany

Az elektromégneses sugarzas és a molekuldk (atomok) koélcsonhatasa soran a
molekula elektronenergidja, illetve a molekula rezgési és forgasi energiaallapota
valtozhat meg. A molekula energiaéllapotanak alakulasat a gerjesztés soran és az
atmeneteket az Un. Jablonski-diagram foglalja 6ssze.

111-22. dbra: Jablonski diagram
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Az energiakilénbség a forgasi allapotok kozott a legkisebb. Ezek az allapotok
mar a kis energiju mikrohullamu és tavoli infravords sugarzéssal is Iétrehozhatok (25-
500 cm™; 20 um — 400 pm), ezért ebben a hullamhossz tartoméanyban észlelhetjik a
tisztan forgési (rotacios) spektrumokat.

A rezgési atmenetek gerjesztéséhez nagyobb energiajd sugarzas (500-10000 cm™;
1 — 20 pm) sziikséges. Egy adott rezgési allapot gerjesztése altaldban tobb forgasi
allapot gerjesztésével is egyiitt jar. gy keletkezik a rezgési-forgasi (vibracios-rotacios)
spektrum.

A legnagyobb energia az elektrongerjesztéshez szikséges, ami a lathatd és
ultraibolya sugérzassal (12500-50000 cm™; 200-800 nm) hozhaté létre. Egy adott
elektronatmenethez szamos rezgés és forgasi allapotvaltozas is tarsul, ezért a molekulak
elektronszinképe (pontosabban elektron-rezgési-forgasi spektruma) savos szerkezet.

Atmenet keletkezhet energia felvétellel (abszorpcid) illetve kisugarzassal
(emisszio). A triplet-szinglet vagy szinglet-triplet &tmeneteket 6sszefoglalé néven inter-
system crossing-nak (ISC) hivjuk. A vibracios atmenetek az egyes energiaallapotok
szubstrukturan belil kdvetkeznek be.

Amikor egy foton gerjeszt egy molekulat, egy elektron az allapotot jellemzd
energiaszintr6l (E;) egy magasabb (E;) energiaszintre keriil. Emisszié bekdvetkezésekor
a folyamat forditottja jatszodik le: a magasabb energiaszintrél az alacsonyabb
energiaszintre legerjeszt6do elektron a szintek kozotti energiakiilonbségti fotont bocsat
ki. Eléfordul, hogy az elnyelt foton energidja nagyobb, mint a Kisugarzott fotoné,
ilyenkor fluoreszcenciarol beszéllnk.

A tobbatomos molekuldk elektrongerjesztési spektruménak keletkezését a
molekulapalyak kozotti atmenetekkel magyarazhatjuk. A 111-23. dbra a kovalens kotést
létrehozd6 o ¢és m elektronok, valamint a nemk&td elektronparok jellemzé
molekulapalyainak energiaszintjeit és lehetséges d&tmeneteket mutatja be.

111-23. dbra: Kiilonb6z6 tipusu elektrongerjesztések energiadtmenetei

o* lazitd

n — o* (valtozé)

¥ lazitd

n > ¥ (= 280 nm)

8
[=)]
o
o n  nemkoté
a«
7t > 7o¥ {= 180 nm)
T koté
o > o¥ (<180 nm)
o kétd

Amint az abran lathato, legnagyobb gerjesztési energia a o—oc* atmenctekhez
szlikséges, ilyenek a telitett szénhidrogénekben fordulnak eld. Ugyanakkor az ezen
atmeneteket el6idézni tudod sugarzas hulldmhossza tul alacsony (tavoli UV) ahhoz, hogy
ezek az atmenetek megjelenhessenek az UV-Vis abszorpcios spektrumokban. Kisebb
gerjesztési energiat igényelnek a m—n* atmenetek, melyek a telitetlen ketts és harmas
koteseket tartalmazo, valamint az aromas vegyuletek vizsgalata soran jatszanak
szerepet. Gerjesztésilk az ultraibolya és a lathatd spektrumtartomanyba tartozd
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sugarzassal tortenik. Szerkezetkutatds szempontjabol a legjelentésebb abszorpcids sav.
Hasonlo energiaju sugarzast igényelnek az n—o* atmenetek, melyek a heteroatomot (N,
O, S, sth.) tartalmazd telitett vegyiiletekre jellemzbek, melyek gerjesztése soran azok
maganos elektronparjanak egyike gerjesztédhet lazitd palyara. A legkisebb energidju
sugarzds a heteroatomot tartalmaz6 telitetlen vagy aromés vegyilletek n—m*
atmeneteihez szikséges. A telitetlen kotésben résztvevd vagy telitetlen rendszerrel

i , ~c=o
konjugalédd heteroatomot tartalmazé (pl. — — 7,

jellemzd. A séav intenzitasa altalaban kicsi.

—NO csoportok) molekulakra

A fenti tipusoknak megfeleld, abszorpciot okozd csoportokat, kromoforoknak
nevezzik. Azt az energia tartomanyt, amelynél egy adott kromofor elnyel, elnyelési
sdvnak nevezzilk. A szerves gyogyszervegyuletekben leggyakrabban eléfordulo
kromoforokat is jellemz6 elnyelési sav értékeiket a 111-9. tablazat foglalja 6ssze.

I11-9 tblazat: Leggyakrabban eldforduld kromoforok és jellemz6 elnyelési sav
értekeik

Kromoforok abszorpci6ja UV tartomanyban

n-n" atmenetek | m - " atmenetek n-o atmenetek o- o atmenetek
C//O \C*C/ ‘ OH ‘
“ AN ¢ ¥
Amax. = 160 nm Amax = 168 nm Amax = 177 nm Amax = 125 nm
A ~ | L
*C\ /C*C*C*C\ *(‘Z*CHQ*OH *(‘3*(‘3*
OH
Amax = 208 nm Amax = 214 nm Amax = 184 nm Amax = 135 nm
|
—C=N ~ G ChysH
Amax = 167 nm Amax = 255 nm Amax = 227 nm
|
—C—ClI

A max= 173 nm

*(‘:*Br

Amax = 204 nm

Az elnyelési savhoz tartozé elektrondtmenet energiajat a kromofor anyagi
mindésége mellett a vele kdlcsonhatasban 16v6 egyéb csoportok is befolyasoljak. Példaul
a kromofor csoport kozelében elhelyezkedd nemkoté elektronokban gazdag csoportok
(pl.:  hidroxilcsoport, aminocsoport) a kromofor fényelnyelését a nagyobb
hullamhosszak iranyaba toljak el (auxokrom hatés). Az ilyen eltolodast batokrom
eltolodasnak nevezzik. Ha a kromofor csoport mellett a molekula pozitiv téltési
centrumot tartalmaz, a kromofor fényelnyelése a kisebb hullamhossz iranyaba tolodik
el. Ez a hipszokrom eltolddas. A molekula szerkezetének valtozasa a kromofor
szerkezetéenek megvaltozasa nélkil is novelheti, illetve csokkentheti a kromofor
fényelnyelését. ElGbbi esetben hiperkrom, utébbiban pedig hipokrom hatasrol
beszélink (111-24. abra). Célszerti okok miatt (pl.: oldoszerhatas, 1d.: késébb) az
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ultraibolya és lathatdé spektrofotometridban az abszorbancia meghatarozas soran
alkalmazott hullamhossztartomany 190 és 780 nm kozé esik, igy szerves molekulak
esetén foként a konjugalt kettds kotéseket, harmas kotéseket és heteroatomokat
tartalmazd molekularészek mitkédnek kromoforként.

111-24. dbra: Spektrélis eltolédasok

Hipszokrom Batokrom
{kék eltolodas) (vords eltolodas)

hullamhossz {nm)
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[11.14 Az abszorbancia meghatarozasa

.14.1 Spektrofotométerek felépitése és miikodése

A spektrofotométer olyan optikai berendezés, amely a monokromatikus fény
intenzitasanak illetve az intenzitas valtozasanak nagy pontossaggal valo méresét teszi
lehetdvé. A mérés hullamhossz tartomdnya szerint ismeriink ultraibolya, lathato és
infravords tartomanyban méré spektrofotométereket. A lathatd és az ultraibolya
tartomanyban hasznalatos spektrofotométerek olyan optikai rendszerek, amelyek a 200-
800 nm hullamhossz-tartomanyban monokromatikus sugarzas eldallitasara alkalmasak,
és magukban foglaljak az abszorbancia mérésére alkalmas berendezést is.

Az UV-Vis spektrofotométerek {6 részei

a.) afényforras,
b.) a fény felbontasara szolgalé optikai egység (monokromator),
c.) a mintatarto kivetta,

d.) adetektor, valamint
e.) ajel- és adatfeldolgozo elektronika, valamint a szamitogép (111-25. abra).

111-25. dbra: Az UV-Vis spektrofotométer felépitésének egyszeriisitett rajza

NAVANMAN |
KRN /

fényforras monokromator klvetta detektor

A lathatd spektrumtartomanyban valé mérés céljaira volframszalas izzolampat,
illetve annak egy hosszabb élettartamu valtozatat, a volfram-halogén lampat hasznaljuk
fényforrasként. Az ultraibolya spektrumtartomanyban szinte kizarolag deutérium lampat
alkalmazunk. A nagy fényerejii xenon Kkisiilési csé mind az ultraibolya, mind pedig a
lathaté tartomanyban alkalmas fényforrds, ugyanakkor rovid élettartama és nagy
héleadasa miatt csak olyan esetekben hasznaljak, amikor nagy fényerdre van sziikség.

A spektrofotometrias mérésekhez a lehetd legsziikebb hullamhossztartomanyra
korlatoz6do séavszélességli fényre van szilikségilink, amelyet a kevert fényli fényforras
sugarnyalabjabol a monokromator allit el6. A monokromator belépd résére eso, tiikkor
vagy lencse segitségével parhuzamositott sugarnyalab a diszperzids elemre (prizma
vagy optikai racs) jutva a hullamhossztol fliggd mértékii eltéritést szenved. Az igy nyert
eltéritett, a monokromator kilépd résére juttatott (monokromatikus) fényt hasznaljuk fel
a spektrofotometrids mérések soran. A monokromatorokat elsGsorban az ,.eléallitott”
fény spektralis tisztasaga alapjan jellemezhetjiik, amelyet a belépd és kilépd rés
szélessége, valamint a monokromator diszperziés sajatsdgai hataroznak meg. (A
kereskedelmi forgalomban 1évé spektrofotométerek monokromatorait a spektralis
sdvszélességgel jellemzik, amely néhany késziiléknél bizonyos hatarok kdzott tetszés
szerint allithat6. A kisebb savszélességgel rendelkezd késziilékek kitiind mindségl
spektrumok felvételére alkalmasak.) Ha a kilép6 résen tdvozo fénynyaldb spektralis
eloszlasat megvizsgaljuk, Kis résszélesseg esetén a 111-26. abran bemutatott, idealizalt,
haromszdghoz jutunk.
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I11-26. dbra: A spektralis savszélesség egyszerlsitett abrazolasa
A A

s
Spektralis
SéVSZé_lESSég
e
spektralis

réSSZélESSég

Az &brdn bemutatott, szimmetrikus intenzitas-hullamhossz eloszlast akkor
kapunk, ha a teljes spektrumtartomanyban azonos diszperziot biztositd
monokromatorral dolgozunk, valamint a be- és kilépé rést azonos szélességiire nyitjuk.

A spektrofotométer hulldmhossz skaldjan a maximalis intenzitashoz tartozé
hullamhossz (A3) olvashatd le. A csucsintenzitds feléhez tartozé hullamhosszok
kiilonbségét (A4 — A2) @ monokromator spektralis savszélessegének nevezzik. A résen
belépd és kilépd fénynyalab leghosszabb és legrovidebb hullamhosszainak kilénbségét
(As — A1) gyakran a monokromator résszélessegeinek nevezik.

Amennyiben olyan miszert hasznalunk, amelynek a résszélessége valtoztathato az
adott hullamhosszon, a Gyogyszerkonyv eldirasa szerint a spektralis résszélesség okozta
hiba elkertilése érdekében az abszorpcids sav félszélességéhez képest keskeny
résszélesseget kell beallitani, amely azonban elég széles ahhoz, hogy nagy Il értékeket
kapjunk. A résszélességet ezért mindig ugy kell megéllapitani, hogy a leolvasott
abszorbancia a rés tovabbi sziikitésével ne valtozzon.

A Gyogyszerkonyv elbirasa szerint a készilékek hulldmhossz-skalajat
rendszeresen ellendrizni kell. A hullamhossz-skalat az R holmium-perklorat-oldat
abszorpcios maximumai és a hidrogén-, deutérium- vagy higanygézlampa vonalai
alapjan hitelesithetjuk (I11-10. tablazat). A megengedett eltérés az ultraibolya
szinképtartomanyban + 1 nm, a lathat6 szinképtartomanyban pedig £ 3 nm.

111-10 tablazat: A hullamhossz-skala ellenérzésére hasznalt abszorpcios maximumok

241,15 nm (Ho) 404,66 nm (Hg)
253,7 nm (Hg) 435,82 nm (Hg)
287,15 nm (Ho) 486,0 nm (Dp)
302,25 nm (Hg) 486,1 nm (HP)
313,16 nm (Hg) 536,3 nm (Ho)
334,15 nm (Hg) 546,07 nm (Hg)
361,5 nm (Ho) 576,96 nm (Hg)
365,48 nm (Hg) 579,07 nm (Hg)
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A Kkésziilék abszorbancia-ellendrzése céljabol a Gyodgyszerkonyv megfeleld
sziir6k hasznalatat irja el6. Az R kalium-dikromat-oldat 111-11. tdbladzatban megadott
hullamhosszokon mért fajlagos abszorpcios koefficiense a tablazatban megadott
hatarértékeken belil kell, hogy legyen. Az abszorbancia értékekre megengedett eltérés +
0,01.

I11-11 tablazat: Az R kalium-dikromat-oldat (Ph. Hg. V1I1.) fajlagos abszorpcids
koefficiensei

Fajlagos
Hullamhossz | abszorpciés | Megengedett
(nm) koefficiens hatarérték
(Azem
235 124,5 122,9-126,2
257 144,5 142,8-146,2
313 48,6 47,0-50,3
350 107,3 105,6-109,0

A spektrofotometrias merések soran a mintak vizsgalata folyadék allapotban
torténik. Az olddszerek hasznélhatosagat azok fényatereszté képessége befolyasolja. A
leggyakrabban hasznalt olddszerek meréshatarait (1 cm-es kivettaban vizzel szemben
mért Acm = 1 értékeit) a 111-12. tablazat mutatja be:

111-12 tablazat: Nehany gyakran alkalmazott oldoszer UV-méréshataranak
hulldmhossza (nm)

Acetonitril 190 Metanol 205
Viz 190 Dioxan 220
Hexan 195 Diklérmetan 230
Izooktan 198 Kloroform 240
Ciklohexan 200 Etilacetat 260
96% etanol 205 Aceton 330

Statikus mintabevitel esetén a mintat a fényutba helyezett kiivettdba tessziik.
Specidlisan kialakitott kiivettakkal megoldhaté az an. aramlasos mintabevitel is (atfolyo
klvetta). A kilivetta befogadésara szolgéld kulvettatartd kialakitasa biztositja azt az igen
fontos kovetelményt, hogy a kiivetta feliiletére merdlegesen essen rd a sugarnyalab.
Leggyakrabban négyzetes hasab alaki 10 mm-es rétegvastagsagu kuvettat alkalmazunk.
A pontos merések érdekében igen fontos, hogy a rétegvastagsag valéban megegyezzen
a deklaralt értékkel. Az UV-Vis spektrofotometridban hasznalatos kivettak Uveghol
vagy kvarcbol kesziulnek. A kvarckivettak a teljes spektrumtartomanyban hasznalhatok,
mig az olcsobb lvegkivettdk csak a lathatd tartomanyban valé mérésre alkalmasak.
(Kisebb igényl vizsgalatok esetén lathatod tartomanyban egyszer hasznalatos miianyag
kiivetta is hasznalhat6.) A mérendd oldatok beparlodasanak illetve az oldoszergdzok
készllék belsejébe valo bejutasanak megakadalyozasara a kiivettakat fed6vel latjuk el.

A Gyogyszerkonyv eldirdsa szerint a kiivettak rétegvastagsaganak megengedett
eltérése +0,005 cm. Ha a vizsgalati oldatnak és a kompenzalé folyadéknak szant
klvettdkat ugyanazon oldoszerrel toltjuk meg, azonos transzmittancia-értékeket kell
kapnunk. Az esetleges eltérést megfelelden korrigalni kell.
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A spektrofotometrids meghatarozasok soran a fényintenzitas merése elektromos
jellé val6 atalakitdas atjan torténik. Erre a célra szolgalhat a fotocella, az
elektronsokszorozd, vagy ujabban a sziliciumcella illetve a diédasor (diode-array)
detektor. Ez utdbbi detektortipus lehetdséget ad az abszorpcios spektrum folyamatos,
valamennyi hullamhosszon egyidejiileg torténd regisztralasara. A detektorban nyert
elektromos jelet elektronikus erdsitésnek kell alavetni. A korszeri késziilékek digitalis
kijelzdvel épiilnek fel, amely direkt abszorbancia leolvasast tesz lehetdve.

A miikodési elv illetve a felépités szerint megkiilonboztetiink egysugarmenetes,
ketsugarmenetes (111-27. abra), valamint szakaszosan miikodé és folyamatosan
miikddé automatikusan regisztral6d spektrofotométereket. A mindennapi gyakorlatban a
leggyakrabban keétsugarmenetes es diddasoros fotomeétereket alkalmazunk.

111-27. dbra: Kétsugarmenetes UV-Vis spektrofotométer vazlatos rajza

5

2 3 4 /g\ A\\P

(la: deutérium lampa, 1b: halogén-volfrdm lampa, 2: tlkor, 3: diszperzids egység, 4:
kilépd rés, 5: tiikor, 6: referencia kiivetta, 7: minta kiivetta, 8: tiikdrrendszer, 9: detektor,
10: adatfeldolgozo egység.)

Az egysugarmenetes készllékekben egyszerre csak egy kiivetta helyezhet6 el az
un. kozvetlen Kkitérésti késziilékek hasznélata esetén a mérés soran elGszor az
0sszehasonlitd oldatot tartalmazo kivettat helyezziik a fényutba, erre nullazzuk a
miszert (T% = 100, A = 0), majd a mérendd oldatot tartalmazé kiivettat helyezve a
fényutba, az 6sszehasonlitd oldathoz képest mérjuk a fényintenzitds csokkenését. E
késziiléktipus elénye az olcsosag, egyszeri felépités, a legtobb esetben kis méret, kevés
hibaforras. Sorozatelemzésekhez, gyari, gyartaskozi ellendrzésekhez jol hasznalhatok.
A kompenzacios elven mitkodé késziilékekben a detektorbol kikeriilé elektromos jel
egy kompenzacios aramkorre keriil, amelyben az egyensulyi helyzetet egy nullmiiszer
jelzi. E késziiléktipusok igen pontos mérést tesznek lehetove.

A ketsugarmenetes késziilékeknél a sugarforrasbol kilépd fényt két fényutra
bontjak fel, amelyekbdl az egyik a referenciaoldaton, a masik a mintan halad keresztiil.
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gy gyakorlatilag két fényintenzitas azonos idében hasonlithato Ossze. Ezzel
kikiiszobolodik a tapfesziiltség, az elektronika, a sugarforras esetleges ingadozasabol
szarmazd hiba. A mintatér utan a két fényutat egyesitik, és a fényt egy detektorral
alakitjak elektromos jellé. Ez a gyakorlatban azt jelentené, hogy két fényjel (minta és
,»vak”) felvaltva jelenik meg a detektoron, és a feldolgozé elektronika ezt a periodikus
jelet demodulélva képzi az abszorbancia jelet (A = log lo/1).

A diddasoros detektorral rendelkez6 spektrofotométerekben egy (jellemzéen 512
vagy 1024 elembdl 4ll6) diddasor érzékeli a kiivettabol kilépd fényt, amely egy Un.
polikromatorbol érkezik (111-28. abra). E készilékekben a racs/prizma felbontja a
fényt, de nem kell kivalasztani egy hulldmhosszt, hanem a diddasor, és a hozza kapcsolt
elektronika egyszerre elemezheti a teljes ateresztési spektrumot.

111-28. 4bra: Diddasoros spektrofotométer vazlatos rajza

\’/
~

&C -

VIS lampa
UV lampa
Akromatikus lencsék

Holmium filter

Detektor atfoly6 cella

Optikai rés

Optikai racs

Diédasor

Az ilyen elven miikodd spektrofotométerekben a mintan meglehetdsen nagy
energigju fény halad at, ezért eléfordulhat, hogy a fény a kiivettdban fotokémiai
reakciokat (pl. izomerizacid, dimerizacio) indit be. A miiszer nagy eldnye, hogy a
spektrum felvétele igen gyors 0,5-1 méasodperc (a kétsugaras spektrofotométerek esetén
ez az id6 — a hulldmhossztartomany fliggvényében — 60-90 mésodperc).

11.14.2 A fény és a kdzeg kdlcsdnhatasai

A vizsgalandd mintdn ismert intenzitasi fényt atengedve a fény elnyelddhet
(abszorpcid), a mintan athaladhat (transzmisszid), visszaverédhet (reflexio) vagy
szorodhat (diffiiz fényvisszaverddés). Az abszorbedlt (l1a), transzmittélt (I7), reflektalt
(Ir) illetve szort fény (lp) intenzitasanak Osszege egyenld a besugarzo fény
intenzitasaval (lo).
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111-29. dbra: Az oldat fényelnyelését meghatarozo tényezok

R

Abszorpciés modszerekkel olyan anyagok vizsgalhatok, amelyek fényvisszaverése
elhanyagolhato (pl.: hig oldatok). Az abszorbealt fény intenzitasat (1) a mintara esé
fény intenzitasanak (lo) €s az ateresztett fény intenzitasanak (lt) kiilonbségébol
szamithatjuk ki (111-29. abra).

ln _ lo—1
A=L=2"T=1-T

lo lo
b 1
A=lg2>=1lg=
gy =lo7

!

7=l

lo

ahol
T = transzmittancia (fényatereszto képesség),
A = abszorbancia (fényelnyelés)

Az anyagok vizsgalata soran monokromatikus fényt hasznalunk, melynek
energidjat a mérés soran folyamatosan valtoztatva keressiik meg azt a hullamhosszt,
amely a minta gerjesztésére alkalmas. Az analitikai informéciét hordoz6 szinképet
spektrumnak nevezzik, amelyet grafikusan Ugy jelenitink meg, hogy a minta altal
abszorbealt fény intenzitasat a gerjeszté sugarzas hullamhosszanak fiiggvényében
abrazoljuk (111-30. abra).

A spektrum abszorpciés maximumainak megfelelé hullamhosszak jellemzéek az
anyagi mindségre. Az abszorpcios spektrumok kvalitativ analitikai hasznalhatdsaga
ugyanakkor korlatozott, mivel a kiilonb6z6 kromoforokra jellemzé széles abszorpcios
savok egymassal atfedésben lehetnek, igy nem rendelhet6k egyértelmiien egy adott
funkcids csoporthoz.
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111-30. abra: A szalicilsav abszorpcios spektruma (olddszer: acetonitril, koncentracio:
50pug/ml)

mAU . Amax(1)  Amax(1)=237 nm
-
1&% Amaxi2)  Amax(2/=302 nm
100 Jfﬂ
0
0_fIIIII|III|III|III|III|III|III|III|III
20 240 260 280 300 320 340 330 380 nm
111.14.3 Az UV-VIS spektrofotometria kvantitativ alkalmazasa

Az ultraibolya és lathatd spektrofotometria a kvantitativ analizis egyik
legszélesebb kdrben alkalmazott mddszere. A koncentraciomérés alapjaul a Lambert-
Beer torveny szolgal, mely szerint a mert abszorbancia (A) egyenesen aranyos az
sugarzas athalad:

A=a-b-c

ahol
A = abszorbancia
a = fajlagos abszorpcios koefficiens vagy molaris extinkcios koefficiens,
b = rétegvastagsag (a fényut hossza a kiivettaban, cm-ben kifejezve),
¢ = az anyag koncentraciéja (1 g/100 cm® vagy 1 mol/dm® egységben
kifejezve).

“ 7z

Molaris extinkcios koefficiens: az 1 mol/dm?® koncentracioju oldat abszorbanciaja.
A fajlagos abszorpcios és a moléaris extinkcios koefficiensek az oldott anyagra
jellemz6 fizikai allandok, kozottiik a kovetkez6 matematikai 6sszefuigges all fenn:

ahol
A" = fajlagos abszorpcios koefficiens,
€ = molaris extinkcios koefficiens,
M = molekulatémeg.

Valamely koefficiens ismeretében - a mért fényelnyelésb6l - a minta
koncentracioja elvileg kiszamithatd. A gyakorlatban azonban a Lambert-Beer torvény
korlatozott érvényessége miatt a pontos koncentraci6 meghatarozas érdekében
kalibracios gorbét kell felvenni a mintak mérése elott.
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A Lambert-Beer torvény korlatai

1. A Lambert-Beer torvény csak hig oldatokra érvényes (10°-107
mol/dm? koncentréaci6 tartomanyban). Téményebb oldatok esetén megvaltozik az
oldat térésmutatdja, amellyel korrigalni sziikséges.

2. A kromofor csoportot hordoz6 molekula kémiai reakcioi (pl.: molekuldk
disszociacioja, asszociacioja, protonalddasa, komplexképzesi reakcidja) is
okozhatnak a Lambert-Beer torvénytdl valo eltérést. Koncentracio meghatarozas
soran fontos, hogy a vizsgalt vegyllet teljes mennyisége azonos molekularis
formaban legyen.

3. A Lambert-Beer térvény csak monokromatikus fény alkalmazasa esetén érvényes.
A monokromatikus fényt létrehoz6 eszkozok kiilonbozd savszélességet képesek
elérni. A nagyobb savszélesség eltérést okozhat, ha az abszorpcids spektrum
emelked6 vagy leszalld szakaszan végezzik a merést. A szinkép meredek
szakaszan mért atlagos abszorbancia jelentds mértékben kiillonbozhet a pontosan
adott monokromatikus fennyel nyert abszorbanciatol. E hiba kikiiszobolésére
célszerli a szinkép elnyelési maximumanak helyén végezni a koncentraciomérést.

4. Az oldoszercsere kiilonb6z6 szinten stabilizalja egy adott molekula alap és
gerjesztett allapotdt, megvéaltozik a gerjesztéshez sziikséges energia, igy az
abszorpcids spektrum is.

5. A Lambert-Beer torvény csak molekularis oldatokra érvényes. A kolloid
részecskek altal okozott fényszorodas jelentds hibat okozhat.

6. A rendszer homérséklete is  befolyasolhatja az abszorbanciat. Az
elektronatmenetek energiajanak valtozasa az elnyelési sdvok helyének, alakjanak
és intenzitasanak megvéltozdsaval jarhat egyitt. Tehat csak az azonos
hémérsékleten végzett mérések adatai hasonlithatok dssze.

Fontos megjegyezni, hogy a Lambert-Beer térvény érvényességi tartomanyaban
az abszorbancia additiv tulajdonsdg. A vizsgalatoknal alkalmazott hullamhossznal
elnyeld, egymas mellett el6fordulé komponensek fényabszorpcidja dsszeadodik.

1.14.4 Az abszorbancia mérés gyakorlata

A spektrofotométer bekapcsoldsat kovetden nagytisztasagl, spektroszkopiai
oldoszer segitségevel, ami atereszt a vizsgalni kivant hullamhossz tartomanyban (pl.:
viz, n-hexan, etanol, acetonitril), kalibral6 oldatsorozatot készitunk.

A Kkalibralésor a meghatarozandé anyagot ismert koncentracidban tartalmazé
oldatok sorozata. A meghatarozanddé anyag valamely koefficiensének (fajlagos
abszorpcids vagy molaris extinkcios) ismeretében a kalibracios koncentracidtartomany
jol megtervezhetd. Idealis esetben a kalibralo oldatokhoz tartozo abszorbancia értékek
az alkalmazott spektrofotométer optimalis mérési tartomanyéaba esnek (pl.: A =0,2-0,7).

Abszorbancia méréskor a vizsgalando oldat fényelnyeléset egy referencia (,,vak”,
Osszehasonlitd) oldathoz viszonyitjuk. A referencia oldat a mérendd komponens
kivételével a vizsgalando oldat Gsszes tobbi Osszetevojét tartalmazza. (A ,,vak” oldat
sok esetben maga a mintaolddszer.)

Abszorbancia mérés eldtt a spektrofotométeriink altal atfoghaté hullamhossz
tartomanyban 2-5 nm-es lépésekkel haladva végigmérjik a meghatarozand6 anyag
elnyeleset, majd egy A-A grafikont, abszorpcids spektrumot veszink fel. A mérést az
abszorpcios maximumhoz tartoz6 hulldmhosszon végezziik, mert ezen a hulldmhosszon
mérve lesz a legjobb a méres érzékenysége.
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A merés kivitelezésekor tgyelni kell arra, hogy az intenzitasmérest a szort fény
zavarja, ezért az oldatnak tisztanak, a kivetta falanak ujjlenyomatmentesnek és
szaraznak kell lennie. A kiivettdt minden egyes mérés eldtt at kell Obliteni a
mintaoldattal és kordlbelll % részig kell feltdlteni. Illékony oldoszerek hasznélata
esetén a kovettat le kell zarni. A Lambert-Beer torvény értelmében a kalibrald
oldatokhoz tartoz6 abszorbancia értékeket a koncentracié fiiggvényében abrazolva egy
egyenest kapunk (I11-31. abra). A mért pontokra egyenest illesztve és az ismeretlen
koncentracioju oldat abszorbanciajat meghatarozva az ismeretlen koncentracié az
illesztett egyenes egyenletének ismeretében kiszamithato.

111-31. &bra: Az abszorbancia értékek koncentracié fuggvényében valé abrazolasaval
kapott kalibracids egyenes

A A

b
»

koncentracio

¢ G C3

Feladat: Szalicilsav és acetilszalicilsav egymas melletti meghatarozasa porkeverékbdl,
spektrofotometrias és alkalimetrias mddszerekkel

1. Szalicilsav szelektiv meghatarozasa spektrofotometriasan

Pontosan mért, kb. 25 mg ismeretlen Osszetételli, szalicilsavat ¢és
acetilszalicilsavat tartalmazo porkeveréket 25,0 ml-es mér6lombikban, metanolban
oldunk. (2 parhuzamos bemérést vegzink.)

Az oldatok 1,00 ml-éhez 4,00 ml 1%-o0s FeCls-oldatot (olddszer: 0,1M HCI-
oldat) adunk. Az elegyet Osszerdzzuk, 15 percig sotétben inkubaljuk. A szinreakcio
lejatszodasa utan 530 nm-en mérjiik az oldat fényelnyelését. Osszehasonlitd oldatként
1,00 ml metanol 4,00 ml FeClz-oldattal készlt elegyét alkalmazzuk. Vas(l11)-ionokkal
1:3 aranyl ibolyaszinii komplex képz6dik a fenolos hidroxilcsoporttal, amelyet a
szomszedos karboxilcsoport stabilizal (111-32. 4bra).
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111-32. &bra: A szalicilsav vas(l11)-komplexe

Az alabbi kalibracids gorbe (111-33. abra) alapjan meghatarozzuk a szalicilsav
koncentracigjat a szinreakcioban, majd a pontos bemérés ismeretében kiszamitjuk a
porkeverék tomegszazalékban kifejezett szalicilsav tartalmat.

111-33. dbra: A szalicilsav vas(l11)-komplexének kalibracids egyenese (a szalicilsav

- sz
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Szalicilsav koncentracié a szinreakciéban (mg/ml)

2. Szalicilsav és acetilszalicilsav egyuttes merése alkalimetrias titralassal

Pontosan mért, kb. 10 mg porkeveréket mérink Erlenmeyer-lombikba. Az
anyagot 10 ml eldzetesen semlegesitett metanolban oldjuk. Az oldatot 5-6 csepp I-
fenolftalein indikator mellett 0,01M-0s NaOH-mérdoldattal titraljuk.

A porkeverék szalicilsav €s acetilszalicilsav tartalma egyiitt mérddik (egyértéki
savként). A gyakorlat elsd részében mar meghatarozott szalicilsav tartalom ismeretében
kiszamolhat6 a porkeverék acetilszalicilsav tartalma.

Végeredményként megadjuk a porkeverék tdmegszazalékban kifejezett szalicilsav
és acetilszalicilsav tartalmat. M(szalicilsav) = 138,12; M(acetilszalicilsav) = 180,16.
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[1.L15 Tobbkomponensii rendszerek

A gyogyszerkészitmények jelentds része két vagy tobb meghatdrozando
hatéanyagot tartalmaz. A tobbkomponensli rendszerek spektrofotometrias mérésének
alapjaul az az elv szolgal, hogy a Lambert-Beer térvény érvényességi tartomanyaban az
abszorbancia additiv tulajdonsdg. Amennyiben egy rendszerben egy adott
hullamhosszon tobb komponens is rendelkezik fényelnyeléssel, akkor a mért
abszorbancia az egyes komponensek abszorbancidjanak dsszege (111-34. abra).

111-34. dbra: Kétkomponensti rendszer UV-Vis spektruma
AA

-

>

Toébb komponens egymas melletti meghatarozasahoz sziikség van az egyes
komponensek abszorpcids spektrumara és valamennyi mérési hulldmhosszon a
komponensek fajlagos abszorpcios koefficiensére. A mérési  hullamhosszak
kivalasztasanal elényben részesitjik a komponensek spektrumainak abszorpcios
maximumait (illetve azokat a hullamhosszakat, amelyeken csak az egyik komponensnek
van fényelnyelése), majd ezeken a hulldmhosszakon mérve meghatarozzuk az egyes
vegyuletek fajlagos abszopcios koefficienseit. Ezutan annyi hullamhosszon végezve az
abszorbancia mérést, ahdny fényelnyeld komponenst az adott készitménybdl késziilt
oldat tartalmaz, a Lambert-Beer torvény segitségével az egymas mellett 1évo
komponensek koncentracidja meghatarozhato.

Ar=agp1-Ci-b+agi-C-Db
Ay=agp-Ci-b+ag-C-Db

ahol
A1 és A, = a mért abszorbancia értekek,
A1 és A, = hullamhosszak, amelyeken az abszorbanciamérést végezziik,
aiy1 6s apy = az (1)-es komponens fajlagos abszorpcios koefficiensei A4
és A, hullamhosszon,
aza1 6s azy2 = a (2)-es komponens fajlagos abszorpcios koefficiensei A,
és A, hulldamhosszon,
C1 és Cp: az (1)-es és (2)-es komponens meghatarozando ismeretlen
koncentracidja,
b: a rétegvastagsag cm-ben kifejezve (egy mérésen belil allando).
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Feladat

1. Spiritus salicylatus cum resorcino oldat szalicilsav és rezorcin tartalmanak egymas
melletti meghatarozasa spektrofotometrids modszerrel

Spir. salic. c. resorc.
FoNo VII.

Osszetétel:  Resorcinum 0,50 g
Acidum salicylicum 159
Alcoholum dilutum 70% ad 500¢

Szalicilsav, rezorcin

A kapott oldatrészletet (~1,0 g) kvantitativ moédon 100 ml-es mér6lombikba
mossuk és 0,1 M sosavval jelre toltjik. Az oldat 10,00 ml-ét 100 ml-es mérélombikban
10-szeresére higitjuk. 0,1 M sosavat hasznalva 6sszehasonlitd oldatként megmérjik a
higitott oldat abszorbanciajat 273 és 303 nm-en. A mérés soran 1 cm rétegvastagsagu
kvarckuvettat hasznalunk.

273 nm-en a rezorcin és a szalicilsav egyarant nyel el fényt, mig a 303 nm-en
mért abszorbancia egyedil a szalicilsavtdl szarmazik.

A% (303 nm): szalicilsav: 213 A% (273 nm): szalicilsav: 45
rezorcin: 0 rezorcin: 152

A Lambert-Beer torvényt alkalmazva két egyenlet irhato fel, melyekbdl a két
ismeretlen (a szalicilsav és a rezorcin koncentracidja) kiszamithato.

A303 =213 Cszalicilsav * 1+0- Crezorcin * 1
A273 =45 - Cszalicilsav 1+152- Crezorcin 1

2. Koffeint és szalicilsavat ismeretlen koncentracidban tartalmazo oldat vizsgalata
spektrofotometrias modszerrel

a.) Koffein és szalicilsav standardok UV-spektrumanak felvétele, higitasi sorozat
készitése

A standard anyagokbol torzsoldatot készitlink:

Pontosan mért, kb. 12,5 mg koffein standard anyagot 25,0 ml-es mér6lombikban,
etanolban oldunk. Az oldat 1,00 mi-ét etanollal higitjuk 25,0 ml-es mér6lombikban (1).
Pontosan meért, kb. 6 mg szalicilsav standard anyagot 25,0 ml-es mérélombikba
etanolban oldunk. Az oldat 1,00 mi-ét etanollal higitjuk 25,0 ml-es mér6lombikban (1).

Az (1) oldatok felhasznalasaval felvesszik a standard anyagok UV-spektrumat,
leolvassuk az abszorpcids maximum (Amax) helyét. Osszehasonlitoként etanolt
hasznalunk.

Az (1) oldatok felhasznalasaval ot oldatbol all6 higitdsi sorozatot (kalibralo
oldatsorozat) készitlink (szaraz kémcsdvekben) az alabbiak szerint:

(2 10,00 ml (1) oldat + 5,00 ml etanol
(3) 5,00 ml (1) oldat + 5,00 ml etanol
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4) 5,00 ml (2) oldat + 5,00 ml etanol
(5) 5,00 ml (3) oldat + 5,00 ml etanol

A spektrofotométert mindkét anyag esetén az abszorpcidos maximumhoz tartozo
hulldamhosszra allitjuk, majd lemérjuk a kalibrald6 oldatok elnyelését. A leolvasott
abszorbancia értékeket a koncentracid flggvényében, milliméterpapiron abrazoljuk.
Statisztikai értékeléssel kiszdmoljuk a kalibracids egyenesek egyenleteit.

b.) Fajlagos abszorpcids koefficiensek meghatarozasa

A kalibracios egyenesek egyenletei alapjan statisztikai értékeléssel kiszamoljuk az
abszorpcids maximumhoz tartozo fajlagos abszorpcios koefficiensek értekeét.

Amax Al'on
Koffein 274 nm 475
Szalicilsav 233 nm 763

c.)Koffein és szalicilsav egymés melletti meghatdrozdsa UV-spektrofotometrias
modszerrel

Az ismeretlen koncentracidban koffeint és szalicilsavat tartalmazé oldatok 1,00 ml-
ét 10,0 ml-es mérélombikban etanollal higitjuk. A higitassal kapott oldat fényelnyelését
a két anyag abszorpcios maximuman mérjuk.

Az elézetesen szamolt, illetve a megadott fajlagos abszorpcids koefficiensek
segitségével kiszdmoljuk az ismeretlen oldat koncentrécidjat a két anyagra nezve.

Koffein fajlagos abszorbanciaja a szalicilsav Amax helyén: 340
Szalicilsav fajlagos abszorbanciaja a koffein Amax helyén: 104

Osszefoglalva, a négy sziikséges fajlagos abszorpcios koefficiens a kovetkezd:
A% (274 nm): koffein: 475 A1% (233 nm): koffein: 340

szalicilsav: 104 szalicilsav: 763
A Lambert-Beer torvényt alkalmazva kétkomponensii rendszerrél 1évén szod, két
egyenlet irhatd fel, melyekbol a két ismeretlen (a koffein és a szalicilsav koncentracioja)
Kiszamithato.

A274 =475 - Ckoffein * 1+104- Cszalicilsav
A233 =340 - Ckoffein * 1+763- Cszalicilsav 1
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[11.16 Derivativ és differencia spektrofotometria

1.16.1 Derivativ spektrofotometria

Az 1990-es évektdl forgalomba keriiltek olyan spektrofotométerek, amelyek a
spektrum felvételével egy idoben képesek regisztralni a spektrum kiilonb6z6 rendi
derivaltjait is (els6, masodik, harmadik és negyedik derivaltjat). A derivalas soran az
eredeti fliggvény maximum- és minimumhelyei zérd értéket vesznek fel, az inflexiokbol
pedig maximum- és minimumhelyek lesznek. A derivativ spektrumok az eredeti
spektrumhoz képest sokkal strukturaltabbak, alkalmasak az alapspektrumok minimalis
kilonbségeinek felnagyitasara.

A derivativ spektrofotometria négy teriileten hozott elérelépést: (1) kvalitativ
analizis, (2) monoton hattérspektrumok kiejtése illetve (3) atfedd széles savok
elimindldsa keskeny sdvval rendelkez6 anyag kvantitativ analizise ¢és (4)
tobbkomponensii rendszerek vizsgalata soran. Pl.: aromas aminosavak meghatarozasa
fehérjékben és enzimekben.

11.16.2 Differencia spektrofotometria

A differencia spektrofotometria mddszert keverékek egy-egy komponensének
szelektiv meghatarozasara vagy hattérrel terhelt spektrum esetén egy komponens
meghatarozasara hasznaljdk. A technika lényege az, hogy a meghatarozand6é anyag
torzsoldatabdl két azonos térfogatl részt veszink ki, majd az egyik oldatrészlettel olyan
kémiai reakcidt jatszatunk le, amely a meghatarozandé komponens spektrumat eltolja,
megszinteti vagy abban egy 0j savot hoz létre. A reakcid lejatszdédasa utan mindkét
oldatrészletet azonos térfogatra egészitjiik ki, hogy koncentraciojuk egyenlé maradjon.
Az igy nyert két oldatot egy-egy kivettdba toltjik, majd kozulik az egyiket
0sszehasonlitd oldatnak hasznalva felvesszik a masik oldat spektruméat. A kémiai
reakcid soran valtozast el nem szenvedd anyagok abszorbancidja mindkét kiivettaban
azonos lesz, igy csak a reagalé komponens differenciaspektrumat fogjuk észlelni.

.17 A spektrumot befolyasolo6 tényezdok

.17.1 A pH hatasa a spektrumokra

A pH véltozds azon anyagok spektruméaban okoz eltolodést, amelyek a
hidrogénion-koncentracié valtozas hatasara reverzibilis moédon protont vesznek fel vagy
adnak le. Jelentds spektrumvaltozds akkor kovetkezik be, ha az érintett savként vagy
bazisként viselked6 funkcids csoport n- és/vagy m-elektronjai részt vesznek a molekula
konjugalt elektronrendszerének kialakitasaban (pl.: benzokain, szalicilsav). A savas
illetve bazikus csoportokat izolaltan tartalmaz6 molekulak hasonld kérilmények kozotti
spektrumvaltozasa nem jellegzetes (pl.: morfin spektrumvaltozasa savanyitas hatasara,
protonalt kodein spektrumvaltozasa IGgositas hatasara). A savi disszociacios allando (Ks
érték) ismeretében a savak és bazisok protonalt illetve deprotonalt formainak egy adott
pH-értékhez tartozd aranya konnyen kiszamithaté (részletesebben lasd az V.1.
fejezetben).

Reverzibilis sav-bazis egyensuly esetén létezik legalabb egy olyan hullamhossz,
amelynél az anyag valamennyi spektruma metszi egymast (izobesztikus pont). Ezen a
hulldmhosszon az abszorbancia fliggetlen a pH-t6l. Az izobesztikus pontnak megfeleld
hullamhossz altalaban tavol helyezkedik el a Amax-értékektél, igy az ezen a
hullamhosszon valé mérés érzékenysége csokken.
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Feladat
1. BAazisos jellegii vegyiiletek UV-Vis spektrumanak pH-fuggése
Benzokain (pKs=2,50) spektruméanak pH-fuggése (111-35. abra)

Erdsen savas kozegben a nitrogén nemkotd elektronparjanak az aromas gytriire
gyakorolt hatasa megsziinik, er6teljes hipszokrOm (Amax=286 NM — Ama=276 nNm) és
hipokréom (A=0,64 — A=0,08) eltolodas kovetkezik be.

111-35. dbra: Benzocainum (Ph. Hg. VIII) UV-Vis spektrumanak pH-fliggése
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2. Savas jellegii vegyiilet UV-Vis spektrumanak pH-fliggése

Paracetamolum (pKs=9,6) UV-Vis spektrumanak pH-fliggése (111-36. abra)

Lagos kdzegben a fenolatanion negativan toltétt oxigénje sokkal inkdbb tud
elektronokat kiildeni az aromds gytiri iranyaba, mint a szabad fenolos hidroxilcsoport,
ezért a spektrum batokrom (Amax=237 nm — Amax=262 nm) és hiperkrom (A;37=0,837
— Ap,=0,972) eltolddast szenved.
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111-36. abra: Paracetamolum (Ph. Hg. V1II.) spektrumanak pH-fliggése
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.17.2 Az oldOszer hatasa a spektrumokra

A szerves vegyuletek spektrumai Altalaban 20-40 nm félértékszélességii
kiszélesedett savokbdl allnak. Mivel a gydgyszermolekuldk nagy része tobb UV/VIS
tartomanyban gerjeszthetd elektront tartalmaz, valamint ezek az elektronok adott kotési
rendszerben tobbféleképpen gerjeszthetdk, egy anyag spektruma altalaban tobb savbol
all, amelyek csak nagyon ritkan kilondlnek el egymastdl teljesen. A finomszerkezet
megjelenése illetve elmaradasa tobb tényezd eredménye. A molekulan kiviili tényezdk
kozil lényeges megemliteni az oldoszerek hatasat. Az oldott molekulaval
kolcsonhatasba nem 1€pd apoldris olddszerek (pl.: izooktan, hexan) a polaris
oldoszerekkel ellentétben kedvez a finomszerkezet megjelenésének. Az oldoszerhatas
bizonyos s&vok eltoldédasat is eredményezheti (batokrém/hipszokrom illetve
hiperkrom/hipokréom eltolodasok). Igy pl. az oldészer polaritasanak novelése az n — m*
¢s az n — o* az atmenetnek megfeleld savok hipszokrom eltolodasat, a m — n*
atmenetnek megfeleld savok batokrom eltolodésat idézi eld.

Példa: Acidum salicylicum spektrumanak oldoszert6l valé fiiggése (111-37. abra)

82 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Gyogyszerkonyvi fizikai és fizikai-kémiai vizsgalatok

111-37. &bra: Acidum salicylicum (Ph. Hg. VIII.) UV-Vis spektrumanak olddszert6l
val6 fuggése
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[11.18 Az UV-spektroszkdpia felhasznalasa a gyogyszerkdnyvben
azonossagi vizsgalatra

A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv gyakran alkalmaz UV-VIS spektrofotometrias
vizsgald modszert, féként a gyogyszervegyiiletek azonositasa és tartalmi meghatarozasa
celjabol.

Az azonossag feltételeként két lehet6séget jelol meg a Gyogyszerkonyv:

1. A vizsgalt vegyliletbdl az adott cikkelyben eléirt moédon oldatot készitiink, majd
meghatarozott hulldmhossztartomanyban felvesszilk az anyag spektrumét. Ezt
kovetden az abszorpciés maximumon mért fajlagos abszorpcids koefficiens
értekét kell 6sszevetniink a cikkelyben megadott ertékkel vagy értéktartomannyal.

2. A vizsgalt vegyiilet eldirt modon elkészitett oldatat a cikkelyben meghatdrozott
abszorpciés maximum helyeken megmérjuk, azonossag esetén a mert
abszorbanciék arényai a kivant tartoméanyba kell, hogy essenek.

Tartalmi meghatarozashoz hiteles standarddal val6 kalibracié alkalmazasat irja el
a Gydgyszerkdnyv. A kalibracids egyenes egyenlete segitségével meghatarozhatd a
vizsgaland6 anyag el6irt modon higitott oldatanak koncentracioja.

111.18.1 Cyanocobalaminum azonositasa Ph. Hg. VIII. szerint

2,5 mg anyagot R vizzel 100,0 ml-re oldunk. Az oldat spektrumat 260 és 610 nm
kozott vizsgalva, 278 és 361 nm-en, valamint 547 és 559 nm kozo6tt abszorpcids
maximum talalhato. A 361 nm-es és az 547-559 nm-es maximumon mért abszorbanciak
aranya: 3,15 — 3,45. A 361 nm-es és a 278 nm-es maximumon mért abszorbanciak
aranya: 1,70 — 1,90.
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111-38. dbra: A cyanocobalaminum UV-VIS spektruma
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A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv altal megjel6lt abszorpcios maximumokon mert
abszorbanciék aranyai a kivant tartomanyokba esnek, igy a vizsgalt anyag eleget tesz a
gyogyszerkonyvi eldirasoknak, tehat azonos.

111.18.2 Aceclofenacum azonositasa Ph. Hg. VIII. szerint

50,0 mg anyagot R metanollal 100,0 ml-re oldunk. Az oldat 2,0 ml-ét R
metanollal 50,0 ml-re higitjuk. Az igy nyert oldat spektrumat 220 és 370 nm kozott
vizsgalva, 275 nm-en abszorpciés maximum talalhatdé. Az abszorpciés maximumon
mért fajlagos abszorpcios koefficiens 320-350.

111-39. dbra: Az aceclofenacum UV-VIS spektruma
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oldat koncentracidja 2,0 mg/100 ml lesz. A spektrumfelvételt kovetden megallapithato,

hogy 275 nm-en abszorpcidés maximuma van az anyagnak, A7s = 0,667.
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Egyszerti aranypart felhasznalva a szdmitashoz:

Ha ¢ =2 mg/100 ml A =0,667
Akkor ¢ = 1000 mg/100 ml A= (Al%)=x
1000 - 0,667
x= ———=3335 (320 - 350)

Az abszorpciés maximumon meért fajlagos abszorpcios koefficiens 333,5, ami a
kivant tartomanyba esik, igy a vizsgalt anyag eleget tesz a gydgyszerkdnyvi
eloirasoknak, tehat azonos.

[11.19 Abszorpciés spektrofotometria az infravoros (IR)
szinképtartomanyban

1.19.1 Az IR spektrofotometria alapjai

Az infravoros spektroszkéopia az infravords sugarzas (111-40. dbra) és az anyag
kolcsonhatasa soran bekovetkezd jelenségeket tanulmanyozza. Az infravords
tartomanyba es6 elektromagneses sugarzas (hullamhossza: 780 nm - 1000 pm,
hullamszama: 10 cm™-12 500 cm™ és frekvenciaja: 300 GHz — 384 THz) nem hordoz
elegendd energiat ahhoz, hogy az elektronokat gerjessze egy molekuldban, ehelyett a
rezgési és forgasi energiaallapotokat indukalja. Az infravords spektrumot analitikai
szempontbol kozeli, kdzepes és tavoli infravords tartomanyokra oszthatjuk (111-13.
tablazat).

111-40. &bra: Az elektromagneses spektrum tartomanyai
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111-13 tablazat: Az infravoros spektroszkdpia altalanos felosztasa

Tartomany Jel6lés Hullamhossz Hullamszam Frekvencia
(um) (cm™)
Kozeli NIR 0,8-2,5 12500 - 5000 375-120 THz
Kdzepes MIR 2,5-25 5000-500 120 - 12 THz
Tavoli FIR 25-500 500-25 12 THz - 600 GHz

Az infravoros spektroszkdpia alapulhat az IR sugarzas elnyelésén (abszorpcid),
visszaverésén (reflexio) es kibocsatasan (emisszid). Az IR spektroszkopiaban az
emiszids technika nem terjedt el. Leggyakrabban az abszorpcids technikat hasznaljuk.
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Ennek soran a vizsgalandé anyag a sajatrezgéseinek megfeleld hullamhossza fényt nyeli
el és a spektrumban abszorpciés sav jelenik meg. A spektrum altaldban a
transzmittanciat vagy az abszorbanciat abrazolja a hullamszam fliggvényeben.

A kémiai kotésekben 1évé atommagok rezgési amplitudojanak, azaz a kémiai
kotés rezgési energidjanak néveléséhez 5 kcal-mol™ nagysagrendi energia sziikséges -
szemben a kotésben 1évo elektronok magasabb energiaszintre torténd gerjesztéséhez
sziikséges 100 kcal-mol™ nagysagrendii energia tartomannyal. Az elébbi (5 kcal - mol™)
nagysagrend{i energiat a kozeli infravords (12500-5000 cm™) és a kézepes infravoros
(5000-500 cm™) hullamszamu sugarak képviselnek.

A molekulék rotaciés energiajanak novelését a kis hullamszama (500-25 cm™)
tavoli infravords és mikrohullamu sugarak okozzak, melyek gerjesztéséhez sziikséges
energiakvantumok igen kicsik (kb. 10 kcal - mol™).

Egy tébbatomos molekula barmely elektronallapotaban nagyszamu rezgesi allapot
létezik, és ezek mindegyike tovabb osztodik rotdcids szintekre. A rotacios
finomszerkezet azonban csak gaz halmazallapotban figyelhet6 meg, ahol, a molekulak
kozott nincs szamottevé kolcsonhatds. Oldatban  vagy szilard formaban a
finomszerkezet egybeolvad egy sima vonall rezgési rotaciés savva, amely
természetesen sokkal keskenyebb, mint az ultraibolya vagy lathatd tartomanyok
elektronrezgési rotacios savjai.

Az infravords spektrumban azoknak a molekularis rezgéseknek és forgasoknak
gerjesztddése okoz abszorpcidt, amelyek soran megvaltozik a molekula
dipélusmomentuma. Ezért csak az elemi kétatomos gazoknak (pl. O,, N, stb.) nincs
infravords spektruma, minden egyéb vegyiletnek van.

A molekularis rezgések funkciojat és ennek megfeleléen a rezgési (vibracios)
spektrumban megjelend abszorpcids savok hulldmszamét az atomok tomege és a
kozottiik hatdé erdk szabjak meg. Ezért az infravords spektrumok nagymértékben
individualisak, azaz nincs két kiilonboz6 vegyiilet, amelynek azonos IR spektruma
lenne. Ezért az infravords spektrum sokkal egyértelmiibben hasznalhaté azonositési
célokra, mint egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagok. A Gyogyszerkonyv a legtobb szerves
gyogyszeralapanyag un. ,Elsddleges” azonossdgi vizsgalatai kozott eldirja a
bevizsgaland6 készitmény és a megfeleld kémiai referencia-anyag (CRS) infravoros
spektrumanak 6sszehasonlitd vizsgalatat.

A rotacids spektrumok a tavoli infravoros illetve a mikohullamd tartomanyban
jelentkeznek. Ezek a szinképek a kozonséges infravords technikdval nem
tanulmanyozhatok, alkalmazasukkal a mikrohullamu technika foglalkozik.

A rezgési, vagy vibraciés szinkép a spektrum 4000 cm™ - 400 cm™ hullamszam
tartomanyban, az an. ,analitikai” infravords tartomanyban jelenik meg. A rotacios
szinképekhez viszonyitva a rezgési (vibracios) tartomany kisebb hullamhosszak felé
torténd eltolodas tikrozi, hogy a rezgési energiak a rotacidos energiakndl
nagysagrendekkel nagyobbak (111-13. tablazat).

A kozepes (vagy analitikai) infravoros tartomany a vegyérték és a deformacios
rezgések tartomanya. A spektrumok két jellegzetesen kiilonb6zé részletre bonthatok:

86 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Gyogyszerkonyvi fizikai és fizikai-kémiai vizsgalatok

1. A vegyértékrezgések tartomanya (4000 cm™ — 1500 cm™), ahol jellegzetes
funkcios csoportok rezgései jelennek meg. Ez a tartomany elsdsorban nem magara
a vegyiiletre, hanem a vegyiiletben talalhaté funkcios csoportokra jellemzo.

2. Az Un. ,,ujjlenyomat” tartomany (1500 cm™ — 400 cm™), ahol az adott vegyiiletre
jellemz0, egyedi, deformécids rezgések jelennek meg.

A rezgé mozgas soran a molekuléat alkoté atomok egyensulyi helyzetiik koril
rezgéseket végeznek, mikézben a molekula tomegkdzéppontja helyben marad. A rezgés
akkor jar elektromégneses sugarenergia abszorpciojaval, ha rezgés kdzben megvaltozik
a molekula dip6élusmomentumanak valamelyik komponense.

Egy N atombdl all6 molekuldnak N-6 (linearis molekula esetén N-5) fiiggetlen
rezgése van. Ez abbol kdvetkezik, hogy minden atom a tér harom iranyaba mozoghat
szabadon. Ebbdl le kell szamitani a teljes molekula egyiittes elmozduldsat (3 irany) és
elfordulasat (3 irany, de linearis molekula esetén — az atomok altal meghatarozott
egyenes szerinti elfordulds kiesésevel — csak 2 irdny). A fliggetlen rezgéseket
normalrezgéseknek nevezzik. A norméalrezgések soran az egész molekula ugyanazzal a
frekvenciaval rezeg, ezt a frekvenciat nevezziik normélfrekvencianak.

A vegyértékrezgések szemléletes leirdsara megfelelé lehet a kétatomos
molekulamodell. Kétatomos molekuldk esetén a legegyszeriibb feltevés, hogy mindkét
atom a masi felé, vagy attdl eltavolodva mozog, egyszerii harmonikus mozgassal. Mas
szoval, az egyensulyi helyzettl vald eltavolodas az id6 szinuszos fliggvénye. A ket
pontnak ez a mozgasa visszavezethetd egyetlen tomegpontnak (amely a kétatomos
rendszer redukalt tdmege - p) az egyensulyi helyzete koriili harmonikus rezgd
mozgasara. Igy jutunk a harmonikus oszcillaitor modelljéhez, amelynek
torvényszertiségei jo kozelitéssel leirjak a kétatomos molekulak rezgési szinképeit.

I11-41. &bra: A harmonikus oszcillator modellje

r r
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m, < >:‘ > m,
@\ MY
|< L |

S: stlypont; ry, ry: a sulyponttol valé tavolsagok

A harmonikus oszcillator (I111-41. abra) rezgésekor a p tomegii pontra az
egyensulyi helyzettdl valo tavolsaggal aranyos F visszatérito erd hat:

F=-k-x
ahol
k = er64allando

A harmonikus oszcillator jellemz0 adata a rezgésszam (frekvencia), ami a
klasszikus mechanika szerint a kovetkez6 képlettel adhatd meg:
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ahol
k = erdallando
u = redukalt ttmeg

A redukalt tomeg az m; €s m, tomegek értékeibdl a kovetkez6képpen szamithato:

mq - My
K m;+m,

A harmonikus oszcillatorra jellemzd frekvencia (v) helyett koénnyen
kiszamolhatjuk az infravoros spektroszkopiaban hasznalatos hullamszam (v') értékét:

. 1 k

v=— |-
2nC | u
ahol
¢ = a vakuumban mért fénysebesség

Az Osszefliggésbol kvantitative kitlinik, hogy a harmonikus oszcillator rezgési
frekvencidja annal nagyobb, minél nagyobb a rugd erékonstansa — vagyis minél erésebb
a rugd — és minel kisebb a redukalt témeg, illetve a golyok tomege. Kétatomos
molekulara ezt Ggy fogalmazhatjuk, hogy a molekularezgés annal nagyobb
frekvenciaji, minél erdsebb a két atom kozotti kémiai kotés és minél kisebb a rezgd
mozgast végzd atomok tomege. Az erékonstans tehat a kémiai kotés erdsségét, a
kotesrendet fejezi ki. Nagysaga egyszeres kotés esetén 4-6 newton/cm kozt lehet.
Kétszeres kotés esetén 8-12 newton/cm kozé eshet, vagyis a kétszeresére ndhet,
haromszoros kotésnél pedig 12-18 newton/cm kozti ertéket vehet fel, ami haromszoros
novekedésnek felel meg. Ha az dsszefliggésben szerepld konstansokat behelyettesitjiik:

. K
v'=1303 |— [cm™]
U

akkor kvantitative is kovethetjlk, hogyan alakul az infravords abszorpcié hullamszama
a kotésrendnek, valamint a rezgd atompar tomegének a valtozasaval.

A normalrezgéseket elsé kozelitésben két nagy csoportba sorolhatjuk: az egyik
tipus esetén az atomok a vegyértékkotés iranyaban mozdulnak el, igy a kotestavolsagok
periodikusan csokkennek, illetve nének. Ezeket a rezgéseket vegyertékrezgéseknek
nevezzilk. A masik csoportba sorolhatd — an. deformacidsrezgések soran a kotési
szogek valtoznak periodikusan.

Mint a vegyertékrezgéseknek, mint a deformécids rezgéseknek tébb tipusa
lehetséges. Jellésukre tobbféle rendszer alakult ki, de egyik sem valt altalanosan
elfogadottd. A Holly Séandor és Sohar Pal altal javasolt jel6lésrendszer logikus,
attekinthet6. A legfontosabb rezgestipusok bemutatasat és Holly és Sohar altal javasolt
jeloléset a 111-14. tablazat foglalja 6ssze.
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sikban deformacids rezgés
(rocking)

BasXY 2, Bas(=XY?2)

Torzids, aszimmetrikus
sikra merdleges
deformacios rezges

YasXYZ

111-14 tablazat:
Csoport Rezgéstipus Elnevezés Jelolés
- —> Loaz ‘ VXY, V(=XY),
o . Vegyértékrezgeés VX=Y
'—$ Sikdeformacids rezgés BXY, BEXY)
XY
Sikra mer6leges _
‘ % deformacios rezgés XY, 1(=XY)
X =Y deformacios rezges 5XY
(ha nincs kituntetett sik)
Aszimmetrikus _
\/ vegyértékrezgés VasK Y2, Vas(ZXY2)
Szimmetrikus _
\/ vegyértékrezgés VX2, v5(=XY2)
Oll6z6, szimmetrikus
sikban deformacids rezges | PBsXYaz, Bs(=XY2)
) _ (scissoring)
Nem lineéris
XY, v Kaszald, aszimmetrikus
. ]

(twisting)

+
+

Bdlogato, szimmetrikus
sikra merdleges
deformacios rezges
(wagging)

s XY2, Ys(:XYZ)

Linedris
XY,

Szimmetrikus
vegyeértékrezgés

VsYXY, vsY=X=Y

K

Aszimmetrikus
vegyeértékrezgés

VasY XY, Vas Y=X=Y

+
1
+

g

Elfajult deformacios
rezgés (nincs kitlintetett
sik)

OYXY, dY=X=Y
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Csoport Rezgéstipus Elnevezés Jelolés

Vaz vegyértékrezgés

vasCC
BasCC
vasCC
o Ezeket nem jel6lik
Gytrds bt ok kiilon
vegyuletek A gytr( sikjaban . K
néhany végbemend deformaciés | Szimbolumokkal,
. ,, rezgés hanem azt a
jellemz6 s e s
o kotestipust tuntetik
rezgésmaodja
fel, amelynek
rezgéskaraktere
elsésorban (esetleg
o ) kizarolagosan)
A gylrti sikjara merSleges | érvényesil benne.
deformacios rezgés
111.19.2 Gyakorlati spektroszkoépia

111.19.2.1 FT IR technika elonyei

Altaldban a gydgyszerészi gyakorlatban a 400-4000 cm™ terjedé Gn. kozép
(analitikai) IR (medium IR: MIR) tartomanyt hasznaljuk. A mai IR spektroszkdpiai
gyakorlatban csupan Fourier transzformécios — azaz FT IR — készlilékek hasznélatosak.
Ezek szamos elonyt kinalnak a régebben hasznalt diszperzids készulékekkel szemben.
Egyrészrdl itt a teljes frekvenciatartomanyban szimultan mériink, ez igen nagy javulast
ad a fontos jel/zaj viszonyban. Masrészrdl itt nincs rés, ami a fényerdt csokkentené,
ezért a mérés érzékenysége igen megnd. Ezen feliil a késziilékekben lehetséges a
fénysugarat egy bizonyos frekvenciaval (amplitidé modulacié) szaggatni, ami a szért
fényt minimalizalja. Végul a hulldmszam-stabilitasa meglehetésen jo, mivel ez a He-Ne
igen megnd a diszperzios modszerhez képest. A spektralis felbontas igen jo (lehet 0,5
cm? is). Gyors mérési id6 (30 sec) alatt kapunk értékelhetd spektrumot. A
mintaszikséglet igen csekély, 0,5 mg-bol tudunk spektrumot felvenni. VVégul a mddszer
a szamitogép segitségével lehetdvé teszi a spektrumok szerkesztését (alapvonal
korrekcid, spektrumok 6sszeadasa, kivonasa, tarolasa, spektrumkonyvtar hasznalata
valamint spektrumok 6sszehasonlitasa).

111.19.2.2 A késziilék miikodési elve

A készulék legfontosabb része az un. Michelson féle interferométer. (111-42. dbra). A
fényforrasbol a sugarzas tikrok segitségével jut a fényosztdra, amely két részre osztja.
Egyik rész atmegy rajta, a masik visszaverédik. Mindkett6 egy tiikrot ér el — mozgo és
allo tukor. A mozgd tikrot éri el az ateresztett feny, amely egyenletes sebességgel
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mozog, az allot a visszavert. A mozgd tukér maximalis elmozdulasa csak
centimétereket jelent; a mozgatd6 motor az egyetlen mozgd alkatrésze a
spektrometernek. A két tikor a fénysugarakat visszaveri és ezek interferdlnak a
fényoszton. A tiikor mozgatasa miatt a két fénysugar kozott Gt- és intenzitas kilonbség
van. A sugarzas atjut a mintan es végul eléri a detektort. A kapott jel egy interferogram
(a sugérzés intenzitdsa az utkilonbség fliggvenyében).

I11-42. &bra: Fourier transzforméacids Michelson interferométeres IR spektrofotométer
felépitése

fényforras

ferdetengelyl |
parabola tikér / fokuszald tikor
'___A— |
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ﬂ AN

minta .
mozgd tiikor

detektor

interferogram

fokuszald tikor

A keszulék egy He-Ne lézert is tartalmaz, ami biztositja a hullamhossz skéla
pontossagat. A FT IR spektrométert szamitdgép vezérli. Az interferogrambol Fourier
transzformacio utan keletkezik az egysugaras IR spektrum. A minta és a referencia
spektrumabdl (a minta spektruméat pontonként elosztva a hattérrel) kapjuk a szamitogép
révén automatikusan a kétsugaras transzmittancia IR spektrumot, valamint a reciprok
logaritmusabdl kapjuk az abszorbancia spektrumot.

111.19.2.3 Optikai anyagok (KBr, NaCl, KRS-5)

Ezek alatt a spektrométerekben hasznalt lencsék, ill. prizméak értenddk, de
ugyancsak fontosak a folyadék- es gaz-felvételi technikdban hasznalt kivetta ablakok,
valamint a szendvics felvételekhez alkalmazandé ablakok.

Ezek jellemzdje, hogy az infravords sugarzast atengedik, de a mechanikai
szilardsaguk nem nagy és vizben oldddnak. Ezt a kiivettaknal feltétlendl figyelembe kell
venni. A natrium-kloridra és a kalium-bromidra ez mind érvényes, az utébbi vizben
rosszabbul oldddik és jobb mechanikai tulajdonsdgu, kevésbé torékeny. Optikai
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tulajdonsagai is jobbak — az IR tartomany alacsonyabb frekvencianal jobban atereszt,
hatrdnya a magasabb &ra. Ezen kivil a KRS-5 név alatt hasznalt tallium-jodid-bromidot
kell emliteni. Ennek eldnye, hogy vizben nem oldodik, azonban lugos oldatokra
érzékeny, nagy a torésmutatdja — ez nagy un. reflexios veszteséget jelent. Ezért is
alkalmazzak az ATR (attenuated total reflexion technikaban, lasd késébb). Nagy
hatranya azonban, hogy igen toxikus!

111.19.2.4 Oldoszerek

Az olddszerekkel szemben szamos kovetelményt varunk el. gy jol kell oldaniuk a
mintat, nem reagalhatnak vele, vagy a kilvetta anyagaval, spektroszkopiai tisztasaguak
legyenek (ez rendszerint magas arat is jelent!) és optikailag megfeleldk, azaz az IR
tartomanyban ateresztok (111-43. abra).

111-43. &bra: Az FT IR spektroszkopiaban leggyakrabban hasznalt olddszerek
értékelhetd szinképtartomanya
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Egyik oldoszer sem felel meg ezeknek a feltételeknek teljesen. Az oldoszerek
elnyelését kompenzalni kell. Ha az olddszer elnyelése nagy egy bizonyos spektralis
tartomanyban, akkor a minta sajat savjai nem lathatoak. Méasrészt az oldoszer a mintaval
kolcsonhatasba keriilve mas elnyelést mutat. A Fourier technika lehet6vé teszi, hogy az
oldoszer spektrumat kivonjuk a minta spektrumabdl. igy azonban Gn. almaximumokat
kaphatunk a kolcsonhatasok miatt. Ez a legkevésbé érvényes a CCl, és a CS;
oldoszerekre, amelyek idealis apolaris — a mintaval nem kolcsonhatasba 1ép6 —
oldészerek. Sajnos a CCly nagy hatranya, hogy igen mérgez6 és sokkal rosszabb
olddszer, mint a kloroform.
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111.19.2.5 Felvételi technikak
1. Szilard anyagok

a.) KBr sajtolasi technika

Ez a technika az egyik legelterjedtebb a gyogyszervizsgélatban is, noha az ATR
modszer is egyre teret hodit. A mddszer igen kis mennyiségii (0,5mg) mintat igényel,
melyet KBr-dal, mint matrixszal keverink. A KBr jo minéségii (Merck KBr), melyet
elétte 105 °C-on kiszaritunk, exikatorban hitiink le és ott taroljuk. A KBr pasztilla
készitéséhez 300 mg KBr-ot elegyitink a fenti minta mennyiségével és ezt
achatmozsarban a mintaval elddrzsoljik. Ezt egy acélgyliriibe oOntjik, majd nagy
vakuummal eltavolitjuk a levegét. Ezutan hidraulikus préssel igen nagy nyomason
(8 t/cm?) 4tlatsz6 pasztillava sajtoljuk a port. A kapott rendszer egy szilard oldat, az
0sszehasonlitd — ugyancsak egy KBr pasztilla — amely nem tartalmaz mintat. A pasztilla
nem hasznalhato, ha szabad szemmel vizsgalva attetsz6sége nem egyenletes, vagy ha
2000 cm™ (5um) komyékén — amennyiben a vizsgalandé anyagnak itt nincs
karakterisztikus abszorpcios sévja — kompenzacié nélkul mért transzmittanciaja, ha
nincs mas eldiras kisebb, mint 75%.

A modszer hatranya, hogy lehetdség van polimorf atalakuldsra mar a poritas
soran, ahol a polimorfok abszorpcioja eltéro.

A KBr viztartalma ma az FT IR spektrométerek kordban kevesebb problémat
okoz, mivel azt a minta spektrumabol kivonhatjuk. Ugyancsak problémat jelenthet a
KBr viztartalma akkor, ha az nagy nyomason kémiai reakciét indit el. Ezen felil maga a
KBr is mint ionos vegyilet nagy nyomason bizonyos reakciokra hajlamos.

b.) Filmképzés a megolvasztott szilard anyagbol KBr vagy NaCl lemezek kozott
(vagy oldatbadl)

Olvadékfilmet készithetlink alacsony olvadaspontl anyagokbol. Ezekbdl kis
mennyiséget az ovatosan eldre felmelegitett ablakra — KBr vagy NaCl — olvasztunk és
egy masik ablakkal 6sszenyomva hiil ki a rendszer. Hasonl6an oldatbdl is készithetiink
filmet, ha az oldatot egy KBr ablakra cseppentjiik fel, majd az olddszert elparologtatjuk.

c.) Szuszpenzids vagy mull technika
Ennél a technikdnal a mintat paraffin olajban (nujol: Cy.3o paraffin elegy)
szuszpendaljuk el. (A minta 1-2 mg-jat achatmozsérban elporitjuk és par csepp nujollal
eldorzsoljik. Ezt a szuszpenziot egy KBr ablakra kenjlk és egy masik ablakkal fedjuk
le.) Igy a KBr pasztillanal a nagy nyomason lejatszado reakciokat elkeriiljiik, de a minta
CH savijait zavarjak a nujol CH abszorpcios savjai (111-44. abra).
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I11-44. dbra: Nujol FT IR spektruma
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Mintaelokeészités — A szilard anyagok esetén ez fOleg szaritdst jelent. A
Gyobgyszerkonyv — eldirdsa  szerinti  homérsékleten, azaz szobahdmérsékleten
exikkatorban vagy magasabb homérsékleten fiitheté csdexikkatorban.

2. Folyadékok és oldatok

A folyadékok felvételénél két lehetdséglink van. Nagyobb mennyiségii
folyadéknal kivettat alkalmazunk, ennek rétegvastagsaga lehet csupan néhany
szdzadmilliméter. A kiivetta lehet szétszedhetd vagy fix. Kevésbé illékony folyadéknal
szétszedheté folyadék-kivettat (111-45. abra) hasznalunk. Elénye, hogy gyorsan,
egyszeriien Osszeszerelhetd, szétszedhetd és tisztithatd. Ezzel szemben pontossiga
rosszabb, mint a fix kuvettaé.

A fix kilvettakat haszndljuk az illékonyabb olddészerek esetén, mert ezek a
rétegvastagsagot igen pontosan tartjak szemben a szétszedhet6 kiivettakkal.

A folyadék-kiivetta megtoltése fecskenddvel torténik buborékmentesen. Hasonldan
fecskendével végezziik a tisztitast is.

111-45. dbra: Folyadék-kivetta 111-46. dbra: KRS-5 szendvics

Szendvicsfelvételek — Abban az esetben, ha a rétegvastagsdg nem fontos, vagy a minta
mennyisége kevés, akkor két infra-atereszt6 ablak — véglap (pl. KBr ablak) — kozétt is
felvehetjik a spektrumot. Az egyikre egy-két csepp folyadékot csepegtetink és egy
masik ablakkal buborékmentesen lezarjuk. (Ha a két ablak kozott levegdbuborék van,
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akkor a spektrum nem hasznéalhat6!) Ez kb. egy 10-20 um vastagsagu réteget ad (111-46.
abra).

Az oldatfelvételeknek kiilonleges jelentdségiik van az intermolekuldris
kolcsonhatasok  tanulmanyozasdban. A szilard mintat kiilonb6z6 polaritasa
oldoszerekben vizsgalva az intermolekularis kolcsonhatdsok megsziinnek, mig az
intramolekularisak megmaradnak.

3. Gazfelvételek

A gazok felvételénél hengeres fall gazkuvettakat alkalmazunk, melyeknek
ablakai — véglapok — IR ateresztéek (111-47. &bra). Ezek hossza valtozd (10 cm-t6l
valtozik, de a nagyon hosszU kiivetta nem alkalmazhato a spektrométerekben.) A
gazanalizisben az eredményeket befolyasoljak az egyéb parameéterek: nyomas, az
atmoszferikus CO, és nedvesség tartalom, stb. A kivettak csappal vannak ellatva. A
klvettat evakuéljuk, majd — a vizsgélandé gazt tartalmazo tartaly és a kivetta kdzé
megfeleld vezetéket iktatva — a zarocsapon vagy a tliszelepen at a kivant nyomasra
toltjuk. Ha sziikséges, a légkori nyomast a cellaban infravords-atereszté gazzal (pl. R
nitrogén vagy R argon) allitjuk be. A viz, a szén-dioxid, vagy az egyéb legkori gazok
zavar0 abszorpciojanak elkeriilése érdekében az dsszehasonlitd gazkivettat evakualjuk
és infravoros-ateresztégazzal toltjiik meg.

111-47. dbra: Gazkiivetta

4. FelUletek vizsgalati modszerei Gyengitett teljes reflexios (attenuated total
reflexion = ATR v. multiple internal reflecion = MIR) technika

Az IR fény egy nagy IR torésmutatoju prizman megy at. (Anyaga lehet KRS-5,
ZnSe, ZnS, Ge, stb., 111-48. &bra). A fénysugarak az 1. fazisbol érkeznek a 2. fazis
hatarfellletére és a beesési szogik nagyobb, mint a hatarszég. igy a fazishataron teljes
reflexiot szenvednek. A tdbbszords teljes reflexié megsokszorozza az abszorpciot. A
tobbszords visszaverddés révén né a modszer érzékenysége is. A spektrumok
hasonlitanak a normal transzmisszios spektrumokra, noha részben més mechanizmussal
jonnek létre. A moédszer eldnye, hogy nincs mintael6készités, a minta visszanyerhetd,
vizes oldatok is vizsgalhatok, azonban gyengébbek a spektrumok, mint a
transzmissziosak.
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111-48. dbra: ATR egység
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A mintat egy gyémantcella préseli hozza a prizmahoz ZnSe. Ezt "golden gate"
egységnek nevezik, mivel a fény dtja a nevezetes hid alakjahoz hasonlit. A
gyogyszerészi analitikaban a modszernek egyre nagyobb jelentdsége van, alkalmazzak a
feluletek vizsgalatara — krém formaban hasznalt gyogyszerek tubusainal, rostoknal,
kendcsoknél, bevonatoknal, stb.

111.19.2.6 Az FT IR készulék kalibralasa. A hullamszam-skala hitelesitése

A hullamszam skala hitelesitését valamint a felbontoképesség ellendrzését
rendszeresen el kell végezniink. A Gyogyszerkonyv eldirdsa szerint a hullamszam-
skalat polisztirol félidval hitelesitjik. Hattérként a levegd spektrumat vesszik fel, majd
a polisztirol féliat helyezzik a fénydtba és felvessziik ennek a spektrumat. A spektrum
alapvonal korrekciojat elvégezzilk. A polisztirol spektruménak a gyogyszerkonyv altal
megadott savjainak transzmissziés minimumait, (abszorbciés maximumait) tiintetjik fel
a lenti tablazatban (111-15. tablazat). Az aktualisan mért értékeknek a megadott tiirésen
belll kell megegyeznilk a tdblazatban szerepld értékekkel (111-49. bra).

111-15 tablazat: Polisztirol-film transzmittancia minimumai az elfogadhaté
ttréshatarokkal (Ph. Hg. VIII.)

Hul(l:rr:g;am Turéshatar
3060,0 (+1,5)cm™
28495 (+15)cm®
1942,9 (+1,5)cm™
1601,2 (+1,0)cm™
1583,0 (1,0 cm™
1154,5 (+1,0)cm™
1028,3 (+1,0)cm™
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111-49. abra: Polisztirol film FT IR spektruma a hullamszam-skala hitelesitéséhez kell6
sdvokkal
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A Gyodgyszerkdonyv a vizsgalando anyag és a referencia felvételénél még a
kovetkez6 kivanalmakkal ¢él. A referencia és a vizsgalando anyag spektrumanak
dsszehasonlitasanal 3 polisztirol sévot (2849,5 cm™, 1601,2 cm™, 10283 cm™) a
vizsgalandé anyag spektrumara kell igazitani és ugy Osszehasonlitani Oket. (A
hullamszam-skala 0,5%-an belul kell a vizsgalando és a referencia spektrumanak
megegyezni.) Ezen fellil a sdvok relativ méretének is meg kell egyezni.

A felbontoképesség ellendrzése

A Gyogyszerkonyv elbirasa szerint a vizsgalathoz az el6z6ekben emlitett
polisztirol foliat alkalmazzuk. Az el6éz6éekben leirt mddon felvett polisztirol IR
spektrumaval dolgozunk. A Gyégyszerkényv el8irasa szerint a 2870 cm™-nél talalhaté
transzmissziés maximumon (A) és a 2849,5 cm™ -en mért transzmissziés minimumon
(B) mért szazalékban megadott transzmittanciak kilénbsége nagyobb legyen, mint 18
(111-50. abra; x tavolsag).

Emellett az 1589 cm™-nél 1év§ transzmissziés maximumon (C) és az 1583 cm™-
nél 1évo transzmisszios minimumon (D) mért szazalékban megadott transzmittanciak
kilénbsége nagyobb legyen, mint 12 (111-50. &bra; y tavolsag).
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111-50. &bra: A felbontoképesség ellenérzése (polisztirol film spektrum részletei)
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111.19.2.7 Mennyiségi meghatarozasok IR spektrofotometriaval

Ezek fizikai alapja a Lambert-Beer torveny:

E=lgly/l=¢cl
ahol
E = extinkcio vagy abszorbancia
lo = beesd fény intenzitasa
| = athaladd fény intenzitasa
¢ = koncentréci6 (g/cm®)
¢ = extinkci6s vagy abszorpciés koefficiens (cm?/g)
| = rétegvastagsag (cm).

A modszer meglehetdsen hullamszam fiiggd. Az eredményes méréshez talalnunk
kell egy maximumot, ahol intenziv és szelektiv abszorpcié van, nincs atfedes maés
elnyelésekkel. Elonye, hogy tobb komponens egymas mellett mérhetd gyors roncsolas
mentes modon. Azonban az IR kvantitativ méréseket megneheziti, hogy a spektrumok
igen sok esetleg atfedd savot tartalmaznak, ezért 3-4 komponensnél tobb Osszetevot
nem vizsgalhatunk. Az abszorpcids savok intenzitasa széles hatarok kdzott valtozik, az
érzékenysegre nem tudunk altalanos adatot megadni. A mérési korulmeényeket
standardizalnunk kell, az elérhetdé pontossdg széles hatarokon beliill valtozik
(0,01-10%), mivel igen sok paraméter befolyasolja. A mérési mddszeriink lehet az un.
base-line (alapvonal) modszer, amikor az elegyben a kiséréanyagok hattérabszorpcidjat
az alapvonal szerkesztésével kiszoboljuk ki. Hasznalhatunk egy standard anyagot
kalibracios sorozatként, amely az elegyiink komponense, vagy egy belsé standardot,
amely egy intenziv elnyelésii inert, fliggetlen anyag.
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111.19.2.8

Karakterisztikus rezgesi frekvenciak

A kovetkezo fejezetben a FT IR spektrumok értékeléséhez sziikséges tablazatokat
adjuk meg irodalmi forrasok alapjan. Ezen munkaban felhasznaljuk a karakterisztikus
frekvenciakat (maximumokat), ezek intenzitisat, valamint a savok alakjat. A
tablazatokban a lényegesebb, intenzivebb savokat adjuk meg, a kevésbé lényeges,
gyengébb savokat zardjelben talaljuk (111-16-24. tablazat).

I11-16 tablazat: Telitett szénhidrogének jellemz6 IR maximumai

Csoport Rezgéstipus (Eclrrrl]y_/lgles helye Megjegyzés
_ Vas CH3 2960 keskeny, intenziv;
CHs .
vs CH3 2870 Vas erésebb, mint vs
das CH3 1460 kdzepesen keskeny,
ds CHs 1380 } kozéperds; 0,5 erésebb, mint s
_ - Vas CH2 2925 - ;
CH, ve CHy 2850 mint vas CH3 és vs CH3
Bs CH, 1470 keskeny; kdzepes erdsségii
Bas CH2 720 kissé széles; kozepestol erdsig
valtozo
111-17 tablazat: Telitetlen szénhidrogének jellemzé IR maximumai
Csoport Rezgéstipus E:Ir%(;les helye Megjegyzés
Vas CH 3080
=CH as 2 7 o o oy 1 r
2 ve CH, 2975 } ¢les; néha tobb, kdzéperds sav
>C=C vC=C 1680 — 1640 keskeny; intenzitasa valtozo
=CH, Bs (=CH, ) | 1420 - 1400 néha két sav, valtozo intenzitassal
=CH— Y (=CH ) 990 &s 910 kdzepes szélességll, rendszerint
=CH, y (=CH, ) nagy intenzitasu savok
—C=C V( CH) 3450 - 3300 tobbnyire keskeny; gyenge
v C=C 2300 — 2100 ke§keny; S erdssége
szimmetriafliggd
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111-18 tablazat: Aromas szénhidrogének jellemz6 IR maximumai

Csoport Rezgéstipus (Eclrr;])_/ltiles helye Megjegyzés
kozéperds; tobbnyire
© v CH 3100 - 3000 multiplett
felnangok €s enge; Kisintenzitasu
kombinAciés 2000 — 1600 gyenge,
. savrendszer
rezgések
v CC 1600 (1580) erds; keskeny,
aromas és a savok intenzitadsa (abszollt
vazvegyeérték rezgés | 1500 (1450) és relativ) valtozo
y CC 710 - 690 erds; ¢les
v (=CH ) 900 — 730 erds; erlyesf a szubsztituciora
jellemzd savok
111-19 t&blazat: Alkoholok és fenolok jellemz6 IR elnyelése
Csoport Rezgéstipus E:Ir%gles helye Megjegyzés
—OH vOH 3650 — 2500 az asszociacio fokatol fligg
vOH ¢les; valtozo erdsségii,
,monomer”  OH- | 3650 — 3590 primer, szekunder, tercier és
sav fenolos OH némileg eltérd
vOH s oo
_dimer” OH-sav 3550 — 3450 széles; valtozé erdsségli
vOH . o
_polimer” OH-sév 3400 — 3220 igen széles; erds
vOH
intramolekuléris 3600 — 3450 a dimernél élesebb
hidrogénhidkotés
vOH .
kelatokban 3200 - 2500 széles
v C-O(H) 1230 — 1000 erés
primer —O(H) 1050
szekunder —O(H) 1100
tercier —O(H) 1150

Az asszociacid meglehetésen befolyasolja az OH-vegyuletek IR elnyelését

(monomer, dimer és polimer OH savok), valamint az alkoholok rendlisége is
befolydsolja a monomer savot. Intermolekularis H-hidak jelenlétét oldatspektrumok
(apoléros oldoszert, pl. kloroformot, felhasznalva keészitunk higitasi sorozatot)
felvételével tudjuk tanulmanyozni. Intermolekuléris H-hidak a higitassal megsziinnek és
a polimer savbol elészor dimer, majd monomer keletkezik. Ezt a dimer és polimer
abszorpciés maximumok fokozatos intenzitascsokkenése (eltiinése) és a monomer sav
intenzitas ndvekedése kiséri. Intramolekularis H-hidat Iétesit6 csoportok IR maximumai
a higitassal nem valtoznak. A mintak nedvességtartalmanak elnyelése 3600 - 3100 cm™
kdzott van.
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111-20 tablazat: Karbonil vegyitletek IR abszorpcioja (vCO savok)

Elnyelés  helye . ,

Csoport (cm™) Megjegyzes
}StTOK nyilt lancd, konjugélatlan

C 1715

S ketonok
a, B — telitetlen keton 1675
ArGT 1690

o}
Ar_g_’” 1665
ciklohexanonok 1715
ciklopentanonok 1745
Aldehidek )
0 175 (gyenge sav 2820 — 2720
—C’ cm™ kozétt, dublet, vCH)
H
a, B telitetlen aldehid | 1685
Ar—CHO 1700
Karbonsavak
—COOH 1760 monomer
1710 dimer

vOH savok
monomer 3550 éles
ciklusos dimer 3400 — 2400
R COO 1625 — 1500 vas CO5 erds
karboxilatok 1410 - 1300 vs CO,” kbzepes
ROCOOR 1750 — 1720 konjugalatlan
észterek
konjugélt észterek 1730-1710
aromas észterek 1720
o — laktonok 1735
v— laktonok 1770

Karbonilvegyiiletek IR abszorpcidjat befolyasolé tényezok

Az TR maximumokat sok tényezd valtoztathatja. fgy a fizikai allapot (COgs>
COrolyadék), & Szomszédos atomcsoportok hatéasa (-1 effektussal bird csoportok novelik a
frekvenciat, mig a N mezomer effektusa csokkenti, Id. példaul a karbonsav-kloridok és
az amidok példajat).

A konjugacié egy szomszédos C=C-vel vagy aromas gyiirtivel kb. 20-30 cm™
csokkenest okoz, mig a sav intenzitasa nd. Ezen feliil a gytirtifesziilés frekvenciandveld
hatast. Az asszociaci6 ugyancsak befolyasolja a maximumokat (20-30 cm™ csokkenést
okoz a szabad C=0-hoz képest).
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111-21 tablazat: Aminok IR abszorpcidja

Csoport (Eclrr;])_/ltiles helye Megjegyzés
R—NH, 3500 — 3300 vNH, (2 sav tavolsaga 100 cm™),
primer amin (monomer) erds
R_N_g 3350 - 3310 vNH, gyenge
szekunder amin
H
R—N-Ar 3450 — 3400 vNH, gyenge
és
H
Ar—N—Ar
Y 3000 és 2000 v NHj , erds, széles és igen
3 »-ammoniumsav” gyenge sav
N\t 2700 — 2250 + N ]
NH; _ammoéniumsav” v NH, , er@s, széles (dublett)
“NH 2700 — 2250 I Kz6Derd 1
A amméniumsay” v NH , kdzéperds, széles
. 2500 — 2300 v NH, , k6zéperds, lehet
e »-ammoniumsav” tobb sav
R—-C=NH 1650 — 1600 v C=N, kozéperds
iminek

111-22 tablazat: Amidok IR abszorpcidja

Csoport Elnyelés helye (cm™) Megjegyzés
. Monomer .
Amidok (Két sav) asszocialt
3500, 3400 | 3350 - 3200 vNH,

0
R-Z 1690 1650 amid | sav

NH,
primer 1600 1640 amid Il sav

~ C,,O 3440 3300 vNH
R “NHR' 3070
szekunder 1680 1655 amid |
1530 1550 amid 1l

0

R-C{ R | 1650 1650 amid |
‘R

tercier
Laktamok
8 — laktamok | 1670 (monomer) amid |
v — laktdmok | 1700 (monomer) amid |
Karbamidok | 1660 amid |
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111-23 tablazat: Nitrogén- és oxigéntartalmu vegyuletek IR abszorpcidja

Elnyelés helye

Csoport (cm?) Megjegyzés
R—NO, 1590 - 1530 Vas NOa, er6s
alifas nitrovegyulet | 1385 — 1340 vs NO,
Ar—NO, 1530 - 1500 Vas NOa, er6s
1370-1330 vsNO,, er6s
R O NO, 1660 — 1610 vas NO», erds
nitratok 1290 - 1250 vs NO, ers

111-24 tablazat: Kéntartalma vegyiletek IR abszorpcioja

Csoport (Eclrrrlly_/lgles helye Megjegyzés
R—-S—H 2600 — 2550 v SH, gyenge
tioketonok, 1220 - 1050 vC=S erbs, a szubsztituensek a
tiokarbamidok, % C=0-hoz hasonléan
tioészterek befolyasoljak
R—SO3H 1350 — 1340 Vas SO, erds
vizmentes szulfonsav 1170 - 1150 vsSO; erbs
R—-SO3H 1250-1120 Vas SOy erds
szulfonsav hidratok és sok 1080 - 1010 vsSO, kozepes
-S5O —N/ 1370 - 1310 Va5 SO, erds
2N 1180 - 1140 vsSO, erés

111.19.2.9 Azonosités referenciaanyagok segitségével

Az FT IR spektrumok felhasznalasa a gyogyszeranalitikai munkaban széleskort.

A gyobgyszerszintézisben, a természetes anyagok izolalasdban szerkezet
felderitésre, ezenkivil metabolitok kutatasara, valamint toxikoldgiai vizsgalatokra,
hatéanyag-segedanyag kolcsonhatds, gyogyszerkioldodas, polimorfia és stabilitas
tanulményozasara is alkalmazzdk ezt a mddszert. Jelen fejezetben a
gyogyszeralapanyagok vizsgalatanal szikséges azonossagi vizsgalatot ismertetjlk,
amely igen sok esetben FT IR mddszert alkalmaz.

A Gyogyszerkonyv a referenciaanyagok segitségével elvégzendd azonosités
korilmeényeit az alabbiak szerint irja ¢l6:

A vizsgalandd anyagot és a referenciaanyagot azonos médon készitjik elo, és a
4000-670 cm™ tartomanyban azonos mérési korilmények kozott felvesszik a
spektrumokat. A vizsgalandd anyag spektruma — a transzmisszidés maximumok helye és
relativ mérete tekintetében — egyezzen meg a referenciaanyag (CRS) spektrumaval. (A
,CRS” rovidités (Chemical Reference Standard) az Europai Gyogyszerkdnyvi Bizottsag
altal elfogadott Kémiai Referenciaanyagokat jel6li.)

Ha a szilard halmazallapotd anyagok spektrumaiban a transzmisszids maximumok
helye eltér egymaéstol, akkor mind a vizsgalandé anyagot, mind a referenciaanyagot
azonos modon kell kezelni, hogy azonos mdédosulatban kristalyosodjanak vagy
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jelenjenek meg, illetve a cikkelyben leirtak szerint kell eljarni, és a spektrumokat
ismételten fel kell venni.

A vizsgalandé anyag és a referenciaanyag spektrumait a teljes spektralis
tartoményban 0sszehasonlitjuk a referencia spektruméval. A software a két spektrum
kozti azonossagot %-ban adja meg (match %). A szilard mintak esetén altalaban a 95%-
0s azonossag esetén elfogadhaté a minta. A folyadékoknal a 90-95 % korili egyezés
mar elfogadhatd (I11-51. abra). Egyes esetekben a referenciaspektrum jellemzé
transzmisszios minimumait adjdk meg, és a minta megfeleld minimumainak ezekkel a
Kisérleti hibak hatarain belul kell megegyezni.

I11-51. &bra: Paracetamol minta és referenciaanyag (STD) FT IR spektruma.
Hasonlosag: 99,74%
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111.19.2.10  Polimorfia vizsgalata

A polimorfiat a famotidin hatéanyag példajan mutatjuk be. Ez a vegyilet két
kristalyformaban nyerhetd a kristalyositdis modszerétél fiiggben - vizet hasznalva
oldészerként, valamint oldoszert6l fliggéen (Az “A” forma acetonitrilbdl, a “B” forma
metanolbél kristalyosodik ki.) Az “A” formanal létezik egy extra maximum 1672 cm™-
nél. Ez nem talalhaté meg a “B” forméanal, mig a 3506 és 1490 cm™ savok nem
talalhatok meg az “A” formaban. A két polimorf szerkezetében a tiazolgytri
oldallancanak konformaécidjaban van kilonbség (111-52-53. abra). A két polimorf kdzil
a termodinamikailag stabilabb az “A”, mig a kinetikailag stabilabb a “B”.
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111-52. &bra: Famotidin ,,A” polimorf FT IR spektruma
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111-53. &bra: Famotidin ,,B” polimorf FT IR spektruma
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Feladat: Szerkezetigazolds — néhany a spektrumgyiijteményben szereplé anyagok
példajan

A szerkezetigazolas azt jelenti, hogy van egy feltételezett molekulaszerkezet, amit
ala akarunk tdmasztani. (A szerkezet meghatarozdsnal ezzel szemben nem tudjuk a
molekula szerkezetét.)
Ebben a munkaban felhasznaljuk a spektrumatlaszok té&blazatait, azaz n.
karakterisztikus frekvenciakat-, maximumokat, ezek intenzitdsat valamint a savok
alakjat. Természetesen le kell sz6gezni, hogy egy FT IR spektrum nem elégséges a
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szerkezetigazolashoz sem, hanem tébb médszer (‘*H NMR, *C NMR, MS, UV és FT
IR) eredmeényét alkalmazzuk. Ezen felul a szerves kémiai reakciokat FT IR
spektrumokkal is kdvetni tudjuk.

A kovetkezOkben ismertetendd spektrumgylijteményben a legjellemzébb és
legbiztosabban asszignalhato savokat adtuk meg. Az attekinthet6ség is ugyancsak egy
szempont, ezen gylijtemény bemutatdsanal. Emellett az ujjlenyomat-tartomanyban
kevés savot adtunk meg, mivel itt a pontos asszignacio igen nehéz.

1. Szalicilsav (X-1, X-8. abra)

A spektrum jellegzetes sévja a 3239 cm™-nél a relative éles vOH vegyértékrezgéshez
rendelhetd (asszocidlt) sav, de talalunk még asszocialt széles vOH sévokat 2600 cm™
koriil is. Az aromas gy(irti VCH rezgéseihez tobb gyenge sav rendelhetd (pl. 3065 cm™-
nél). A COOH csoporthoz tartoz6 vCO rezgés a legintenzivebb sav a spektrumban
1658 cm™-nél (konjugalt CO asszocialva).

A spektrum igen erds savjai az aromas vazvegyérték-rezgések (1612, 1579, 1484 és
144? cm™), ugyancsak jellegzetes sav az OH csoporthoz tart6zé v C-O(H) sév (1249
cm™).

2. Acetilszalicilsav (X-2, X-9. dbra)

Az acetilszalicilsav spektrumaban szemben a kiindulési szalicilsavval eltiinik az éles
vOH vegyértékrezgés, csak a széles asszocialt OH savok maradnak meg (2800 -3300
cm™). A molekula két karbonilcsoportot tartalmaz, ezért két vCO frekvenciat talalunk
(1754 cm™ észter és 1691 cm™ konjugalt karbonsav). A spektrumban igen intenziv
sdvokkent jelentkeznek az aromas vazvegyérték-rezgések. Az észterekre jellemz6 sav, a
spektrumban a legerdsebb, a v,sC-O-C rezgéshez rendelhetd (1188 cm'l).

3. Etinildsztradiol (X-3, X-10. 4bra)

A spektrum egyik legintenzivebb savja az asszocialt vOH sav (3400 cm™). A molekula
jellegzetes része az etinilcsoport vCH rezgése, amely igen éles és inteziv savot ad 3292
cm™-nél. A molekula szénvézanak nagy részét a CH, csoportok teszik ki, ezért a
vasCH, savok és vsCH is igen intenzivek (2937 és 2926 cm™), a szimmetrikus rezgések
gyengébbek és a vsCHs rezgéssel egyiitt talalhatok (2866 cm™). Az egyetlen aromas
gylirli vCH rezgései is jol felismerheték a spektrumban (3027 cm™ koriil). Az aromas
véazvegyérték-rezgések, ha gyengébben ugyan, de megtalalhatok (1587 és 1498 cm™).

4. Fenilbutazon (X-4, X-11. dbra)

A vegyilet nem tartalmaz OH vagy NH csoportot, de a KBr viztartalmat mutatja a
3400-3600 cm™-nal 16v8 sav. A két aromés gyurtinek megfelelden jol kivehetdk az
aromas v(CH) vegyérték-rezgések (2959 cm™). A viszonylag hossz( alkil lancnak
megfeleléen a v4,sCH; €5 viCH, rezgések jol kivehetdk (2959 és 2929 cm'l), a megfeleld
metil rezgésekbol viCHs észlelhetd (2873 cm™). A karbonil savok felhasadnak és egy
intenziv dublet jelet kapunk 1717 és 1752 cm™-nél. Az aromés vazvegyérték-rezgések
ugyancsak jellemzd sévjai a spektrumnak.

5. Folsav (X-5, X-12. abra)

A komplex molekulanak megfeleléen a spektrum is Osszetettebb. A vegytletben
talalhato tobb OH, NH ill. NH; csoportnak megfeleléen a spektrumban egy éles vOH
sav (3549 cm™) valamint az NH, csoportokra jellemz6 dublett jelentkezik (3417, 3324
cm™). Ezen feltl az asszocialt NH (és OH) csoportok szignéljai is megtalalhatok igen
széles savokként (3131 és 2200-2600 cm™). A folsavban a két kiilonbozd tipust
karbonil csoport kozil a magasabb frekvencianal taldljuk a konjugalatlan savhoz
rendelheté vCO rezgést (1694 cm™), mig az amid | sav 1640 cm™-nél talalhat a
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spektrumban. Az aromads ill. heteroaromés gytritknek megfelelden két erds aromas
véazvegyérték-rezgést talalunk (1607 és 1485 cm™) a spektrumban.

6. Hidrokortizon (X-6, X-13. abra)

A bonyolult szteroid molekula spektruma is igen 6sszetett. A hdrom kiilonb6z6 tipust
OH csoport vOH savja nem kulondl el, egy viszonylag éles, de asszocialt sav
jelentkezik 3433 cm™-nél. A molekula nagy részét teszik az alifas metil- és metilén-
csoportok. Igy kozéperés savokat talalunk (2970, 2934 és 2913 cm -nél -v,s CH3 €S vas
CH,), mig a gyengébb viCHs és vsCH., savok 2879 cm™-nél talalhatok. A két keto-
csoportbdl a konjugalatlan endociklusos keton jele 1713 és 1707 cm™-nél van, mig a
konjugalt endociklusos ketofunkcié 1644 cm™-nél jelentkezik, mint a spektrum
legerdsebb jele. A konjugalt C=C-hez rendelhetd vC=C 1611 cm™-nél ad jelet.

7. Szulfadimidin (X-7, X-14. abra)

A viszonylag bonyolultabb molekula spektruma savokban gazdag. A molekula
NH, csoportjat egy dublet jelzi, ahol a sdvok 100 cm™ tavolsagban vannak egyméstél
(VNH, 3343 és 3332 cm™), valamint megtalalhat6 egy asszocialt vNH sav is 3237 cm™-
nél. Az aromas vazvegyerték-rezgések koziil kettét tudunk itt azonositani (1640 és 1596
cm-nél), a tobbi kevésbé intenziv. A molekula jellemzé funkciés csoportja a
szulfonamidcsoport két savja eléggé biztonsaggal asszignadlhatdo az ujjlenyomat-
tartomanyban (1303 és 1147 cm™-nél).

111.19.2.11  Spektrumgyiijtemény
Ld. melléklet (X-1.)
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IV Kromatografia

IV.1 A kromatografia alapjai

IV.1.1 Bevezetés

A kromatogréfias elvélasztasi technikdk soklépéses elvalasztasi mddszerek,
amelyeknél a minta komponensei két fazis, az all6- és a mozgofazis kdzott oszlanak
meg.

A ,kromatografia” elnevezés a gorog ,,kromatosz” (=szin) szobol szarmazik
annak nyoman, hogy Mihail Szemjonovics Cvet orosz botanikus 1903-ban petroléteres
novényi pigmenteket tartalmazd extraktumot valasztott el elsOként egy szemcsés
kalcium-karbonattal toltott livegesd segitségével, melybe a novényi kivonatot Ontve
annak kiilonb6z6 alkotéi az oszlop mentén szines gytiriik formajaban szétvaltak. (A
kromatografia megfeleld detektalassal szintelen anyagok elvalasztasara is alkalmas!)
Valamennyi kromatogréafias eljaras azon alapul, hogy a vizsgalandé komponenseket
tartalmazd mozgdfazis és az alléfazis kozott oldodas vagy adszorpcié folytan
megoszlasi egyensuly jon létre, melyre jellemzd megoszlasi hanyados az egyes
komponensekre eltérd lehet.

Ugyanakkor a kromatografias modszerek kézé sorolunk néhany, az emlitettektdl
eltéré kolcsonhatasokon alapuld elvalasztastechnikai modszert is, melyek alapjaul a
részecskék toltéskilonbsége, a részecskemeéret szerinti elvalasztas illetve specifikus
bioldgiai/biokémiai kdlcsonhatasok szolgalnak (1V-1. tblazat).

IV-1 tablazat: A kromatografias mddszerek csoportositasa az elvalasztando
komponens és a kromatogréafias rendszer kdzott kialakuld kdlcsénhatas szerint.

KocsOnhatés tipusa Elvalasztechnikai modszer

Papirkromatografia (PC)
Vékonyréteg kromatografia (VRK, TLC)
Gazkromatografia (GC)

Adszorpcio
P Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia (HPLC)
Szuperkritikus fluid kromatografia (SFC)
Gazkromatografia (GC)
Megoszlas Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia (HPLC)

Szuperkritikus fluid kromatografia (SFC)

Meéretkizarasos kromatografia (SEC)

Méretkizaras A X > .
(— Gélszlrés, Gélpermeacids kromatografia)

loncsere loncserés kromatografia (IEC)

Specifikus bioldgiai/

Affinitas k tografia (AC
biokémiai kdlcsonhatas initds kromatografia (AC)

Sztereokémiai kdlcsdnhatds| Kirdlis kromatografia
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A kromatografids modszer alléfazisa lehet szilard vagy folyadék (szilard vagy
géles hordozén), amely lehet oszlopba toltve, lemezre kenve vagy filmként szétteritve
stb. A mozgofazis lehet gaz, folyadék vagy szuperkritikus fluid halmazallapotd. A
technikai kivitelezést6l fiiggden beszélhetiink oszlopkromatografiarol (egydimenzios)
vagy planaris (kétdimenzids) kromatografiarol.

A mozgofazisban a komponensek eltérd sebességgel haladnak, igy egymastol
elvalnak. Minél erésebb a vizsgalandd6 komponens kolcsonhatasa az alléfazissal, az
annal lassabban képes egyitt haladni a mozgofazissal, ugyanis az all6fazisnak
visszatartdsa (retencioja) van. Az allofazis végén/folott elhelyezett érzékeld (detektor)
jelzi a komponenseket valamely fizikai vagy kémiai tulajdonsaguk mérésével (IV-1.
abra). A detektor altal eldallitott jel kiértékelése teszi lehetévé az elvalasztott
komponensek mindségi és mennyiségi analizisét.

IV-1. abra: A kromatografia elve

mozgo fazis mozgo fazis

a vizsgalando
komponenseket
tartalmazd minta

allofazis

feomponensek shedlasztisa)

-~ 7

IV.1.2 Kromatografias jellemzék

1IvV.1.2.1 Retencids adatok

Kromatogram

Oszlopkromatogréafia esetén az oszloprdl (kolonnardl) elualodd komponensek
detektorjelénck id6-fliggveénye, a mintakomponenseket reprezentdld csucssorozat.
Idealis esetben a kromatogramot az alapvonalon egymast kovetd Gauss-gOrbe alaku
cstcsok (normalis eloszlas) alkotjak (1V-2. dbra).
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IV-2. abra: Komponenspar elvalasztasanak jellemzése

Detektorjel 4

intenzitasa tr2
(mAU) ’r
80
60
40 fra
T
20 h J
-
e—Woos—
0
A 2 B F 8 R Ve
(perc)

Retencios ido (tR)
Az az id6tartam, ami a mintabevitel és a vizsgalt komponens maximalis
koncentracioban (csucsmaximum) valé megjelenése kozott eltelik.

Holtidd (ty)

Az az id6, ami a mintabevitel és egy vissza nem tartott, de detektalhatd
komponens maximalis koncentracioban valé megjelenése kozott eltelik (pl.: kalium-
nitrat).

Redukalt retencids idd (t’R)
A retencios 1d6 €s a holtidd kiilonbsége.

t’R = tR-tM

Témegmegoszlasi arany (D,,), masnéven retenciés faktor (k’) vagy
kapacitasfaktor
Az adott kromatografids rendszerben a vizsgalt anyagra jellemz0 érték.

Ng Vs
I:)m = W— Cc’ W
ahol

Ns = az anyag mennyisége az allofazisbhan,
Nm = az anyag mennyisége a mozgéfazisban,
Kc = egyensulyi megoszlasi hanyados,
Vs = az allofazis térfogata,
Vm = mozgofazis térfogata.

Dm vagy k' = Rty

tw
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Visszatartasi (retenciés) faktor (Ry)

A planéris kromatografidban hasznalt visszatartasi faktor a mintafelvitel helyétdl a
folt kozepéig (sulypontjaig) mért tavolsag és a felvitel helyétél az olddszerfront
(mozgofazis) altal megtett tavolsag hanyadosa.

b

Rf:?

ahol
b = a vizsgalt komponens altal megtett Gt,
a = az oldodszerfront altal megtett ut.

Megoszlasi hanyados (K)
A komponens allé- és mozgdfazisban kialakult egyensulyi koncentracidinak
aranya.

K=o
Cm
ahol
Cs = a komponens egyensulyi koncentracioja az alléfazisban,
cm = a komponens egyensulyi koncentracidja a mozgofazisban.
IvV.1.2.2 Kromatografias adatok

A kromatografias csucsot a csucs tertletével (A) vagy magassagaval (h) és a csucs
félértékszélességével (wp), valamint a csics két inflexids pontja kozott mért
szélességgel (w;) jellemezhetjuk (1V-2. abra). Gauss-gorbe alaki cslicsok esetén
Wh:1,18 Wi

Szimmetriafaktor vagy aszimmetria faktor (As)

A kromatogramok kiilonb6z0 okokbol Iétrejové torzulasainak jellemzésére
hasznéljuk. As=1,0 érték szimmetrikus (idedlis) csucsot jelez. (Ph. Hg. VIII.
kdvetelménye szerint legyen As=0,8-1,5 kozotti érték.)

Egy csucs szimmetriafaktorat az alabbi dsszefliggés alapjan szamithatjuk Ki:

A, = Woos _ B
2d A
ahol
Wp 05 = a csiicsmagassag huszadanél mért cslcsszélesség,
d = a csticsmaximumbol az alapvonalra bocsatott merdleges és a csucs
felszallé aga kozott, a magassag huszadanal mért tavolsag.
illetve
B = a csticsmaximumbdl az alapvonalra bocsatott merdleges €s a csucs
leszalld aga kozott, a magassag tizedénél mért tavolsag,
A = a csucsmaximumbol az alapvonalra bocsatott merdleges és a cstcs
felszallo &4ga kdzott, a magassag tizedénél mért tavolsag.
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Latszolagos elméleti tanyérszam (N)

A kromatografids oszlop olyan elméleti tanyérokra oszthatd, melyek
mindegyikére megoszlasi egyensuly irhatd fel. Minden egyes tanyér utan a fazisok
szétvalnak és a kovetkezd tanyéron az Gjabb érintkezés hatasara ujabb egyensuly all be.
Az oszlop teljesitményére (latszolagos hatékonysagara) jellemzd latszolagos elméleti
tanyérszamot az alabbi dsszefiliggés alapjan szamithatjuk Ki:

o \2
N:5,54.<R>
Wh

1IV.1.2.3 Elvalasztasi adatok

Relativ retencio (r)
A relativ retenciot az alabbi 6sszefuggés szerint szamithatjuk ki:

_ tRo-ty

tr1 -ty
ahol
tro = az érintett csucs retencids ideje,
tr1 = a referenciacsucs (altalaban a vizsgalando anyag csucsanak) retencids
ideje.

Planaris kromatografiaban tg, és tr; helyett Ry, €s Rp visszatartasi faktorokkal
szamolunk.

Szelektivitas (a)

A kromatografias rendszer elvalasztoképessége a szelektivitassal jellemezhetd. A
komponensek megoszlasat irja le az allo- és a mozgofazis kozott. Hatékony elvalasztas
esetén a > 1 (1V-3. dbra).

K1
a4 =—-
K2
ahol
Kj és K, = az elvélasztandd komponensek megoszlasi hanyadosai.

Felbontés (R;)

A kromatografias oszlop hatékonysaganak jellemzésére szolgal, a két szomszédos
csucs kozotti eltavolodast jellemzi. Analitikai szempontbol Ry > 1,5 jo elvalasztast jelent
(IV-3. bra).

_ 1,18- <tR2 - tRl>

Rs
Wh1 +Wh2
ahol
tr1 €S tro = retencios idok,
Wh €S Why = a cslicsmagassagok felénél mért csicsszélességek.
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IV-3. abra: A kromatografias elvalasztas és szelektivitas 6sszefliggése

felbontéas: 0,50

detektorjel
detektorjel

felbontéas: 0,75

eluciés idé
(perc)

J
J

felbontas: 1,00

detektorjel
detektorjel

elucios id6
(perc)

felbontas: 1,50

elucios id6é
(perc)

A van Deemter-fliggvény

elucios id6
(perc)

Az elvalasztas soran az allofazison lejatszodo termodinamikai és kinetikali
folyamatok hatarozzak meg a tanyérmagassagot és a savszélesedés mértékét. A van
Deemter-egyenlet altalanosan hasznalt dsszefliggés a tanyérmagassag leirasara (1V-4.

abra).
B

h

H=A+ CUp
ahol
H = egy elméleti tAnyér hossza
Uy, = az eluens linearis aramlasi sebessége,
A = a sokcsatornas hatast jellemz0 tag,

B/Up = a szemcsék kozotti axialis diffaziot jellemzo tag
CUy = a kiils6 anyagatadasi gatlast, a szemcsék porusaiban zajlo diffuziot és
az allofazis felszinén lejatszodo adszorpciot-deszorpciot jellemzo tag.

IV-4. dbra: A van Deemter gorbe: 3, 5 és 10 pum szemcseméretii all6fazis esetén

B0+ 10um -

= ]

R .

0

iof 404

= ]

= 1 i

N N

= 11— Sum

] \ -

=ooa0 |
1\\ aum
1T
T T T T T T T T T
. 2 4 B

Aramlasi sebesség (mbiperc)
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IV.2 Gazkromatografia

A géazkromatografia (GC) olyan kromatografias elvalasztasi technika, melynek
alapja az anyagok megoszlasanak kiilonboz6ésége két, egymassal nem elegyedd fazis
kozott. A mozgofazis gaznemii anyag (vivogaz), mely az allofazist tartalmazod oszlopon
aramlik keresztil. Az eljaras olyan anyagok, illetve szarmazékaik esetében
alkalmazhatd, melyek az alkalmazott homérsékleten elparolognak. A mintat, amely
szobahOmérsékleten leggyakrabban folyadék, hirtelen elparologtatva juttatjuk a
kolonnara, melyet olyan homérsékletre melegitiink, hogy a minta az analizis teljes
idtartama alatt  gaz-/géz-halmazéllapotu legyen. A meghatarozast &llando
homérsékleten vagy adott hoémérsékletprogram szerint végezzik. A vivogaz
szabalyozott aramlasi sebességgel vagy nyomaéssal aramlik at elébb az oszlopon, majd a
detektoron (1V-5. abra).

A gazkromatografias elvalasztas adszorpcids, megoszlasos vagy méretkizarasos
folyamatokon alapul.

IV-5. dbra: A gazkromatograf felépitése

(1-gazpalack; 2-reduktor; 3-aramlas és nyomasszabalyozo egység; 4-gaztisztito; 5-
mintabemérd egység; 6-kolonna; 7-detektor; 8-jelfeldolgozo)
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IV.2.1 Vivégazok (mozgofazisok)

A gazkromatografidss mérés sordn a vivogdz megvalasztasa elsdsorban az
alkalmazott detektortél fiigg. Hovezetd képesség mérésen alapuld detektalasnal
hidrogén- vagy héliumgaz alkalmazhat6, langionizacios detektor hasznéalata esetén
nitrogén- vagy argongaz a megfeleld.

A vivégaz nagynyomasu palackbol nyomascsokkentdn és tisztiton keresztil jut a
kesziilékbe.

IV.2.2 Kromatogréafias oszlopok (kolonnak, all6fazisok)

A gazkromatograf kromatografias elvalasztast végz6 része az oszlop, masnéven
kolonna, amely a kromatograf belsejében, egy fiithetd térben helyezkedik el. Tipusat
tekintve az oszlop lehet kapillaris oszlop és toltétt oszlop (1V-6. abra).

A kapillaris kolonna igen vékony kvarccsé, melynek belso falat megosztofolyadék
vonja be. A toltott oszlop tivegbdl vagy fémbdl késziil, megfelelé szemcseméretii
por6zus polimert vagy megosztofolyadékkal impregnalt szilard adszorbenst (hordozot)
tartalmaz.

IV-6. &bra: A kapillaris és a toltott oszlopok 6sszehasonlitasa

Kapillaris kolonna Toltott kolonna
—— Ty
‘7 2= = 9
. IVéEQ%I kis szemcsemeéretii
olyadekiiim szilard hordozd
~—
hosszlséag: 5-100 m 1-6m
bels6é atméré: 0,1-0,52 mm 2-4mm
filmvastagséag: 0,1-7,0um 1-10um
kapacitas: 50 ug 10 ug

A gazkromatografidban alkalmazott szilard adszorbensekkel szemben tamasztott
kdvetelmény jelent az egyenletes szemcseméret, a kell6 mechanikai szilardsag és a nagy
fajlagos felilet. Anyagat tekintve jo adszorbens lehet az aktiv szén, az aluminium-oxid,
a szilikagél illetve néhany szerves polimer (pl.: sztirol-divinil-benzol, akrilsav-
poliészter, stb.).

Az elvélasztasban dontd szerepet tolt be az a folyadékfilm, mely a kapillaris
oszlop belsé falat illetve a hord6zé szemcsék feliiletét bevonja. Ezt a folyadékfilmet
megosztofolyadéknak nevezzilk. A megosztofolyadékok legtébbje makromolekuléris
anyag, melyek igen nagy hostabilitassal rendelkeznek.

Napjainkban dontéen megoszlasos gazkromatografias allofazisok vannak
alkalmazasban.
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Polaros mintakomponensek esetén polaros, polietilén-glikol (Carbowax) tipusu
megosztofolyadék hasznalhatd, hétlirésik maximum 200 °C. Apolaros anyagok
elvalasztasara szilikon fazisu (leggyakrabban poli-dimetil-sziloxan) megosztofolyadék
alkalmazasa jelent megfeleld6 megoldast. A —Si-O-Si-O- szerkezethez kapcsol6dd
kiilonb6z6 funkcios csoportok (pl.: metil-, fenil-, cianocsoport, stb.) aranyanak
valtoztatdsaval a polaritds széles skalan belil valtoztathato. A legtdbb szilikon all6fazis
300-350 °C-ig hétiird.

IV.2.3 Mintabevitel (Injektalas)

A gazkromatografids mintaadagolds soran igen fontos, hogy a minta bejuttatasa
pillanatszerti legyen. Ha a minta folyékony halmazallapotd, kozvetlenil a bejuttatast
kovetéen gaz-halmazallapotiva kell valjon. Ennek eléréséhez kis térfogati (minddssze
néhany ul) minta adagolésa sziikséges, az injektor folyamatos termosztalasa mellett.

IvV.23.1 Kdzvetlen injektalas

A kozvetlen injektalas az oldatok injektalasanak szokasos maodszere. Toltott oszlop
esetén a mintabevitel megoldhato kozvetleniil az oszlop elejére torténd tigynevezett on-
column injektalassal. Kapillaris kolonna hasznélatakor azonban mintaaram-elosztasos
split technikat alkalmazhatunk, mely soran a minta egy elparologtaté kamran keresztil a
mintadram-elosztohoz kapcsolodik, ahol jelents hanyada lefavodik, igy kb. 1%-a jut
csak az oszlopra.

1V.2.3.2 Goztérinjektalas (head space)

IV.2.3.2.1 Dinamikus géztérinjektaldas (purge and trap)

Az injektorrendszer olyan eszkozt tartalmaz, amely az oldat illékony
komponenseit egy alacsony hémérsékletli adszorbens oszlopra fljja (sparging device).
Az adszorbens oszlop gyors felfiitésével a visszatartott komponensek deszorbealddnak
és a mozgo fazisba jutnak.

IV.2.3.2.2 Statikus goztérinjektalas

Az injektorrendszer termosztalt mintafiitdé kamrat tartalmaz, melyben a szilard
vagy folyadék halmazallapotu mintakat tartalmazé lezart Givegcsék adott, a folyadék
illetve szilard fazis és a gOzfazis kozti egyensuly bedlldsdhoz szikséges ideig
tartdzkodnak. Az egyensuly beallasa utan az livegcse gézterének elézetesen meghataro-
zott része a gazkromatogréfba oblitodik.

1vV.2.3.3 Detektorok

A kromatografias oszlopon elvélasztott komponenseket a vivogaz a detektorba
juttatja, amely koncentraciojukkal aranyos elektromos jelet ad. A minta
komponenseinek kozds kémiai vagy fizikai sajatsdga, mellyel a vivégaz nem
rendelkezik, alkalmas a minta detektalasara.

IV.2.3.3.1 Langioniz4cios detektor (FID)

Az egyik leggyakrabban és sokoldaltian alkalmazott nagyon érzékeny detektor
tipus a langionizacioés detektor, ami egy hidrogén/siiritett levegd eleggyel taplalt
mikroégd, mely folott egy elektrodpar van elhelyezve. A kolonnat elhagyd szerves
komponensek a vivégazzal a ladngba jutnak, majd oxigén kozremiikddésével
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ionizalodnak. Az ionok hatasdra az elektrodok kozott aram folyik, ami erdsités utan
mérhet6 (1V-7. abra).

IV-7. abra: A langionizacids detektor felépitése

_ elektrdd

kivezetés az
grdsitéhiz

teflonszigetelés

hidrogén

termosztat

kolonnacsatlakozas
wivigaz az oszlopral)

1V.2.3.3.2. Elektronbefogasi detektor (ECD)

Az elektronbefogési detektor halogénvegyiletek, fémorganikus vegyuletek, nitrilek
érzékeny és szelektiv kimutatasara alkalmas. p-sugarzo radioaktiv forrast (pl.: ®Ni, *H)
tartalmaz, amely a vivOogazt (altalaban argont, vagy nitrogeént) ionizalja és allando
elektromos aramot hoz létre a megfeleld fesziiltségre kapcsolt elektrodok kozott. A
nagy elektronegativitasu elemet tartalmazo komponensek az elektromos térben a nagy
mozgékonysagu, aramvezetésben résztvevd elektronokat befogjak, és igy jelentdsen
csokkentik az aramot (1VV-8. abra).

IVV-8. dbra: Az elektronbefogasos detektor felépitése
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IV.2.3.3.3. Hovezetoképesség-mero detektor (TCD)

A detektor érzékeldje egy elektromosan fiitott volframszal. A vivégaz allando
aramlasi sebessége mellett a fiitott drotrol a hdelvezetés sebessége az azt koriilvevo
vivogaz molekulatomegével aranyos. A detektorcellaban 1évo fiitott szl hdmérséklete,
igy elektromos ellenallasa mindaddig nagyobb, mint a tiszta vivégazban mérté, amig
mintakomponens tartozkodik a cellaban. A detektor érzékenységét javitja, ha a vivogaz
hévezetd képessége nagy, ezért hdvezetOképesség-mérd detektor esetén kizarolag
hélium vagy hidrogén alkalmazhat6 vivogazként (1V-9. abra).

IV-9. dbra: A hévezetoképesség-mérd detektor felépitése

fltott szal

> pazkilgpes

viviagaz az oszlopral

A VIII. Magyar Gyodgyszerkonyv szamos esetben eldirja gazkromatografias
modszer alkalmazasat azonositasi vizsgalatok (pl.: Anisi aetheroleum azonositasa),
hatarértékvizsgalatok (pl.: Bupivacaini hydrochloridum vizsgalata rokon vegyuletekre)
és tartalmi meghatarozas (pl.: Calcii stearas tartalmi meghatarozasa) céljabol.

Az azonossag feltételeként két lehetdséget jelol meg a Gyogyszerkonyv: a vizsgalt
vegylilet retencidja megegyezik a standard vegyulet retencidjaval, vagy a vizsgalt
vegylilet megfeleld relativ retencioval rendelkezik egy eldirt belsé standardhoz
viszonyitva.

Hatéarértékvizsgalatok soran a Gyogyszerkonyv az adott cikkelyben eldirt belsd
standardbdl és a vizsgalandd anyagbdl azonos koncentracioju oldatot készittet. A
kromatogramok 0Osszehasonlitdsaval megadhatdo a vizsgadlandd mintaban megjelend
csticsok relativ retencidja és félkvantitativ mdédon a benne 1évé szennyezések
mennyisége is.

Tartalmi meghatarozashoz hiteles standarddal valo kalibracié alkalmazasat irja elé
a Gydgyszerkonyv. A vizsgalandd anyag azonos korulmeények kozott felvett
kromatogramjanak csucsteriileteibdl a kalibraciés egyenes egyenlete segitségével
meghatarozhatd a minta koncentracioja.
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IV-10. dbra: A gydgyszeriparban gyakran alkalmazott oldészerek kromatogramja

metanol

n-hexan

etanol

aceton
acetonitril
— ciklohexan

— n-propanol
——————— benzol

Jelintenzitas

— eftil-acetat

n-butanol

- trikloretilén

——— 1,4-dioxan

__

kloroform

— N,N-dimetil-formamid

Retencios id6 (perc)

IV.3 Folyadékkromatogréfia

A folyadékkromatografia (LC) olyan kromatografias elvalasztasi technika, melynek
alapja az anyagok megoszlasdnak kiilonbozosége két egymassal nem elegyedd fazis
kdzott. A mozgofazis (eluens) folyadék, mely az allofazist tartalmazo oszlopon aramlik
keresztill. Az elvalasztas tobbnyire szobahémérsékleten is megvalosithato, igy az eljaras
nagy molekulatomegili, h6érzékeny anyagok esetében is alkalmazhatd. Tovéabbi eldnyt
jelent, hogy az eluens dsszetétele széles hatarok kozott valtoztathato.

A folyadékkromatogréfia  féleg  adszorpciés, megoszlasos, ioncseres,
meretkizarasos folyamatokon, illetve sztereokémiai kdlcsénhatasokon alapul.

IV.3.1 Nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) soran az allofazis felett
nyoméskilonbség hatadsara kényszerdramot hozunk Ilétre. Az eluens &ramlasat
nagynyomasu pumparendszer biztositja, igy tomor (kicsi szemcseméretli, nagy fajlagos
feliiletl1), nagy ellendllasu oszlopokon is biztosithaté a megfeleld dramlési sebesség. A
komponensek elucidja allando (izokratikus elicio) vagy meghatarozott program szerint
valtoz6 (gradiens ellcid) mozgodfazis oOsszetétellel érheté el. Gradiens elucid esetén
olyan pumparendszerek hasznalatosak, melyek tobb oldoszertartalybdl képesek az
olddszerek szallitaséara és keverésere. Egyes pumpakhoz olyan egység is is csatlakozik,
mely lehetévé teszi a rendszer 1égmentesitését (degasser).

A mintabevitel soran nagy nyomason is miikodé mintaadagold segitségével juttatjuk
be a folyadék allapotd mintat a folyamatosan aramlé mozgofazisba. Hasznalhatunk
manualis vagy automata mintaadagoldt, alland6 térfogati hurokkal (loop) vagy
valtoztathato térfogatot biztositd eszkdzzel. A mintaadagolas soran esetlegesen bejuto
szilard szennyezddések eltavolitasa céljabol elotét kolonnat alkalmazhatunk, melyet az
elvalasztasért felelds, gyakran termosztalhato analitikai kolonna elé helyeziink el. Az
oszloprdl elual6dd komponensek mennyiseget a detektor jelzi (1V-11. bra).

Azonositd szam: 119
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

IV-11. 4bra: A nagyhatékonysagu kromatograf felépitése

(1-eluenstartalyok; 2-pumpa; 3-mintaadagol0; 4-kolonna; 5-detektor; 6-kiértékeld
egység)

IvV.3.1.1 A HPLC allofazisai

Az elmult évtizedek fejlesztései eredményeképpen a HPLC alléfazisok terliletén
igen sz¢les a valaszték. Alkalmazhatosagukat a kiilonbozo elvalasztasi mechanizmusok
mellett a toltetek fontosabb miiszaki paraméterei, igymint a szemcseméret és alak, a
szemcseméret eloszlas, valamint a toltet szerkezete, porusmeérete és stabilitasa
hatarozzak meg.

A toltetek szemcsemérete determindlja az alkalmazhaté aramlési sebesseget, az
oszlopban kialakithatd nyoméasesést illetve az elvalasztds hatékonysagat. A
szemcseméret csokkentésével ndé az elvalasztas felbontoképessége. A szemcsék
optimalis alakja gombszimmetrikus forma, az idealis méreteloszlas homodiszperz. A
szemcsek belsd szerkezet a korabbi monodiszperz helyett réteges szerkezetii €s erésen
porézus, mely nagy aramlasi sebesség mellett is kis nyomasesést biztosit. A toltetek
stabilitasara vonatkozd igény a kémiai-, mechanikai- és hoéhatasokkal szembeni
ellendllas.

1V.3.1.1.1. Normal fazisu alléfazisok

Normal fazisu kromatografia (Normal Phase - NP) soran kdzepesen poléaris
tulajdonsagu vegylleteket valasztunk el polaris all6fazison apolarisabb mozgdéfazis
segitségével. Napjainkban a szilikagél és aluminium-oxid mellett a szilikagélhez
kemiailag kotott polaris csoportokat (pl.: ciano-, amino-, diol-, nitrocsoport, stb.)
tartalmazé allofazisok hasznalata elterjedt. Az elvalasztandd vegylletek és az alléfazis
polaris csoportjai kozott polaris (specifikus, de nem ionos) kdlcsonhatas alakul ki, ami a
komponensek retencidjdhoz vezet.

120 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Kromatogréafia

1. Szilikagél fazisok

A szilikagél alapvaz [SiO4] tetraéderekbdl all, felszine szilanol-csoportokkal (—-Si—
OH) boritott, mellettik kis mennyiségben sziloxancsoportok (-Si-O-Si-) is
el6fordulnak. Az eldallitas modjatol fliggden a modositatlan szilikagélek eltéré kémia
tulajdonséaga a kromatografias viselkedesben is megmutatkozik.

A szilikagél minden olyan anyaggal kolcsénhatasba 1ép, amellyel hidrogénhid
kolcsonhatast tud kialakitani. Hidrogén hidak az egymas kozelében elhelyezkedd
szilanol-csoportok kozott is ki tudnak alakulni (vicindlis szilanol-csoportok),
csokkentve az allofazis aktivitasat. A szilikagél allofazisok legfobb hatranya a
vizérzékenységik. A fellleten adszorbedlddott viz a szilanol-csoportokhoz erdsen
kotddve csokkentheti a vizsgalandd komponens allofazishoz vald hozzaférhetdségét
(dezaktivalas) (1V-12. abra).

IV-12. dbra: A szilikagél fellilete

szabad szilanol-csoport

KJOH OH

‘ ‘ dezaktivalt szilanol-csoport

——Si-0-Si— HH
| | \ /
0o o 0O
}—| H
O \O

vicinalis szilanol-csoport ‘ ‘
H . .

H\ e Si Si
25" .

—— Si——Si——

o O

2. Aluminium-oxid fazisok

Az aluminium-oxid fazisok fajlagos fellllete kisebb, mint a szilikagélé és
porusszerkezetik sem annyira ismert. Fellletikon —OH csoportok talalhatok, igy
hasonldéan a szilikagélhez, vizre meglehetésen érzékenyek. Savkatalizisre bomlo
vegyuletek vizsgalatara is alkalmasak, mivel lugosan kezelt illetve kdzel semleges
toltettel rendelkez6 kolonnakat hoznak forgalomba. Forditott fazisu toltetként a
feluleten polimerizalt tolteteket alkalmazzak, ezek pH stabilitdsa jobb, mint a
szilikagélé és magas homérsékleten is hasznalhatok.

Jelenleg az aluminium-oxid alapu tolteteket HPLC elvélasztasokhoz ritkan,
inkdbb a mintael6készitések soran alkalmazzak.

3. Kémiailag modositott szilikagélek

A kémiailag modositott poléaris alléfazisok a szilikagél feliiletén talalhaté szilanol-
csoportok szilanizalasaval allithatok eld. Feliiletmoddositasra kivalasztott polaris funcios
csoportok lehetnek pl.: —CN, —NH,, —F csoportok. A szilanizalasi reakcié soran a
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szilanizaloszer és a szilikagel, mint hordozo kdzott kovalens szililéter kotések alakulnak
ki. Ezt kovetden a toltet kevesebb aktiv helyet tartalmaz, kevésbé érzékeny vizre és
szelektivitasa is n6. A szabadon maradt szilanol-csoportok nagy részét a szilanizaldszer
metilcsoportjai sztérikusan gatoljak.

IV.3.1.1.2. Forditott fazisu all6fazisok

A forditott fazisu folyadékkromatografias elvalasztasoknal (Reverse Phase - RP) a
mozgdfazis polarisabb az alléfazisnal. A legtobb analitikai elvalasztast forditott fazisu
tolteteken végzik. Napjainkban szilikagél alapu, szerves polimer alapi és egyéb szén,
zeolit vagy aluminium-oxid alapt alléfazisok vannak alkalmazasban. Gyakorlati
szempontbol legnagyobb jelentéséggel a mddositott szilikagél toltetek birnak (1V-13.
abra), melyeket a modositds szempontjabol harom csoportba sorolhatunk: monomer
modositasu fazisok; a&tmeneti modositasu fazisok; polimer modositasu fazisok.

A forditott fazisi technika Halasz Istvan és Horvath Csaba munkassaga
eredmenyeképpen alakulhatott ki. A folyadékkromatografia kival6 magyar szakemberei
a szilikafazisok impregnalasa helyett azok kémiai szarmazékképzését dolgoztak ki,
olyan apolaris funkcios csoportokkal, mint pl.: a C4, Cg, C1g, Cy2, fenil csoportok stb.

1. Monomer fazisok

A monomer fazisok eléallitasa soran monofunkcids klor-szilanok alkalmazasaval
szilanizalasi reakcidban a feltletmddositasra kivalasztott alkilcsoport (pl.: C4, Cg vagy
Cis, stb.) a szilanol-csoportokra kothetd, melyek 50-60%-a vihet6 reakcioba. A hidrofob
feluletet alkoté alkillancok gyenge diszperzids kolcsonhatast tudnak kialakitani a
vizsgalandd komponensekkel, mig a szilanol-csoportok er6sebb hidrogénhid kotés
1étesitésére képesek. A kialakitott forditott fazis jellemezhetd a hidrofob és a hidrofil
felulet ardanyaval. A hatékony elvalasztas érdekében a hidrofob/hidrofil fellletarany
ellenérzése fontos.

2. Atmeneti fazisok

Az atmeneti fazisok el6allitasa soran bifunkcids klor-szilanokat alkalmaznak a
szilanizalasi reakcioban azért, hogy egy lépésben két szilanol-csoportot vigyenek
reakcioba. A reakcid eredményeként a hidrofob/hidrofil felliletarany megvaltozik a
monomer maédositashoz képest.

3. Polimer fazisok

A polimer modositasu fazisok eldéallitasa soran trifunkcios klor-szilanokkal
modositjak a szilikagél felszinén 1évé szilanol-csoportokat, végil térhalos polimer
szerkezet jon létre. Az osszes fellleti szilanol-csoportot elreagéltatni sztérikus okok
miatt nem lehet. A kromatografalas soran az el nem reagalt szilanol-csoportok
hozzaférhet6sége attdl fiigg, hogy a vizsgalando komponens mennyire képes behatolni a
térhalos rendszerbe.

4. Utoszilanizélas

Az atmeneti vagy polimer médositasu fazisok eldallitasa soran szabadon maradt
szilanol-csoportok dont6é hanyada utoszilanizalasi (endcapping) reakcidval atalakithato.
Az utdszilanizalasi reakciot olyan vegyulettel végzik, amely elég kicsi ahhoz (pl.:
trimetil-kldr-szilan), hogy a zegzugos terhalos szerkezeten keresztil megkozelithesse a
szilanol-csoportot. A toltetek boritottsdga a toltet szazalékos széntartalmaval
ellendrizhetd, a széntartalom utoszilanizalassal emelkedik. Az igy modositott allofazis
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(pl.: C1s (e)) igen nagy elénye, hogy szélesebb pH-tartomanyban alkalmazhat6é (pH~2-
10), tovabba elballitasanak reprodukalhatdsaga nagyon jo.

IV-13. dbra: Kémiailag modositott szilikagél a forditott fazisu
folyadékkromatogréfiaban

madositott szilikagél Cis

endcapping

4 szabad
szilanol-csoport (‘3H3
& si CHs—Si—CHg
(@)

oge z \ H
a szilikagél Si
felszine o

IV.3.1.2 Az RP-HPLC mozgéfazisai

Napjainkban a legtobb analitikai elvalasztast forditott fazisu tolteteken végzik. A
nagyobb hatékonysag elérése érdekében egyre kisebb szemcseatmérdjii kromatografias
oszlopokat hoznak forgalomba, igy fontos szempont, hogy a mozgofazis a lehetd
legtisztabb (hypergrade, gradientgrade), Kkis viszkozitasi oldoszerekb6dl késziiljon.
Forditott fazisu elvalasztas soran a mozgdfazist alkotd oldoszerelegynek az alkalmazott
alléfazisnal polarisabbnak kell lennie, leggyakrabban alkalmazott oldoszerek a viz, az
acetonitril és a metanol (1V-14. dbra). A mozgoéfazis a mintaadagolés soran bejuttatott
mintakomponenseket oldatban tartva, folyamatos aramlassal biztositja azok
keresztlilhaladasdt az oszlopon, majd a detektoron. Vizben nem oldddd
mintakomponensek esetén a mozgofazis oldatbantartd (szolubilizalo) képessége vizzel
elegyedd szerves oldoszerekkel ndvelhetd.

lonos és konnyen ionizalhaté mintakomponensek vizsgalata eseten az elvalasztas
szerves reszét képezheti a pufferek (pl.: foszfat, citrat, trisz(hidroximetil)-aminometan,
acetat, formiat, stb.) haszndlata. A megfelels6 pH bedllitdsdhoz ismerni kell az
elvalasztando anyag pK.-értékét és az alkalmazni kivant anyag pufferkapacitasat. A pH-
tol fliggben a savas illetve bazikus jellegii funkcids csoportokat tartalmazd vegyuletek
kétfajta molekularis allapotban lehetnek jelen. Az ionizalt és nem ionizalt formak
mozgofazisban vald oldhatosaga kiilonbozo, igy az allofazissal kialakithatd
kolcsonhatas tipusa is eltérd, ami pedig a retencid megvaltozasat eredményezi. A
pufferek alkalmazasanak célja a molekularis formak allandé aranyanak biztositasa,
ezaltal az elvalasztas mindségének javitdsa. Az ionos formaban jelenlévé komponensek
visszatartasanak novelése érdekében a mozgofazisok gyakran ionpdrképzé vegyiiletet
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tartalmaznak. Az elvalasztando ion és a vele ellentétes toltésti ionparképz6 anyag (pl.:
kvaterner ammaoniumkation, alkil-szulfonatanion) téltés nélkali asszociatumot (ionpart)
képez, amely jobban ko6tddik az apolaris allofazishoz.

Az RP-HPLC-ben alkalmazott mozgofazisokkal szemben tamasztott igen fontos
kovetelmény a detektorral valo kompatibilitas (pl.: jo UV-fény ateresztoképesség,
elparologtathatdsag tomegspektrometrias detektalas esetén, stb.).

IV-14. dbra: A normal és forditott fazisu folyadékkromatografiaban alkalmazott allo-
és mozgofazisok

HPLC oszlopok
All6fazis Mozgofazis
NORMAL FAZISU . szénhidrogének
HPLC Al203; SiO; izopropil-alkohol
amino
SiO2-(CHy)n-NH,
diol
SiO2-(CHy),-CH(OH)-CH,OH
ciano
SiO,-(CH,),-CN
FORDITOTT FAZISU Si0,-(CH,),-CH, viz
HPLC n = 8; 18 (RP-8; RP-18) metanol
acetonitril
endcapped oszlopok
(az 0sszes -Si-OH csoport médositva van)

1vV.3.1.3 A HPLC detektorai

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografidban alkalmazhatd detektor rendszerint
atfolyo cellaval rendelkezik, ezaltal a rajta ataramld, oszloprol elualédé komponens
koncentracigjat jelzi. A detektorok érzékenységét az optikai fényat hossza és a
detektorcella belsd térfogata hatarozza meg.

A legelterjedtebben alkalmazott detektorok az ultraibolya/lathatd (UV/VIS)
spektrofotométerek. Ide tartoznak a diddasoros detektorok is. Ezen kivul alkalmazhatdk
fluoreszcencia mérésen alapuld detektorok, differencial refraktométerek, elektrokémiai
detektorok, tomegspektrométerek, fényszoras elvén miikodd detektorok, radioaktivitast
méré detektorok, magmagneses rezonancia elvén és dielektromos &llandé mérésen
alapul¢ detektorok.
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IV.3.14 Kiralis kromatografia

Az enantiomer parok elvalasztasa a fizikai-kémiai tulajdonsagaik hasonldsaga
miatt csak olyan sztereospecifikus kémiai kélcsonhatassal lehetséges, amelynek soran a
sztereoizomerek eltérd modon reagalnak.

A kirélis elvalasztasok két nagy csoportba sorolhatok: (1) kézvetlen modszerek és
(2) kozvetett mddszerek.

IV.3.1.4.1. Kozvetlen modszerek:

1. Kirélis allofazis alkalmazésa

Az allofazis és az elvalasztandd vegyilet kozott stabil kapcsolat akkor tud
kialakulni, amikor az elvalasztandé molekula legalabb hiarom ponton kotédik az
allofazishoz (harompontos illeszkedés modellje). Ezt a modellt tovabbi feltétellel
bévitette Pirkle és Pochapsky, akik szerint a harom sziikséges kolcsonhatas kozil
legalabb egynek sztereoszelektivnek kell lennie. Ebbdl a megfontolasbol a kiralis
allofazist kutatdo és fejleszté szakemberek igyekeznek minél tobb kolcsonhatés
kialakitasara alkalmas szelektorokat létrehozni.

Alkalmas fazisok:
(@) ciklodextrin alapu fazisok
(b) Pirkle-féle fazisok (m-sav m-bazis kdlcsdnhatasok)
(c) kiralis polimer fazisok
(d) ligandumcserél6 fazisok
(e) makrociklusos antibiotikum fazisok (pl.: glikopeptidek - vankomicin)
(f) koronaéter fazisok

IV-15. dbra: A vankomicin 3D szerkezete. A vankomicin a megjel6lt funkcios
csoportok altal alakit ki kdlcsonhatast az elvalasztandd molekulaval

% .L-;{"i _|-cooH

;P'}Fé""'f ionos kelcsonhatas
S

- N
¢ k}‘a aromas gy lri
? TI-TT kites

ionos kadlcsdnhatas

(A vankomicin Cu(ll)-komplexével az aminosav és karbonsav enantiomerek egymastol
elvélaszthatdk.)
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2. Kiralis mozgofazis alkalmazasa
Szamos racém elegy elvélaszthatd akiralis oszlopon a mozgd fazishoz adagolt
kiralis vegyuletek alkalmazasaval. Kiralis adalékok lehetnek pl. ciklodextrinek.

1V.3.1.4.2 Kozvetett modszerek:

1. Oszlop elétti szarmazékképzés kirdlis reagens segitségével

Az enantiomer parokat szarmazékképzéssel (kiralis reagenssel valo reakcio utjan)
diasztercomer parokka alakitjuk, igy az eltéré fizikai-kémiai tulajdonsaguk akirélis
oszlopon is lehetséges az elvalasztasuk (pl.: a racém ibuprofén oszlop el6tti
derivatizalasa, 1V-16. abra).

IV-16. &bra: A racém ibuprofén oszlop elétti derivatizalasa
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A kiralis szarmazékképzok alkalmazéasanak eldnyei:
(@) nagyobb felbontas
(b) detektalas als6 hatara csokkenthetd
(c) akiralis kolonna alkalmazhato, igy olcsobb

A kiralis szarmazékképzok alkalmazasanak hatranyai:
(@) tiszta szarmazékképzo reagensre van sziikség
(b) a szarmazékképzés iddigényes lehet
(c) a képz6do diasztereomerek molaris abszorbanciaja kiilonb6z6 lehet
(d) a reagensfelesleg zavar6 csucsként jelentkezhet
(e) racemizacio léphet fel

126 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Kromatogréafia

IV-17. dbra: Ismeretlen koncentraciéban ibuprofént és belsé standardként diklofenak-
natriumot tartalmazé oldat kromatogramja
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IV.3.2 Méretkizarasos kromatogréafia

A méretkizarasos kromatogréafia olyan folyadékkromatografias maddszer, amellyel
az oldatba vitt anyagokat méretik szerint valasztjuk el. A szerves mozgofazist
alkalmaz6 modszert gélpermeacios kromatografianak nevezziik, vizes mozgofazis
alkalmazasa esetén gélsziiréses kromatografiardl beszélink. Az alléfazis gél, vagy
szilard, porozus részecskékkel toltott oszlop, melyen keresztil a mozgofazis
segitségével vandoroltatjuk a mintat. Az oldott molekuldk folytonosan cserélddnek a
mozgofazis és az oszloptoltet pérusaiban talalhatdo stagnald, de a mozgofazissal
megegyez0 Osszetételli folyadékfazis kozott.

A meret szerinti elvalasztds molekulaméret-tartomanyat a toltet pdrusméret-
tartoménya hatarozza meg. Azok a molekuldk, melyek mérete az oszloptoltet
legnagyobb porusmeéretét is meghaladja, visszatartds nélkil vandorolnak végig az
oszlopon, a kizarasos térfogattal elualodnak (Vo, holttérfogat). Azok a molekuldk
viszont, melyek kicsi méretiiknél fogva a legkisebb porusba is be tudnak hatolni, a teljes
permeacios térfogatnak (Vi) nevezett oldoszermennyiséggel, csak a nagyobb
molekulakat koveten elualédnak az oszloprol (1V-18. abra).
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IV-18. dbra: A méretkizarasos kromatografia elve
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A méretkizarasos kromatografidhoz hasznalt keszulék nélkilozhetetlen része a
kiilonb6z6 hosszusagi és bels6é atmérdjii kromatografids oszlop. A fliggélegesen
elhelyezett oszlop a bemenetnél rendszerint mintaadagoldval (pl.: atfolyd-adapter,
fecskend6, szelepes injektor) van elldtva. A mozgdéfazis allandé sebességgel valo
aramoltatasat megfelelé pumpaval szabalyozhatjuk. Az oszlop kimenetéhez altalaban
detektor és automata regisztrald berendezés csatlakozik, amely jelzi a minta elvalasztott
komponenseinek relativ koncentraciojat. A detektorok A&ltalaban fotometrias,
refraktometrias vagy lumineszcencias elven miikodnek. Sziikség esetén az oszlophoz
automata frakcidszedod is illeszthetd.

A méretkizarasos kromatografia automatizalas nélkiil is jo kivitelezhetd, ilyenkor
a mintat és a mozgodfazist manualisan adagoljuk a felul nyitott, alléfazist tartalmazo
livegcsdbe. Az tlivegesd aljan elhelyezett csap megnyitasaval a gravitdcid révén
biztosithato a mozgofazis folyamatos aramlasa. Nem automatizalt rendszer esetén a
frakcidszedés is manualisan torténik, az eluatumok vizsgalata pedig kdzvetlenil vagy
megfeleld derivatizalast kovetden tobbnyire spektrofotométer segitségével valosul meg.

A méretkizarasos kromatogréfia felhasznalhaté polimerek molekulaméret-
eloszlasanak meghatarozasara, de megfelelé kalibracios standardokat alkalmazva
molekulatdmeg-meghatarozast is végezhetink.

IV.3.3 loncserés kromatografia

Az ioncserélé kromatogrdafia olyan folyadékkromatografids modszer, amelynél az
elvalasztas az alloé- es mozgdfazis kozotti ioncsere-egyensulyon alapul, igy egyarant
alkalmas szervetlen és szerves ionok elvélasztasara. Az analitikai célokra is alkalmas
ioncsereld allofazisok térhalositott miigyanta vazhoz kotve tartalmaznak jol vagy
kevésbé jol disszociald csoportokat. Ennek megfeleléen 1éteznek kozottiik gyenge és
erds ioncserélok. Erds kationcserélok (1V-19. dbra) az —SO3H, gyenge kationcserélék a
—COOH csoportokat tartalmazé gyantdk, mig az anioncserélék kozott a kvaterner
aminocsoportokat tartalmazok er6és (IV-20. abra), a primer aminocsoportokat
tartalmazok gyenge ioncserélok.
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1VV-19. dbra: Erds kationcseréld mitkodésének elve
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1V-20. dbra: Erds anioncseréld mikodésének elve

( RN OH Na*Cl : ( FRN*CF NaOH-

T

Az ionok megkotédésének erdsségét tobb tényezd befolyasolja, ezek koziil
szdmottevd az ion mérete €s fajlagos toltése, de jelentds hatdssal bir a hdmérséklet, a
mozgofazis ioneréssége és pH-ja is.

Kationok kromatografalasara eluensként hig erds savakat, az anionok
elvalasztasara bazisos oldatokat hasznalnak.

Az ioncserés kromatografok felépitése sokban hasonlit a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografids berendezésekére. Az eluenstartalyban tarolt mozgdéfazist a
korroziv behatasnak jél ellenallé nagynyomasu pumpa hajtja at az oszlopon. Az oszlop
kimenetéhez az elvalasztott komponensek detektalasara kézenfekvd vezetoképesség
mérésen alapulé detektort alkalmaznak. A mozgoféazisként alkalmazott savas illetve
bazisos oldatok megvalasztasakor fontos szempont az eluens vezetOképességének
minimalizalasa. Erre, a kicsi vezetképességli mozgofazis haszndlatan kiviil megoldast
jelenthet az analitikai oszlop utan elhelyezett vezetOképességet elnyomo oszlop
alkalmazasa. A szupresszor-oszlop (kationcserélé) milkodésének lényege az, hogy
megkotddik rajta az eluens anionja, amellyel ekvivalens mennyiségii hidroxidion az
eluensben 1év6 protonokkal alig disszocialo vizet képez.

Az ioncseréld kromatografia automatizalas nélkil is jo kivitelezhetd, ilyenkor a
mintadt és a mozgofazist manudlisan adagoljuk a felll nyitott, alléfazist tartalmazé
iivegcsobe. Az iivegesd aljan elhelyezett csap megnyitasaval a gravitacido révén
biztosithaté a mozgdfazis folyamatos dramlasa.

IV.3.4 Affinitas kromatografia

Az affinitas kromatografia a kromatografia legszelektivebb aga. Az elvéalasztés
alapja az allofazishoz kotdtt molekuldk és a mozgofazisban haladé molekulak kozotti
specifikus kolcsonhatds, amely rendszerint antigén-antitest kapcsolaton vagy
enzimreakcion alapul. Segitségével nagy szelektivitassal szeparalhatok biomolekulak
specifikus kdlcsonhatasaik alapjan. Az alléfazisra (altalaban agardzszarmazék, de lehet
celluloz vagy dextran) kémiai kotéssel enziminhibitort vagy valamely fehérjére
specifikus antitestet rogzitenek, amely reverzibilisen megkdti az akar sok
komponensbdl allo keveréket tartalmazd mozgd fazisbol a keresett biomolekulat, amit
végil a mozgd fazis osszetételének megvaltoztatasaval (pl.: pH megvaltoztatasa,
oldoszercsere) elualhatunk az oszloprél. Mivel az affinitas kromatografia a biomolekula
egyedi biologiai funkcidjan alapul, lehetové teszi az aktiv molekuldk inaktiv
(denaturalt) forméaktol vald elvalasztasat is. Biologiai matrixbdl (pl.: vérszérum) vald
szeparélds esetén tandcsos a mintat valamilyen részleges szeparalassal (pl.:
centrifugalds, sziirés) el0késziteni.

Affinitas kromatografidban megjelend kdlcsonhatés tipusok
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antitest — antigén (virus, sejt)

enzim — szubsztrat vagy inhibitor

hormon — hormon receptor

nukleinsav — nukleinsav kot6 fehérje (hiszton)
glutation — GST (glutation S transzferaz) fehérje
fém kelat — lancvégekhez fuzionalt His-tag

ok wbdE

Kiilondsen nagy jelent0sége van az affinitas kromatografianak a rekombinans fehérjék

tisztitasaban.

IV-21. dbra: Az affinitas kromatografia lépései
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IV.4 Vékonyréteg kromatografia

A vékonyreéteg-kromatografia (VRK, Thin Layer Chromatography - TLC) olyan
elvélasztastechnikai eljards, amely sordn a vizsgalandé anyagok oldatait folyadék
halmazallapoti mozgo6tazis segitségével vandoroltatjuk az allofazist képezd
vekonyrétegen. A vekonyréteg-kromatografia gyors és viszonylag egyszerii, ezért széles
korben elterjedt moddszer. Segitségével a kromatografias feladatok jelentds része
megoldhatd. A gyogyszer-analitikaban foként azonossagi és tisztasagvizsgalati céllal
alkalmazzak.

Az allofazis egy Uveg-, fém- vagy mianyaghordozon vékony rétegben,
egyenletesen szétteritett szilard adszorbens, amelyre folyadékfazis is (pl.: formamid,
dimetil-formamid, etilénglikol, paraffin, szilikonolaj, stb.) felviheté (impregnalas).
Ennek kdszonhetéen az elvalasztis folyamataban az adszorpcid vagy az oldékonysagi
megoszlas dominal.

A réteget a laboratdriumi g6zoktdl elzarva, tiszta levegdjii helyiségben, szorosan
lezart dobozban taroljuk. Az elvalasztas megkezdése eldtt sok esetben eldkezeljiik dket
(pl.: oldészer-vandoroltatas, szaritdszekrényben vald aktivalas 120 °C-on).

A vizsgalandd anyagbdl célszerli konnyen parolgd szerves oldoszerrel kb. 0,1-1%-
os oldatot keésziteni, amelyet felcseppents kapillaris vagy automata cseppentd
segitségével, a lemez alsé szélével parhuzamos egyenes mentén viszink fel a rétegre.
Egyszerre 1-2 pl-es részletet cseppentiink fel és minden oldatrészlet felcseppentése utan
varunk az olddszer elpérolgéaséig. (A retegkromatografidsan vizsgalhaté optimaélis
anyagmennyiség altalaban 1-10 ug koz¢é esik.) A minta felvitele soran tigyelni kell arra,
hogy a lemez szélére ne vigylnk fel mintat (perem hatas) és a felcseppentett folt
atméréje ne legyen nagyobb 5 mm-nél. Az ugyanazon lemezen kromatografalt mintak
teljes elkilonulése érdekében igen fontos, hogy a felcseppentett foltok kdzotti tavolsag
kb. 10 mm legyen. A minta sdvok formdjaban is felvihetd a rétegre, ilyenkor a savok
idealis hossza 10-20 mm, szélessége 1-2 mm. A szomszédos savok szélei kdzott
célszerti 5 mm tavolsagot hagyni.

A mintafelvitelt kovetéen a lemezt a mozgédfazist tartalmazd kromatografald
kamraba (futtaté kad) helyezziik gy, hogy a foltok illetve savok a futtatdszer szintje
folé keriiljenek. A kromatografald kamra inert, atlatszo anyagbdl késziil, alja sik vagy
kettds valyu formaja, a lemez méretének megfeleld méretii. Jo1 zar6d feddlap tartozik
hozza. A kromatografaldé kamrat a falai mentén sziirdpapirral béleljiik, majd a
kifejlesztoelegybdl annyit toltiink bele, hogy — miutan a sziir6papirt atitatta — megfeleld
magassagu folyadékréteget képezzen a kamra aljan. Az esetek tdbbségében telitett
kamraban kromatografalunk, azaz kifejlesztés elétt adott idStartamig allni hagyjuk a
kifejlesztoelegyet a 1égmentesen zart kadban. (A VIII. Magyar Gyogyszerkdnyv 1 ora
telitési 1d6t ir el6.) A telités célja az, hogy a kifejlesztés soran lényegesen mar ne
valtozzon a kifejlesztéelegy komponenseinek koncentracioja.

Szabadaramlasos vékonyréteg-kromatografia soran (szemben a kényszeraramlasos,
talnyomésos technikéval) a mozgofazis a kapillaris eré segitségével halad a rétegen a
mintakomponensekkel egylitt. A kiilonb6z6 komponensek kiilonbozé sebességgel
haladnak. A vandorlas sebessegét a planéris kromatografids rendszerben a visszatartasi
faktorral (Rf) jellemezhetjik, amely érték a vandorlé vegyilet altal megtett Ut és a
mozgofazis altal megtett Ut hanyadosaként szamithaté ki (1V-22. &bra).
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IV-22. dbra: A vékonyréteg-kromatogram Kifejlesztése
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Miutan a mozg6fazis megfeleld hosszusagu utat tett meg a lemezen (pl.: 20 cm-
es lemezen 10-15 c¢cm), a lemezt kiemeljuk a futtatd kddbdl és megszaritjuk. A szaritast
legegyszeriibben hajszaritoval lehet elvégezni, mas esetekben hdkezelést végziink
(hevités), ami a kés6bbi el6hivasi folyamat része. Mivel szaritds sordn az olddszer
parolog a lemez feliiletérdl, a megfelel6 elszivasrol gondoskodni kell,

Az el6hivas (a foltok helyének meghatarozésa) tobbféle modon elvégezhetd.

UV lampa 254 vagy 366 nm hullamhosszu fényében, az ebben a tartomanyban
abszorbedld anyagok foltot képeznek. A réteg optikai érzékenyitése alapjan az all6fazis
lehet fluoreszkalo (ilyenkor a rétegalapanyag adalékanyagkent fluoreszkald indikatort
tartalmaz) vagy nem fluoreszkald. Fluoreszkald rétegen az abszorbeald anyagok sotét
foltot képeznek (fluoreszcencia kioltas), nem fluoreszkald rétegen pedig az anyag sajat
fluoreszcenciajanak megfelel6 szinii folt jelenik meg. Az igy lathatova valt foltok helyét
korbekarikazhatjuk. Ezzel a modszerrel az aromas vegyiiletek, igy a
gyogyszervegyiiletek tobbsége eléhivhato.

Altalanos vagy egyes funkcids csoportokra szelektiv elShivo reagenssel,
szinreakcidt eldidézve is tudunk foltokat eldhivni. Ilyenkor a megfelelé reagens
oldataba valo bemartassal vagy a lemez bepermetezésével lehet meghatarozni a foltok
helyét. Az Aaltalanos elShivészerek erdsen oxidalnak vagy roncsolnak, pl.:
foszfomolibdénsav, kénsav. Az aminosavak és fehérjék megjelenitésére gyakran
hasznalt specifikus eléhivod reagens a ninhidrin, alkaloidokra és aminokra specifikus a
jédoldat és a Dragendorff-reagens, a fenolok el6hivasara alkalmas a vas(l11)-klorid.

A megszaritott lemezt az eléhivo reagens gozeivel telitett tartalyba helyezve is

------

brom. Az el6hivashoz sziikséges gazt a lemezt tartalmazé tartdlyon kiviil is
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fejleszthetjlik (pl.: ammonia, nitrézus gaz), majd bevezethetjik a tartdlyba. A modszer
elényét az jelenti, hogy alkalmazasaval elkeriilhetd a réteg atnedvesedése.

A vékonyreétegek kiertékelése minéségi és mennyiségi informaciot szolgaltat.

Minéségi informacid az Ry értékek Osszehasonlitdsa alapjan nyerhetd. Pl.
valamely vegylilet azonossaganak megallapitdsara a standard anyaggal torténd
egyuttfuttatds soran az azonos Rf érték szolgalhat. Az Rs értékek csak az azonos
lemezen, azonos kortlmeények kozott futtatott mintdk esetében hasonlithatok 6ssze.
Reprodukalhatdé R; értékeket csak standard korulmények kozott kaphatunk. Az Rg
értékét a vékonyréteg anyagi mindsége, szemcsemeérete, porozitasa, a réteg vastagsaga,
a futtatoelegyet alkotd olddszerek jellege és mindsége, a kad telitettségi foka, a
homérseéklet, az oldoszerfront Uthossza, a start tdvolsaga a mozgo6fazis felszinétdl, a
felvitt minta mennyisége és az oldott anyag kémiai természete befolyasolja.

Mennyiségi meghatarozast legegyszeriibben a foltteriilet mérésével (planimetria),
vagy a foltban 1évé anyag mennyiségének standard anyaggal felvett kalibracios
gorbébdl vald kiszamitasaval végezhetiink. Ez utdobbi csak kis koncentracio
tartoményban, Kkis érzékenységgel kivitelezhetd. Tovabbi lehetéség a folt optikai
sajatsaganak miiszeres mérése. A moddszer kiilonb6z6 valtozatainal az erre a célra
szolgéld spektroszkop megvilagitja, illetve atvilagitja a foltot, amelynek mérhetd a
fényelnyelése (denzitometria), fényvisszaverese (reflektometria) vagy a fluoreszcenciaja
(fluorimetria).

IV.4.1 A VRK modszerek csoportositasa
Térbeli elrendezés alapjan:

(a) vertikalis
(b) horizontalis

Az elvalaszthaté minta tdmege alapjan:

(a) analitikai: 0,1-0,2 mm rétegvastagsag
(b) felpreparativ: 0,2-0,5 mm rétegvastagsag
(c) preparativ: 0,5-10 mm rétegvastagsag

A hajtoerd tipusa alapjan:

(a) kapillaris er6 — hagyomanyos (szabadaramlasos) VRK
(b) centrifugalis kenyszerer6 — cirkularis VRK
(c) nyomashdl szarmazé er6 — nagynyomast VRK (OPLC)

A féazis tipusa alapjan:

(@) normal fazisu: szilikagél, aluminium-oxid, kovaféld (Kieselgur)

(b) forditott fazisu: Cg-, C1g-, poliamid-, dimetil-amino-propil-csoportokkal kémiailag
modositott szilikagél

(c) ioncserélé
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IV.5 Szuperkritikus fazisu kromatografia

A szuperkritikus fazisa kromatografia (SFC) a kromatografia azon aga, amely
egyesiti magaban a folyadék- és gazkromatografia elényeit. Megjelenése az 1980-as
évek elejére tehetd. A szuperkritikus anyagi allapot nem halmazéllapot. Egy anyag
akkor kertil ebbe az allapotba, ha hdmérséklete és nyomasa egyszerre nagyobb az adott
anyag un. kritikus értékeinél (kritikus homérséklet - ty, kritikus nyomas - py).
Szuperkritikus allapotban a folyadékok gézszeriiek és a gazok folyadékszeriiek, vagyis
az anyagok tulajdonsagai a folyadék- és gaz allapotra ,.egyszerre” jellemzbek. Ezen
tulajdonsdgok kdvetkeztében a szuperkritikus fluidum, mint eluens a nagyobb méretii és
a nem illékony molekulaknak is kivalo oldoszere, tovabba a folyadékokhoz mérten nagy
diffuziés egyitthaté miatt sokkal gyorsabb és nagyobb hatékonysagl az elvélasztas,
mint a folyadékkromatografiaban. A nyomas ndvelésével a szuperkritikus fluidum
stirlisége ¢s oldoképessége novekszik, ami javitja az elvalasztas hatékonysagat.

A szuperkritikus  kromatografia  elsésorban  szén-dioxidot  alkalmaz
mozgofazisként, ugyanis a CO, kdrnyezetszennyezést nem okozd természetes anyag,
amelynek szuperkritikus értékei nem tul magasak. Fizikai tulajdonsagai szuperkritikus
allapotban a folyadék halmazallapoti hexanhoz hasonlithatok, igy kromatografias
viselkedese is a hexanhoz hasonlo, vagyis apolaris. Polaritasanak ndvelésehez polaris
szerves modositd sziikséges, mint pl.: a metanol, etanol vagy az acetonitril. Ezek az
oldoszerek azonban a polaritds mellett a CO, szuperkritikus ertékeit is novelik.

Allofazisként a folyadékkromatografiaban elterjedt allofazisok hasznalatosak (pl.:
Cis, etil-piridin, szilika, diol, pentafluro-fenil oszlopok).

Detektorként az LC-ben is alkalmazott UV-spektrofotometrias és fluoreszcencias,
valamint a GC-ben alkalmazott langionizacids és elektronbefogasi detektorok egyarant
hasznalhatok. Makromolekulak vizsgalatara a szort fény mérésének elvén alapuld ELS
detektor (evaporative light scattering detector) szolgalhat. Tdmegspektrométerhez
kapcsolva teljesitoképessége és alkalmazhatosaga jelentdsen novekszik (1V-23. abra).

IVV-23. dbra: A THC és metabolitjainak SFC-MS kromatogramja

&man’y

55107
sox107q

450107

kannakinal

4’y

-nor-delta-9-THC

11

g
kannabidicl

E g
11-nor-9-karboxi TH
:;.- nor-3-karboxi

134 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Kromatogréafia

Feladat. Szteroid hormonok vékonyréteg-kromatografias vizsgalata, azonositasa.
Ismeretlen 6sszetételben szteroid hormonokat tartalmazd oldatok Osszetételét
hatarozzuk meg, vékonyréteg-kromatografias modszerrel, standard oldatok segitsegével.

Vizsgalt anyagok:

Standard oldatok:

Vizsgalt oldatok:

Réteg:

A réteg kijelolése:

Felvitel:

Eluens:

Eléhivas:

hidrokortizon
hidrokortizon-acetat
0sztron
Osztradiol-benzoat

A standard anyagok 0,1%-0s (1 mg/ml) oldatai, amelyek
kloroform+ metanol 9:1 aranyu elegyével keszultek.

A vizsgalt anyagokat kiilonbdzd Gsszetételben tartalmazo, minden
anyagra nezve 0,1%-os oldatok, amelyek kloroform+metanol 9:1
aranyu elegyével késziltek.

Kieselgel G, 110 °C-on 1 oOrén at aktivalva

- a lemez alsé sz¢€1€tdl a startpontok tavolsaga: 2,0 cm

- az elsd és utolso startpont tavolsaga a lemez sz¢élétdl: 2,0 cm

- a startpontok szdma max. 9; egymastol vald tavolsaga: 2,0 cm
(ha kevesebb a startpont, akkor egyenl6 tavolsagokra felosztva)
-a front tdvolsaga a startpontoktol: 15,0 cm

A standard és a vizsgalandé oldatokbol 10-10 pl-t cseppentink fel
a rétegre.

kloroform + aceton 3:1 térfogataranyu elegye
(A szlirOpapirral bélelt kadat, a futtatds el6tt, az eluenssel 30
percig telitjuk.)

Tomény foszforsav + viz 1:1 aranyl elegyével atnedvesedésig
bepermetezziik a lemezt, ezutan 120 °C-on 20 percig széritjuk a
kromatogramot.

Kiszamoljuk a standard anyagok, valamint a vizsgalt anyagok foltjainak Rs értékeit,
meghatarozzuk a vizsgalt oldat 0sszetételét!

Feladat. Ibuprofén meghatarozasa forditott fazisi HPLC-UV-mddszerrel diklofenak-
natrium belsé standard mellett

Cl
CHs
OH NH
CHg
Cl ONa
HsC °
3 o)
ibuprofén diklofenak-natrium
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Oldatkészités:

Ibuprofén és diklofenak-natrium standardokbol 1-1 mM-os torzsoldatokat készitlink. A
torzsoldatokbdl natrium-hidrogénfoszfat 0,2 M vizes oldatat hasznalva olddszerként
higitasi sort készitink (gy, hogy az egyes higitasi pontokhoz tartoz6 oldatok
koncentracidja csak az ibuprofénre nézve kiulonbozik, a diklofendk-natrium tartalalom
mindegyik oldatban megegyezik. (A kalibracids egyenes felvételekor a diklofendk-
natrium belsé standardként szolgal.)

A kalibracios egyenes felvételéhez készitett higitasi sor oldataiban a standardok
koncentracioi a kovetkezok:

1.) 25 pmol/dm? ibuprofén + 100 pmol/dm? diklofenak-natrium

2.) 50 pmol/dm?® ibuprofén + 100 umol/dm? diklofenak-natrium

3.) 100 pmol/dm? ibuprofén + 100 umol/dm?® diklofenak-natrium

Az igy elkészilt oldatok 20 pl-ét a HPLC-rendszerbe injektaljuk. A kapott
kromatogramok gorbe alatti terlileteit alapul véve kalibrécids egyenest szerkesztink.

Ismeretlen oldat vizsgélata:

A kapott vizsgalandé oldatok 100 pmol/dm?® diklofenak-nétrium tartalom mellett
szdmunkra ismeretlen koncentracidban tartalmaznak ibuprofént. Az oldatok 20 pl-ét
HPLC-vel vizsgaljuk, a gyakorlat els6 felében szerkesztett kalibracids egyenes
segitségével meghatarozhatjuk azok ibuprofén tartalmét (umol/dm?®).

HPLC kondicidk:
- Oszlop — 150 mm x 4,6 mm x 5 um, C18 forditott fazisu oszlop
- Eluens — acetonitril : 5 mM CH3COONH,/CH3COOH puffer (pH=3,0) =55 : 45
- Aramlési sebesség — v = 1,0 ml/perc
- Detektélas - £ =220 nm

Kromatografias teljesitményjellemzok kiszamitasa:
Egy, az oszlopon meg nem kot6do inert anyag (retencio nélkili komponens, pl.: KNOs,
tiokarbamid) oldatanak injektdldsa lehetévé teszi a kromatografids holtidd
meghatarozasat.
A holtidd meghatidrozasadt kovetden szamitsuk ki az aldbbi kromatografias
teljesitményjellemzoket:

- redukalt retencios id6 (t’r)

- retencios faktor (k”)

- szelektivitas (o)

- felbontas (Rs)

- szimmetriafaktor (As)

- elméleti tAnyérszam (N)
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V ANALITIKAI ELJARASOK VALIDALASA

Egy analitikai feladat megoldasakor mindig felmeril a kérdés, hogy a kapott
eredmeények mennyire tiikrozik a vizsgalt minta tényleges dsszetételét, milyen pontosak
a mért értékek, milyen hibakat kdvethetlink el az adott modszer alkalmazasa soran stb.
Ugyanakkor a modszer megitélése szempontjabdl az is fontos, hogy a kapott
eredmények milyen biztonsdggal ismételhetéek, milyen a kapott adatok
reprodukalhatésaga. Ezekre a kérdésekre kapunk valaszt az analitikai mddszer
validalasa soran, ami a kémiai analizis gyakorlataban igen fontos kévetelmény.

A mddszerkidolgozas soran torténik az analitikai feladat részletes megfogalmazasa
és jellemzése analitikai paraméterekkel, valamint az analitikai feladat megoldasara
alkalmas mddszer kivalasztasa és részletes dokumentalasa. A mddszeralkalmassag
vizsgalatakor torténik a modszer teljesitményjellemzbéinek meghatarozasa az adott
korilmeények kozott.

A validaléas tehat egy eljaras, ami soran megfogalmazzuk az analitikai folyamat
kdvetelményeit és igazoljuk, hogy a vizsgalt modszer rendelkezik azokkal a
teljesitményjelzékkel, amit az adott alkalmazas megkovetel, és az elvégzett eljaras
megfeleld eredményeket szolgaltat. A validalas sordan a moddszeralkalmassag komplex
értékelése kell, hogy megtorténjen, ami az egyszerli matematikai statisztikai eljarasok
alkalmazéasan tilmenden a szigoruan szabalyozott és hiteles dokumentacidt is magaba
foglalja.

Tulajdonképpen a validélds az az eljards, amely bizonyitja, hogy a mddszer
alkalmas arra a célra, amire szanjuk.

A validalési eljards a maddszer olyan teljesit6képességi adatainak meghatarozasat
jelenti, mint a pontossag, torzitatlansag, linearitas, kimutatasi hatar vagy a szelektivitas.
Ismételten elvegzett vizsgalatok esetén tovdbbi adatokra van szikség a mérések
reprodukalhatosagarol, zavartiirésérdl is.

V.1 A mérések hibdja

Minden mérési adat tobb-kevesebb hibaval terhelt, ez azt jelenti, hogy egy adott
Kisérletet tobbszor egymés utan elvégezve, a mért eredmények Kkisebb-nagyobb
mértékben eltérnek egymastol. Az analitikai eljardsok soran kapott eredmények
megitélése szempontjabdl rendkivil fontos a meérési hiba nagysaganak és tipusanak
ismerete.

V.1.1 A mérdeszko6zok megvalasztasa

A méréeszkozoknek - attol fliggden, hogy mire tervezték Oket - kiilonbozé az
érzékenysege, a mérési pontossaga. Kozos jellemzojik viszont, hogy a pontossaguk
korlatozott. A digitdlis miszereknek éppugy, mint a biirettdknak vagy egy
spektrofotométernek.

A mérdeszkozoket, miiszereket jellemezhetjiik azok leolvasasi pontossagaval. A
leolvasas pontossagat a leirt szamadatok szamjegyeinek szamaval juttatjuk kifejezésre.
Példaul tdmeg mérésére hasznalhatunk tarameérleget, amelyen 0,1 g pontossaggal
olvashato le a tdtmeg, mig egy analitikai mérlegen 0,0001 g pontossaggal lehet témeget
meghatarozni. Hasonloképpen egy méréhenger beosztasa a legtobbszor 0,1 - 0,5 -1,0 ml
megallapitasat teszi lehetévé, mig egy biiretta 0,02 - 0,05 ml megallapitasat biztositja.
Minden adatot a leolvasas lehetdségének megfelelden kell felirnunk, vagyis annyi
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szamjeggyel, hogy az utolso el6tti szamjegy még biztos legyen. Az utolsd szamjegy
értéke bizonytalan.

A mérésekhez mindig a célnak megfeleld érzékenységli, vagyis leolvasasi
pontossagu eszkdzoket kell hasznélni. Ha a meért adatokbdl szamitasok Utjan kapjuk
meg a merés eredményét, az eredmény pontossadgat mindig a legkevesbé érzékeny
miiszer pontossaga hatdrozza meg. A végeredmény tehat nem lehet annal pontosabb,
mint amit a legkevésbé pontosan mérhetd adat megszab.

Bér a hallgatoi gyakorlatokon méréseinket leginkabb térfogatmérd eszkozokkel és
mérlegekkel veégezzik, a mérésekbdl levonhatd kovetkeztetések altalanosak, vagyis
épplgy vonatkoznak a legmodernebb spektroszkdpiai mddszerekre is.

V.1.2 A mérési pontatlansag formai

A hibaforrasok koziil kiemelhetéek a mérdeszkozok tokéletlensége, a kisérleti
koriilmények kismértékli valtozésa ¢és a kisérletet végzd személlyel kapcsolatos
szubjektiv tényezok. A mérési hibakat két nagy csoportba oszthatjuk.

Szisztematikus hibak

A szisztematikus vagy rendszeres hiba forrasa lehet a késziilékek, eszkdzok
pontatlansaga (pl. nem megfelelden kalibralt mérélombik, biiretta, pipetta) a kisérleti
korilmények helytelen megvalasztasa, rosszul megfogalmazott mérési utasitas, a
mivelet helytelen kivitelezése vagy az eredmények helytelen értékelése. Az ilyen hibak
minden mérést azonos iranyban és azonos mértékben befolyasolnak, vagyis torzitanak.

V-1. dbra: Szisztematikus mérési hibak — a torzitas

A torzitas tehat az alkalmazott eljards soran nyert mérési adatok atlaganak a
valodi (tényleges) értéktdl valo eltérése. A szisztematikus hibak fiiggetlenek attol, hogy
mennyire Kis szdrassal lehet megismételni a méréseket, vagyis ha a torzitas nagy, akkor
nagy pontossag esetén is jelentds lehet az eltérés a valodi értéktdl (referencia mintatol,
irodalmi adattol).

Mivel a szisztematikus hiba nem noveli a mérések szorasat, felismerése néha igen
nehéz, viszont felismerése utan korrigalhatd. Példaul a méréeszk6zok kalibraldsa segit
az ilyen hibak elkerulésében.

Véletlen hibak

Barmennyire koriiltekintéen végziink is el egy mérést, sohasem sikeriil ugyanugy
megismételniink, a mért értékek kozott mindig lesznek kisebb-nagyobb véletlenszeri
eltérések. A véletlen hibak a veéletlen megfigyelési és leolvasasi hibakbol, a kisérleti
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feltételek kismértéki, ellendrizhetetlen ingadozasabol (pl. ingadozhat a hdmérseklet),
egyes miiveletek helytelen kivitelezésébdl adodhat. Ezek a tényezdk szabjdk meg a
vizsgalat pontossagat.

A pontossaggal (precision) tehat azt jellemezzilk, hogy a mérési eredmények
mennyire térnek el a kdzépértéktdl. Kis pontossag esetén az egyes eredmények jelentds
eltérést mutatnak az atlagtol.

V-2. dbra: Véletlen mérési hibak — a pontossag

A mérések atlagat fogadjuk el a valodi érték lehetd legjobb kozelitésének.
Altalaban igaz, hogy minél tobb mérést végziink, annal kizelebb keriil az atlag a valddi
értéekhez. Tehat a véletlen hibak nagysdga tobb parhuzamos mérés elvégzésével
csokkenthet6, mivel a szamtani atlagban a hibdk kompenzéljadk egymast.

V-3. dbra: A véletlen hibak kikuszobdlese parhuzamos méresek réven
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A mérési hibak grafikusan is jellemezhetéek:

V-4. dbra: A merési hibék grafikus jellemzése

valos érték

torzitas
II 5 I mérések atlaga
& L f pontossdg g

[

mérési eredmények

mérések szama

A rendszeralkalmassag vizsgalata soran a hasznalt muszerekkel és eszkozokkel
szemben kovetelmény, hogy feleljenek meg a specifikdcionak, miikddjenek
megfeleloképpen, legyenck kalibraltak. A Kkalibralas célja a pontossag ellendrzése,
azoknak a miiveleteknek az Osszessége, amelyekkel meghatarozott feltételek kozott
megallapithato az dsszefligges a mennyiseg mert értéke és a referenciaval megvaldsitott
megfeleld érték kozott.

Ugyanakkor az analitikussal szemben is kévetelmeny, hogy legyen kompetens az
adott tertiileten, rendelkezzen elegend6 ismerettel, hogy dontéseket hozzon.

A rendszeralkalmassag vizsgalatakor arra is ki kell térni, hogy a mintavételezés és
vizsgalati mintdk megfelelnek-e az adott analitikai feladatnak. A mintavételezés nagy
gyakorlatot és szakmai hozzaertést igényel. A mintavételt végzének értenic kell a
megoldando problémat, ismernie kell a kapcsol6do kémiai folyamatokat.

A fenti kdvetelmények betartasaval az el6forduld hibak visszaszorithatok.

V.2 A validalas

V.2.1 A validalas folyamata

Egy modszer megfeleldségének igazolasara, vagyis modszervalidalasra van szikség egy
Uj modszer bevezetésekor, egy elismert modszer 1) feladatra torténd kiterjesztésekor,
illetve ha a modszer ellendérzése hibat jelez.
Egy modszer validaldshoz hozzatartozik annak pontos, szigori dokumentalasa is. A
dokumentumoknak tartalmaznia kell a modszer részletes, teljes kori leirasat, azt az
alkalmazo6 laboratorium koriilményeihez adaptalva (miszerek, eszkozok, vegyszerek,
muveletek, standardok, oldatok készitése, minta-elokészités, mérés menete, adatok
kezelése, adatok feldolgozasa sth.). A mddszerleirasban szerepel a rendszeralkalmassag
vizsgalatanak dokumentalasa is.

A dokumentacio részét képezi a validalasi terv, illetve protokoll is. A validalasi
tervnek tartalmaznia kell a vizsgalt analitikai paramétereket (teljesitményjelzéket) a
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megfelelési adatokkal, az egyes paraméterek meghatarozasahoz tartozo eljarasok teljes
korti leirasat, valamint az elemzési eredmények feldolgozasanak menetét.

A validalas folyamatardl validadlasi jegyzékonyvet is kell késziteni, ami magaba
foglalja a protokoll szerint végrehajtott vizsgalatokat, a vizsgalati adatokat, az adatok
feldolgozasat, a validalas eredményeit es értékelését.

V.2.2 A validalasi teljesitményjelz6k

A validalas soran tanulmanyozott, értékelt analitikai jellemzok koziil a legfontosabbak:
a szelektivitds, specifikussadg, a kimutatasi hatdr, a meghatarozasi hatar, a mérési
tartomany, a linearitas, a torzitatlansag, a pontossag, a robosztussag.

Egy adott modszer validalasanal az analitikai kdvetelményekhez igazoddan kell a
validalasba bevont analitikai paramétereket kivalasztani. A kovetkez6 tablazat néhany
példat tartalmaz erre vonatkozoan:

V-1 tablazat: Az analitikai modszer validalasanak szempontjai

Analitikai kovetelmények Kapcsolodo teljesitményjelzék

Kvalitativ vagy kvantitativ elemzés sziikséges? Azonossag igazolasa
Szelektivitas / specifikussag
Kimutatasi hatar
Meghatarozasi hatar

Tdbb forméaban is jelen van a vizsgalandd komponens a | Azonossag igazolasa
mintaban? Visszanyerés
Sziikséges-e a kiilonboz6 formak megkilonboztetése?

Milyen komponensek meghatarozasa sziikséges? Azonossag igazolasa

Mekkora a vizsgalt komponens varhato Kimutatasi hatar

koncentracioja? Meghatarozasi hatar
Analitikai (mérési) tartoméany

Milyen pontossagu elemzésre van sziikseg? Visszanyerés

Milyen mérési bizonytalansag engedheté meg? Pontossag, torzitatlansag
IsmételhetOség

Milyen zavard hatasokkal kell szdmolni? Szelektivitas
Specifikussag

A modszert tobb laboratérium is hasznalja? Pontossag
Reprodukélhatdsag
Robusztussag

A kovetkezd tablazat Osszefoglalja a validalasi teljesitményjelzdket, amelyek
meghatarozasa indokolt az analitikai folyamat kiilonb6z6 formaiban. (ICH Harmonised
Tripartite Guidline alapjan)
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V-2 tablazat: Validalasi teljesitményjelzok attekintése

Vizsgalandd Azonossagi Szennyezés vizsgalat Tartalmi
teljesitményjelzok vizsgalat meghatarozas
Mennyiségi Limit
meghatarozas | meghatérozas

Torzitatlansag - + - +
Pontossag

Ismételhetoség + - +
Specifikussag + + + +
Kimutatasi hatar - - + -
Meghatarozasi hatar - + - -
Linearitas - + - +
Meghatarozasi - + - +
tartomany

Szelektivitas, specifikussag

A szelektivitast €s a specifikussagot gyakran felcserélhetd fogalomként
alkalmazzak, de a két fogalom nem azonos.

Egy mddszer szelektiv, ha a kapott valaszjel egy vagy tdbb, hasonlé anyagtdl
szarmazik. A szelektivitassal azt adjuk meg, hogy az adott mddszer képes-e az 6sszes
lehetséges meghatarozanddé komponens kimutatdsadra vagy meghatarozasara zavard
alkotok jelenlétében. Specifikus a modszer, ha a valaszjel csak egy komponenstdl
szarmazik, vagyis a modszer a meghatarozandé komponensre tokéletesen szelektiv.

A szelektivitds és specifikussag a moddszer josagat, illetve megbizhatosagat
jellemzi zavardé komponensek jelenlétében. A kvalitativ és kvantitativ modszerekre is
vizsgalandd paraméterek.

Torzitatlansag (accuracy), helyesség

A torzitatlansag megmutatja, hogy az alkalmazott eljards soran nyerhetd
adatokbdl szarmazd eredmények mennyire térnek el az elfogadott referencia, vagyis
tényleges ("valodi") értékt6l. Egy modszer anndl helyesebb, minél kisebb a varhato
értek és a valodi erték kulonbseége. Egy moddszer torzitdsat a szisztematikus hibak
okozzék, ahogy azt mar korabban is lathattuk.

A torzitatlansdg vizsgalatanak fobb moddszerei: hiteles referencia mintak
vizsgalata, a mddszer dsszevetése fliggetlen modszerrel, a modszer 6sszevetése ismert
helyességli modszerrel stb. A mddszerek alapvetéen abban kiilonboznek, hogy milyen
maodon nyerjlk a referenciaértéket.

Pontossag (precision)

A pontossag a mérési eredmények kozépértéktol valod eltérését jellemzi. A mérés,
vizsgalat véletlenszeri valtozasait jellemz6 adat.

A pontossag tobb fogalmat is takar, tébbek kozott az eredmény
megismételhet6ségét és reprodukalhatosagat.

Az ismételhetdség (repeatability) azt fejezi ki, hogy egy laboratoriumon belul a
kisérleti paraméterek véletlenszer(i, kis valtozasa milyen mértékben befolyasolja a
végeredményt kis idGintervallumon beliil. A laboratoriumon belili pontossag az azonos
koriilmények kozott (azonos személy, miiszer, reagens stb.), rovid iddintervallumon
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A reprodukalhatdsag (reproducibility) az azonos madszerrel (azonos eljarasok és
paraméterek), de eltéré koriilmények kozott (mds analitikus, mas laboratorium, mas
miiszer, hossza iddintervallum) elvégzett mérések eredményeit hasonlitja dssze, vagyis
a laboratoriumok kozotti pontossagot jellemzi. Akkor van értelme meghatarozni, ha egy
modszert tobb laboratorium is hasznal.

Kimutatasi hatar (limit of detection, LOD)

A kimutatasi hatar az a legkisebb koncentracié vagy mennyiség, amikor a kapott
vélaszjel egyéertelmien a vizsgalt anyagtol szarmazik, vagyis amit a modszerrel mar
megbizhatéan detektalni lehet. Meghatarozdsa a vizsgalni kivant anyagot nem
tartalmazo referencia minta segitségével torténik.

A kimutatasi hatar adott jel/zaj viszonyhoz kotédik: az alapvonalzaj (ami a
vakérték szordsa) haromszorosanak megfeleld magassagu jelet add koncentracio.
(J/Z=3). A vakértek szdrasat a mintaval azonos feltételek mellett kell meghatarozni.

Meghatarozasi hatar (limit of quatitation, LOQ)
A meghatarozasi hatar azt a legkisebb koncentraciot jelenti, amely még

megfelelé pontossiggal és torzitatlansaggal meghatarozhatd. Ertéke becsiilhetd a
Kimutatési hatar alapjan, &ltalaban annak 2-3-szorosa.

Meghatéarozasi, meresi tartomany

A meghatarozasi tartomany az a koncentracié-tartomany, ahol a minta kell6
pontossaggal és torzitatlansaggal meghatarozhato, tehat az az intervallum, amelyen
belll az eljaras helyes eredményt szolgaltat. Alséd korlatja a meghatarozhatésagi hatar
(LOQ), felsé korlatai a mérémiiszer fizikai teljesitoképessége, illetve az analitikai
fuggvény tulajdonsagai (linearitds, RSD%).

Linearitas

A kalibral6 gorbe linearitdsan azt értjik, hogy a gorbe adott tartomanyaban, az
un. linedris tartoményban, adott megbizhat6saggal linearisnak mondhato. A linearitast a
linearitas meghatdrozésat, a regresszids egyenes jellemzését 1asd késdbb.

A linearitds meghatarozasa az olyan mennyiségi meghatarozasoknal alapvetd
fontossagu, ahol elvart, hogy a detektor altal szolgaltatott jel egyenes aranyban legyen a
vizsgalandoé oldat koncentraciojaval.

Robosztussag (robustness)

Egy modszer zavartiirésének vizsgalata annak igazoldsara irdnyul, hogy az
adott modszer hogy viseli a kisebb valtozasokat a miikodés koriilményeiben. A
robosztussdg vizsgalat igy a modszer hasznalatanak validalt rugalmassagat
jelenti.

Ha kiilonb6z6 laboratoriumok ugyanazt a modszert hasznaljak, akkor
elkertlhetetlentl jelentkeznek olyan apro eltérések (analitikusok, készilékek,
homérseklet stb.), amelyeknek esetleg szamottevd hatdsuk lehet a moddszer
teljesitményére. A zavartlirési vizsgalat eredményeibdl az egyes miikodési
paraméterekre kiiszobértékek allapithatok meg.
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A kiilonb6z6 valtoztatasok hatasat mar altalaban a modszerfejlesztés stddiumaban

megvizsgaljak, és ez alapjan hatdrozzdk meg a legalkalmasabb paramétereket és
kisérleti kortlményeket.
A rendszer-alkalmassagi vizsgalat fontos része az elemzéseknek, az adott vizsgalat csak
a megadott kovetelmenyek (kimutathatdsag, jO elvalasztds, torzitatlansag, kis szoras,
sth.) teljesuilése estén fogadhatd el. Ezaltal bizonyitjuk, hogy az egész rendszer és
modszer alkalmas arra a célra, amire alkalmazzuk.

V.3 A mérési eredmeények statisztikai jellemzése

Tételezziik fel, hogy egy mérési sor eredményeit csak véletlen hiba terheli, és
abrazoljuk a mérési adatok elére meghatarozott intervallumok szerinti gyakorisagat,
akkor informéacidt nyerhetlink a mérési eredmények eloszlasarol. Ha a mérések szdmét a
vegtelenségig novelnénk, és a meghatarozott intervallumok nagysagat pedig ezzel
parhuzamosan csokkentenénk, akkor egy harang alakd eloszlasi gorbét kapunk, amelyet
Gauss- vagy normalis eloszlasu gorbének neveznek.

V-5. dbra: Normal eloszlasu gorbe

1/o(2m)12

gyakorlsag

mérési eredmények

A Gauss-féle eloszlas matematikailag a kovetkezOképpen fejezhet6 ki:

fx)= o\ 21

ahol
f(x) = a normalis eloszlas eloszlasfiiggvénye
o = a mérések standard deviacidja
w = ameéresek atlaga
X = az adott mérési eredmény.

A mérési adatok szorodasat az atlag kordl a standard deviacio irja le.

Mivel azonban a valosagban csak véges szamu méreseket tudunk végezni, az
atlagot és a standard deviaciét meg kell becsilniink. A becsult paramétereket tartalmazo
Gauss-eloszlas ily mdédon a kdvetkezoképpen alakul:
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(xx)?

e 252

0= o

ahol
s = a standard deviécid becsiilt (legvaldsziniibb) értéke

X = az atlag becsiilt (legvaldsziniibb) értéke

V.3.1 Egy méréssorozat eredményeinek jellemzése

A mérési eredmények atlaga a mért adatok egyszerii szamtani kdzepe:

n

ahol
n = mérések szama

A mérés pontossaganak, vagyis a mért adatok atlagtél valo eltérésének mértékét
matematikailag a széras (standard deviacid) jellemzi, amit az atlagtol valo eltérések
négyzeteinek segitségével szamolhatunk ki:

S_\/(X1_;)2 —+—(X2 —;)2 _|_..._|_(Xn _;)2 ~
. n-1 -

A pontossagot az atlag + szoras alakban szoktuk jellemezni. Ez azonban nem azt
jelenti, hogy minden egyes merésnek kdzelebb kell lennie az atlaghoz, mint a széras. Az
egyes meérések eredményei - az X; véletlen szamok eloszlasatol fliggéen - altaldban az
atlag * 3s kornyezetébe esnek.

A variancia a széras négyzetével (s%) egyenls.

Ha a mérés jellemzése helyett a mérés eredményét (a mért fizikai mennyiséget)
akarjuk megadni, akkor helyesebb az atlagot, és annak szérasat kozolni. Az atlag
szorasa pedig:

A szOras nagysaga a mert értekek és termeszetesen a kozepérték nagysagatol fugg.
Koénnyebben 6sszehasonlithaté adatokat kapunk, ha a szOrds értékét az atlagra
vonatkoztatjuk és a relativ szorast vagy variacios koefficienst (RSD%) adjuk meg:

. .. S
variacios koefficiens = =x100
X

Viszonylag kevés méresi adat esetén a méresi adatok hibaeloszlasat az un.
Student-féle valosziniiségi stiriiségfiiggvény irja le. A mérési eredmények atlaganak és a
szOras ismeretében meghatarozhaté az az intervallum, amibe el6re meghatarozott
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valoszintiséggel esik bele a varhatd értek (u). (Nagyszamu minta esetén X eléri p
értékét.) Ezt az intervallumot a varhatdo érték becslésére szolgalé konfidencia
intervallumnak nevezziik. A varhato értéket pontosan nem tudjuk, de atlag koriil van és
nagy (1-o) valdsziniiséggel esik ebbe az intervallumba, és csak kicsi (o) valoszintiséggel
esik ezen kivilre. Leggyakrabban 90 vagy 95%-0s megbizhatdsagi szintet valasztunk,
vagyis o értéke 0,1 illetve 0.05. Az atlagra vonatkoz6 megbizhatdsagi intervallum tehat:

= S
u=x=£t, o—
(,n-1) /n

ahol
n-1 = a szabadsagi fokok szama
t(, n-1) = @ Student-féle tablazatbol szarmazo adat.
t értéke tehat fligg a mérések szamatol és a megbizhatosagi szinttol

V-3 tablazat: Student-féle t értekek (részlet a tAblazathol)

Szabadséagi fokok Megbizhatdsagi szint (%)
szama 90 95 99
1 6,314 12,706 63,656
2 2,920 4,303 9,925
3 2,353 3,182 5,841
4 2,132 2,776 4,604
5 2,015 2,571 4,032
6 1,943 2,447 3,707
7 1,895 2,365 3,500
8 1,860 2,306 3,355
9 1,833 2,262 3,250
10 1,812 2,228 3,169
15 1,753 2,131 2,947
20 1,725 2,086 2,845
25 1,708 2,060 2,787
30 1,697 2,042 2,750
© 1,645 1,960 2,576

A gyakorlatban arra toreksziink, hogy az eredményeinket minél sziikebb korlatok
kodzé szoritsuk. A konfidencia intervallum kiszamitéasa alapjan lathatd, hogy ezt a t érték
csokkentésével, vagy az n novelésével tudjuk elérni. A tablazatbol kitiinik, hogy a t
értekek a mérések szadmanak novelésével csokkennek ugyan, de pl. 95%-0s
megbizhatosagi szint mellett 2 és 4 mérésszam (1 és 3 szabadsagi fok) kozott a
csokkenés jelentds, 5 és 25 mérésszam (1 és 24 szabadsagi fok) kozott mar nem
szamottevd. Ha tehat az a célunk, hogy eredményiinket lehetdleg sziik hatarok kozé
szoritsuk, legaldbb 5-6 parhuzamos merést érdemes vegeznink. Nem kapunk
Iényegesen jobb eredményt akkor sem, ha ennél joval tobb, pl. 15-20 mérést végeznénk.
Lényegesen jobb eredményt akkor kaphatunk, ha kb. 30 mérést vegziink el, ugyanis
ilyen nagy mintaszamndl mar a normdl eloszlast koveti a valdsziniiségi
stiriiségfliiggvény.
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V.3.2 Méréssorozatok 0sszehasonlitasa

A viszonylag kevés adatra tdmaszkodd matematikai statisztika lehet6séget ad arra is,
adott moddszerrel kiilonb6z6 idében vagy helyen, mas-mas személyek altal kapott
eredmeényeket 0sszehasonlitsuk, vagyis megéallapithatjuk, hogy a két mérési sorozat
eredménye azonosnak mondhaté-e, vagy szignifikans kilonbség van kdzottik. Ennek
érdekeben hipotézisvizsgalatokat vegzink.

Legyen a nullhipotézisink (Hp): w1 = pp, vagyis a varhatd értékek megegyeznek
egymassal.

Megvalasztjuk a szignifikanciaszintet (o), ami annak a valosziniisége, hogy Ho-t
elvetjik, amikor val6jéban igaz.

A cél, hogy kétmintas t-proba elvégzése soran 6sszevessiik a méréssorozatok
kozépértékeit, de ehhez elézetesen el kell végezni az F-probéat, amikor azt vizsgaljuk,
hogy a két méressorozat szorasa kozott van-e szignifikans eltéres.

Az F-proba probastatisztikaja:

ahol s? > s> (F>1). A szamitott F értéket ssze kell vetni a két mérés szabadsagi
fok&hoz (szabadségi fokok: fi=n; -1 és f,=n, -1) tartozo kritikus F értékkel, ami a kritikus F
értékeket tartalmazo tablazatbol kiolvashato.

V-4 tablazat: Kritikus F értékek 95%-0s megbizhat6sagi szint mellett

Szabadsagi fokok szdma: n;-1

n,-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 15 20 30 0
2 190 19,2 | 19,2 | 193 | 193 | 194 | 194 | 194 | 19,4 | 19,4 | 19,4 | 195 | 195
3 955 (928|912 | 901 |89 |889 | 884|881 38,79 | 870 | 866 | 862 | 853
4 6,94 | 6,59 | 6,39 | 6,26 | 6,16 | 6,09 | 6,04 | 6,00 | 596 | 586 | 580 | 575 | 5,63
5 5,79 | 541 | 519 | 5,05 | 495 | 488 | 482 | 4,77 | 4,74 | 462 | 456 | 450 | 4,36
6 514 | 4,76 | 453 | 439 | 428 | 421 | 415 | 4,10 | 406 | 3,94 | 3,87 | 3,81 | 3,67
7 4,74 | 435 | 412 | 397 | 3,87 | 3,79 | 3,73 | 3,68 | 3,64 | 351 | 3,44 | 3,38 | 3,23
8 4,46 | 407 | 3,84 | 3,69 | 358 | 350 | 3,44 | 3,39 | 3,35 | 3,22 | 3,15 | 3,08 | 2,93
9 4,26 | 3,86 | 3,63 | 3,48 | 3,37 | 3,29 | 3,23 | 3,18 | 3,14 | 3,01 | 294 | 2,86 | 2,71
10 410 | 3,71 | 3,48 | 333 | 3,22 | 3,14 | 3,07 | 3,02 | 2,98 | 2,84 | 2,77 | 2,70 | 2,54
15 3,68 | 3,29 | 3,06 | 2,90 | 2,79 | 2,71 | 2,64 | 259 | 2,54 | 2,40 | 2,33 | 2,25 | 2,07
20 349 | 310 | 2,87 | 2,71 | 2,60 | 2,51 | 2,45 | 2,39 | 2,35 | 220 | 2,12 | 2,04 | 1,84
30 332|292 | 269 | 253|242 233|227 |221| 216|201 | 193 | 184 | 1,62
00 3,00 | 260 | 2,37 | 2,21 | 210 | 2,01 | 1,94 | 1,88 | 1,85 | 1,67 | 1,57 | 1,46 | 1,00

Ha a két merési sorozat szabadsagi fokahoz tartozd szamolt F érték kisebb, mint a
tablazatbeli F érték, akkor a két szords azonosnak mondhatd, koztik szignifikéns
kil6nbség nincs.
A kétmintas t-préba prébastatisztikaja:
‘X1—X2‘
t=—

Sq

ahol sq a k0z0s széras.
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Amennyiben a két széras kdzott nincs szignifikans eltérés, a kdzos széras szamolasa a
kovetkezOképpen torténik:
Hani=n,=N:

Ha n; #ny:

[312(”1 _1)+5§(n2 _1)Kn1 + nz)
Sy =
nan(nl +Nn, - 2)
Ebben az esetben a szabadsagi fok szama: f = n;+n,-2.

Amennyiben a két szdras kozott szignifikans kilonbség van, a kzds szoras szdmolasa a
kovetkezo képlet szerint torténik:

(%2

2
1S

NN

—+

Sy =%
d nl

>

2

A szabadsagi fok meghatarozasdhoz a kovetkezd képletek felhasznalasaval
torténik:

— (nl_l)(nZ_l) C= 512n2
C*(n,-1)+(@-C)*(n, -1) sZn, +sin,

Végul a probastatisztika kiszamolt t értekét dsszevetjik p valosziniiségi szint mellett és
adott szabadsagi fokhoz tartozo kritikus t értékkel a t-eloszIas tablazatbol. Amennyiben
a szamolt t érték kisebb, mint a Student-féle tablazatban megadott kritikus t érték, akkor
a két kozépérték azonosnak tekintheto.

Tehat, ha a szamolt t érték nagyobb, mint a kritikus t érték, akkor a nullhipotézist
elvetjik.
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V.4 A linearitas jellemzése

Linearis az a merési tartomany, ahol a koncentracio és a valaszjel kozotti
fuggvénykapcsolat az y = ax + b egyenlettel leirhatd, ahol a érték a meredekséget, és b
érték a tengelymetszetet jel6li. Vizsgalata a varhaté érték 50-100%-a kozott célszerd.

V-6. dbra: A linearitas jellemzése

y=ax+b

(X2, ¥2)
L BAy=y,-y,

meredekség - a = Ay
Ax

A 4

V.4.1 A regresszids egyenes paramétereinek meghatarozasa

Az egyenlet paramétereinek meghatarozasahoz legalabb 5-6 mérési pontra és "vak"
mintdra van sziikség. A paraméterek szamoldsdhoz célszeri a mérési adatokat

tartalmaz6 tablazatot késziteni:

V-5 tablazat: A regresszios egyenes paramétereinek kiszamolasat segité tablazat

X y Xy X’ Y’
X1 Y1 X1Y1 Xli Y1z
X2 Y2 X2Y2 X2 Y2
Xj Yi XiYi X’ Yiz

XX Xy XXy rx Ty’
X y

A szamitashoz szukséges 0sszefliggések:

Q. :th@

QyZZyz—@ Qxy=ZXy——ZXr']Zy

Az egyenes meredeksége (iranytangens):

Quy
Q,

a=
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A tengelymetszet:

oo 2 XY= DX DXy
n-Q,

V.4.2 A regresszids egyenes statisztikai értékelése
A korrelacios egyutthatd, vagyis 2 mennyiségi ismérv kozotti kapcsolat szorosséga:

Qy

VQx-Q,

A determinaciés koefficiens (r?) arra utal, hogy y sz6r6dasabol x hany %-ot magyaréaz
meg.

A meredekség szdrasa, valamint a tengelymetszet szorasa az alabbi 6sszefliggések
alapjan szamolhato:

S, = —Qy—az-Qx S, =S ,/zxz
a (n—z)'QX b a n

Az Un. maradék, illetve rezidualis sz0ras szamitasa:

Qy_Qiy
Se =y———
\ n-2

A linearitas elfogadasanak kritériuma, hogy a tengelymetszet érték (b) ne kiilénbdzzon
szignifikansan a 0 értéktodl, azaz a tengelymetszet konfidencia intervalluma [b = t,, n-2Sp]
tartalmazza a 0 értéket. Tovabbi kovetelmény, hogy a regresszids koefficiens értéke a
mérés tipusanak megfeleljen, lehetéség szerint minél kozelebb legyen 1-hez, valamint a
reziduumok (e; = y - yi) ne mutassanak semmilyen tendenciat.

=
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VINem-gyogyszerkonyvi fizikai és fizikai-kémiai
vizsgalatok

VI.1 A savi disszociacios allandé fogalma, jelentésége és
meghatarozasanak maodszerei

A hatéanyag szervezetbeni sorsat a hatéanyag és a szervezet molekuldi kozotti
kolcsbnhatas hatarozza meg. A hatéanyag szempontjdbol a gydgyszerhatas
kialakulasaban szerepet jatszo fizikai-kémiai tulajdonsagok az oldhat6sag, az ionizacids
képesseg, a lipofilitas és a permeabilitas.

Mivel a szervezet molekulai és a hatéanyagok kozott kialakuld kolcsdnhatasok
fontos tényezdi az ionos kolcsOnhatdsok is, amit elsésorban a molekula protonaltsagi
allapota hatd&roz meg, igy a hatéanyag sav-bazis tulajdonsagainak ismerete
nélkilozhetetlen a hatas kialakuldsanak megértésében.

a.) A pK;érték fogalma

Bronsted-Lowry sav-bazis elmélete szerint a savak (altalanosan HA) protont
képesek leadni, azaz protondonorok, mig a bazisok (&ltalanosan B) protont képesek
felvenni, azaz protonakceptorok. A sav-bazis reakcidkban konjugalt sav-bazis parok
szerepelnek. A sav protonvesztéssel a konjugalt bazisava alakul at, mig egy bazis proton
felvétellel a konjugalt savva alakul.

HA + B ~—— A + BH'

sav; bazis, bazis; sav,

A savak hig vizes oldatokban fennall6 protonatviteli egyensulyait a protolitikus
reakcid egyensulyi allandojaval jellemezhetjik.

HA(ag) + HO()

A(ag) + H30 (ag)

_ A lH0")
Y

Ks

-----

jelen levo oldoszer aktivitasat egységnyinek tekintjik.
A K, tulajdonképpen a sav egyszerlsitett disszociacios egyensulyanak felel meg.

HA@q) <=— H'(ag) + A'(aq)

Az 0sszefliggésbal lathato, hogy a sav erdssége annal nagyobb, minél nagyobb K,
értéke. Az erds savak (pl. HCl, HNOs, H,SO, els6 disszociacids 1épése) esetén a fenti
disszociacié gyakorlatilag 100%, vagyis teljesen disszocialnak. Igy erds savak esetében
a K, értéke gyakorlatilag végtelen nagy.

A kozéperds és gyenge savakban a disszocidcid kisebb mértékii, a disszociacid
mértéke az egyensulyi hidrogénion-koncentraciobol és az 6sszes savkoncentraciobol
szamithato.
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H]

disszociacio % = 100

[HA] 0sszes

A savak disszociacios egyensulyait - mivel az egyensulyi allandok értékei nagyon
széles tartomanyba esnek - célszertibb a pKs értékekkel, vagyis a K, értékek 10-es alapu
negativ logaritmusanak értékeivel jellemezni.

PKs = -log Ks

Savak esetében minél kisebb a pKs érték, annal erésebb a sav, és mivel
logaritmusos skalarol van szo, igy a pKs ertékben egy egységnyi eltérés 10-szeres
kiilonbséget jelent savi erdsségben.

Tobbértékii savak tobb 1épésben disszocialnak. A savas karakteri csoportok
szamaval megegyez0, 1épcsdzetes protonalddasi allandd definidlhatd. A masodik savi
disszociacios allandd altalaban tobb nagysagrenddel kisebb, mint az els6, mert a mar
negativ toltéstt HA™ anionbdl sokkal nehezebb eltavolitani egy protont, mint a semleges
(H2A) részecskébol.

HoA(ag) + H0() ——= HA (ag) + H3O" (aq)

[HA ] [H30"]
[HoA]

sl —

HA (ag) + H0() =——= A% (ag) + HzO"(aq)

—~

[A%][H30"]
[HA"]

s2 —

A proton megkotésére képes gyenge bazisok vizes oldatban az alabbi egyensullyal
jellemezhetdk.
B(ag) + HO() == BH'(aq) + OHY(aq)

/////

<, - .BHlon]
B

Minel nagyobb Ky érték, a bazis er6ssége annal nagyobb. Az erés bazisok vizes
oldatban gyakorlatilag teljesen protonalt allapotban vannak, mig a gyenge bazisok vizes
oldatban csak részben protonaldédnak. A gyenge savak anionjai, vagyis konjugalt bazis
parjai viszonylag erds bazisoknak tekinthetok. Az erds savak anionjai pedig viszonylag
gyenge bazisoknak szamitanak.
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Egy sav és konjugalt bazis parjanak disszociacios allandoinak szorzata a viz
ionszorzataval egyenld.
Ks - K, = K,

A Ky allando helyett ma a bazisok er6sségének kifejezésére is a K, (pKs) ertéket
hasznéljuk, ami a béazis konjugalt sav formajanak disszociacios allanddja (pKs = logKj).

b.)Savas és bazikus funkcios csoportok
A gydgyszerként hasznalt vegyiletek legnagyobb része tartalmaz valamilyen
savas vagy/es bazikus karakter(i funkcios csoportot.

c.) Savas funkcids csoportok
A gyogyszervegyiiletek korében a leggyakrabban el6forduld savas karakteri
funkcios csoport a karbonsavcsoport. A karbonsavak pKs értéke széles hatarok kodzott
mozog, pKs = 2-7 kozotti tartomanyban. A karbonsavcsoport deprotonalddasakor
keletkez6 karboxilationban a két oxigénatom egyenrangu, a csoport rezonancia révén
stabilizalodik.

R_c” w» R_C~ 43

AN O‘_) R N
A rezonancia stabilizalé hatasat jol demonstralja, ha 6sszehasonlitjuk példaul az
ecetsav ¢s az etanol savi erdsségét. Mindkét molekula elviekben képes proton leadésara,
de mig az ecetsavbol képz6dé acetat ion stabilizalodik, a negativ toltés megoszlik, addig
az etanolbdl képzddd etanolat anionban a toltés csak az oxigénatomhoz kothetd.

T
O
@

//O /O
HsC—C — H,C-Clo + H pKs = 47

AN AN

OH O
HsC—CH,—OH <——= H3C—CH,—O + H' pPKs ~ 16

Az ecetsav pKs értéke 4,7; az etanol pKs értéke 16 korili, vagyis az ecetsav kb.
10"-szer eréseb sav, mint az ecetsav. Az alkoholos hidroxilcsoportot tartalmazé
vegyliletek a viznél is gyengébb savak, igy bioldgiai kozegben semlegesnek tekinthetok.

A fenolcsoport is igen gyakori a gyogyszervegyiletek korében. A fenolok az
alkoholoknal joval er6sebb savak, pKs értékik 9-11 kozotti. A deprotonalodaskor
képzddo anion szintén rezonancia révén stabilizalodik.
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Az enolcsoportok szintén savas karaktertiek, féleg elektronszivO szubsztituensek

jelenlétében

A szulfonsavszarmazékoknak tekintheté szulfonsavamidok az N-H savak kozé
tartoznak, ugy, mint az imidek is, amikor a karbonsavamid nitrogénjéhez egy masik
acilcsoport kapcsolodik.

A C-H aciditas jellegzetes példaja a fenilbutazon (pK=4,4).

Az aldbbi tablazat néhany, gyogyszervegyiiletekben is gyakran el6forduld
funkcids csoport savi disszociacios allandojat tartalmazza.

VI-1 tablazat: Gyogyszervegyiiletekben gyakran el6fordulo funkcios savas karakter(i
csoportok savi disszociacios allandoi

Sav Konjugalt bazis pKs Példa
o) 0 . .
—c karbonsav —dlo karboxilat 2-7 Acetilszalicilsay
‘0—H o (3,4)
H
@o/ fenol Qoe fenolat 0-11 E’ga%a)cetamol
N/ Ne_c Piroxikam (2,3)
C=C enol /"o enolat 2-6 | Aszkorbinsav
O H (4,2)
A tiol _s° tiolat 8-11 | Kaptopril (9,8)
P9 o o ;
_c . L o ) . ] Teobromin (10)
- N imid _cc imidat 9-10 Fenitoin (8,3)
H
P H ] Hidroklorotiazid
/ . [S) .,
—E—N\ szulfonamid SN szulfonamidat | 9-10 (9,7 65 8.7)
X X
N-aril- N-aril- 6-8 Szulfadimidin
NH szulfonamid we szulfonamidat (7,5)
o:s‘:o o:s‘:o
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Sav Konjugalt bazis pKs Példa
O H O (@) (@] .
—s-N-c— | szulfonimid | —s—N-c— | szulfonimidat | 5-6 Szulfacetamid
S i (5:4)

d.) Bazikus funkcios csoportok

A béazikus funkcids csoportok igen gyakoriak a gyogyszervegyiletek kdrében. A
bazikus karakter a molekuldkban levd nitrogénhez kothetd, amennyiben a nitrogén
nemkotd elektronparja "szabad", vagyis képes protont megkdtni. Ha azonban a nemkotd
elektronpar nem szabad, akkor a nitrogén nem bazikus karakter(i, mint példaul az
amidok esetében, ahol a nemkotd elektronpar konjugacioban vesz.

A prokain molekuldban egyszerre fordul eld aromas primer aminocsoport, illetve
alifas tercier amino csoport. A tercier amino csoport viszonylag erés bazis (pKs = 9,0),
hiszen szabad nemkd&td elektronparja révén képes proton megkotésére. Az aromas
primer aminocsoport azonban igen gyengén bazikus karakterti (pKs = 2,5), mert a
nitrogén nemkotd elektronparja  részt vesz a  benzol gylri elektronjainak
delokalizacidjaban.

A nitrogént tartalmazo aromas heterociklusos vegylletek bazicitasa szintén attol
fiigg, hogy a nitrogénen talalhatd-e nemkotd elektronpar. Igy példaul az Gttaga gyfirtis
aromas pirrol gyakorlatilag nem tekintheté bazisnak (pKs = -0,27), mert a n-elektron
szextett kialakitdsaban részt vesz a nemkotd elektronpar is, tehat nem tud protont
megkotni. Viszont a hattagu gyliris piridinben levé nitrogén gyengén bazikus
karakterrel rendelkezik (pKs=5,2), képes proton megkotésére.

Az alabbi tabladzat a gydgyszervegyiiletekben is gyakran eléforduld bazikus
karakterti funkciés csoport konjugalt sav formajanak disszociacios allandojat
tartalmazza.

VI-2 téblazat: Gyogyszervegyuletekben gyakran el6forduld bazikus karakteri funkcios
csoportok konjugalt sav formainak savi disszociaciés allandoi

Bazis Konjugélt sav pKs Példa
—NH, Z::]fﬁls primer My -ammoénium | 8-10 | Amfetamin (9,8)
M alifas ®
| szekunder *'T'Hz -ammoénium | 8-10 | Efedrin (9,6)
amin
e - H - .
—N— alifas tercier e _amménium | 8-10 Lidokain (7,9)

| amin Prokain (9,0)

QNHZ aromas QﬁHs -ammonium | 2-5 | Prokain (2,5)
primer amin

alkil-aril ®
QNH szekunder QNHZ -ammonium | 2-5 | Tetrakain (2,4)

R amin R
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A pK; érték jelentosége

lonizalodd molekuldk esetén a savi disszociacios Aallandd  ismerete
nélkuldozhetetlen szamos analitikai feladat megoldasédhoz, példaul logP érték
meghatarozashoz, vagy oldhatdsdg meréséhez. Ugyanakkor bizonyos technoldgiai
kérdések megoldasahoz, peldaul egy injekcios oldat készitésekor is ismerni kell a
vegyllet pKs értékét.

A molekula protonaltsagi allapota dontéen befolyéasolja szervezetbeli sorsanak
minden fazisat, vagyis a gyogyszer testnedvekben valo oldodésat, a membranokon vald
athaladasat, a plazmafehérjékhez, valamint a receptorokhoz vald kotodését és a
metabolizmusat is.

Altalanossagban elmondhato, hogy a toltéssel nem rendelkezd, vagyis nemionizalt
forma (a HA, illetve B forma) az an. "transzport-forma", amely képes atjutni a lipid
membranokon. A célmolekulakhoz (receptorokhoz) és transzportproteinekhez pedig
inkabb a toltéssel rendelkezd, ionos forma (az A", illetve BH" forma) kétddik.

VI-1. &bra: Az acetilszalicilsav felszivodasat befolyasolo tényezok

Vékonybél
pH=8628

COOH

|

[o{ele)
e _~QCO0H,

Egy gyogyszervegyiilet felszivodasat dontéen befolyasolja - a savi disszociacios
értéke mellett - a szervezet egyes kompartmenjeinek a kémhatésa is.
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VI-3 téblazat: A szervezet egyes kompartmentjeinek pH értékei

Kompartment a szervezetben pH érték
Gyomor 14-2,1 (étkeze:s elc'litt)
3,0 - 7,0 (etkezes utan)
Paticcbel 5262 (étkercs utén)
Vékonybél 6,5
Vastaghbél 50-8,0
Vérplazma 7,4

Az ionizaciora képes vegyuletek esetén a pK; erték alapjan kiszamithatd, hogy a
molekula milyen ionizaltsagi allapotban van kiilonb6z6 pH értékeknél. Egy
gyogyszermolekula esetén a Henderson-Hasselbalch egyenlet segitségével, a savi
disszociacios allandd ismeretében meghatarozhatd, hogy a szervezet egy adott
kompartmentjének kémhatasan milyen aranyban talalhatok meg a vegydulet ionizalt,
illetve nemionizalt formai.

Savak esetén:

_ [HA]
Ks = pH + | 4
p p 09 A

Bazisok esetén:
[BH']

pKs = pH + log ——
) [B]

Amennyiben a gyodgyszer pK; értéke megegyezik a kornyezet pH értékével, akkor
az ionizacio 50%-os, vagyis az ionizalt és nemionizalt molekuldk szama egyenld.
Példaul, ha egy vegyiulet pKs ertéke 7,4, akkor szbveti pH-n (7,4) a molekulak 50%-ban
ionos és 50%-ban nemionos formaban vannak jelen
Példa I.: Acetilszalicilsav (gyenge sav) ionizacioja a gyomorban

pKs = 34

PH gyomor = 1,4

~ [HA]
Ks = pH + | '
p p og A
~ [HA]
Ks - pH = | i
p p og T~

_ 5 [HA] _
34 - 14 = 2 = log A = log 100
[HA]

mzloo
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vagyis HA mennyisége 100-szorosa az A" mennyiségének. Az acetilszalicilsav (HA)
felszivadik a gyomorbol, j6 az abszorpcidja.

Példa I1.: Acetilszalicilsav (gyenge sav) ionizacidja a vérben

pKs = 34
PHwr = 7,4

- [HA]
Ks = pH + lo
PRs = P g A

- [HA]
Ks -pH = lo
PKs - P g A
34 - 74 = -4 = |og[H7_A] = log 0,0001
[A]

[HA] 0,0001
[A'] ’

vagyis A" mennyisége a vérben 10.000-szerese HA mennyiségének. Az acetilszalicilsav
felszivodasa mar a gyomorbol szinte teljes, a vér pH értékén mar gyakorlatilag teljesen
ionizalt forméaban van.

Példa I11.: Lidokain (gyenge bézis) ionizacioja a gyomorban

PKs =79

[BH]

Ks = pH + lo

PKs p g B
[BH']

Ks - pH lo

PRs - P g B]

[BH']
79 - 19 = 6 = log Bl = log 1000000
+
BHT_ o8
B]

vagyis BH* mennyisége 10°-szor nagyobb, mint B mennyisége, tehét a lidokain a
gyomorban szinte teljesen ionizélt allapotban van, nem szivodik fel. A vékonybélben,
magasabb pH értéken jobb a felszividasa.

A pK; érték meghatarozasanak lehetoségei

A pK; érték meghatarozasara szamos modszer alkalmas, amelyek alapjaul az
szolgél, hogy a mért analitikai jel pH-tol fiiggd valtozasa egyértelmiien Gsszefiigg a
vizsgalt molekula proton-leadésaval, illetve proton-felvételével.
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Potenciometrias titralas

A legszélesebb korben alkalmazott, viszonylag egyszerli modszer a vegyiiletek
savi disszocidcioés allanddinak meghatarozasara a vizes koOzegben veégzett
potenciometrias titralas. A potenciometrids modszerrel torténd pKs meghatarozas
kétféelekeppen torténhet: direkt potenciometrias titralassal, vagy az un. kulénbségi
titralassal.

1. Direkt potenciometrias titralas

Direkt titrdlds sordn a vizsgalandd vegyllet vizes oldatat, folytonos keverés
mellett, kozvetleniil titraljuk a faktorozott mérdoldattal, ami vagy egy erds sav
(4ltalaban sosav) vagy egy erds bazis (altalaban natrium- vagy kalium-hidroxid) oldata.

A mérdoldat-fogyads fliggvényében kombinalt Gvegelektréddal folyamatosan
vizsgaljuk és regisztraljuk az elektromos jelet (mV). Az elektrodot eldzetesen tobb
pufferoldat segitségeével kalibraljuk, igy a cella leolvasott elektromotoros erejéhez
tartozo feszlltségekhez pH értékeket is rendelhetiink. A mért elektromotoros jelet, vagy
a hozzéarendelt pH értékeket a mérdoldat fogyasanak fiiggvényében abrazolva kapjuk
meg a potenciometrias titralasi gorbét.

VI-2. &bra: Potenciometriés titralasi gorbe

400
< 300 4
= 200 o
0
S
© 100 A
S
5 0 T T T T T T T T T
2
g -100 4 2 4 6 8 1 12 14 16 18 20
£ 2004
°
< -300 -
-400
mérdoldat térfogat (ml)
14,0
12,0 4
10,0 4
8,0 -
T
o
6,0
4,0 1
2,0
0,0 T T T T T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 100 120 140 160 180 200
mérdoldat térfogat (ml)

A 100%-os titraltsagi értéket a gorbe inflexids pontjahoz tartozd fogyas jelzi. Az
egyenértékpont kdrnyezetében a mérdoldatot viszonylag kis, egyenld mennyiségekben
adagoljuk, az eredmeényeket tablazatba foglaljuk, majd ennek alapjan kiszamitjuk az
els6 és masodfoku differencia-hanyados gorbe adatait. Ha a harom gorbét
osszehasonlitjuk, lathatd, hogy ahol az eredeti titraldsi gorbének inflexios pontja volt,
ott a differencia hanyados gorbének maximuma, a masodfoku differencia hanyados
gorbének pedig zérushelye lesz.
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VI-3. &bra: A potenciometrias titralasi gorbe (a) elsé (b), illetve masodik (c)
differencia-hanyados gorbéi

E(mV) dE/dV

@

v (ml)

€) (b)

d’E/dV?

V (ml)

V (ml)

(©)

Az egyenértékpontot a titralasi gorbe pontjainak mésodik differenciahanyadosabol
matematikai modszerrel - a differenciahanyados modszerrel - a kovetkez6 modon
szamithatjuk Ki:

VI-4 téblazat: Példa az egyenértékpont differenciahdnyados-moédszerrel torténd
kiszamolasara

Mef:;t;;l(%at fes(,:z?]I Ilfség AAEI/ AAZEZ/ 0.5
(ml) (mV) de 158~ 270
4,25 157 a2 | X=0,146

8 "\ E.P.=4,75+0,146 ml
4,50 149 16 158) |
24 i X
4,75 125 158 | 55Ty o
182 | ;
5,00 - 57 -112 | | 12
70 | -
5,25 -127 -56
14
5,50 141

Az igy kapott ml-érték tehat a 100%-os titraltsdghoz tartozé fogyas érték (itt
teljesen deprotonalt vagy protonalt allapotban van a vizsgalt vegydulet). Adott fogyas
értékek esetén szamolhaté a titraltsagi szazalék értéke, ez alapjan a deprotonalt és
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protonadlt molekulak mennyisege, illetve aranya. A mV és pH kozdétti linearis
Osszefiiggés miatt mV értékek ismeretében pH szdmolhaté az adott fogyasértékekhez
rendelten. Mindezek ismeretében a pKs érték a fenti Henderson-Hasselbalch egyenlet
segitségével kiszamithato:

[savas forma]
pKs = pH + log ————————
[bazikus forma]

Az 50%-o0s titraltsagi allapothoz tartozé pH érték az egyenlet alapjan megadja a
pKs értékét, hiszen ekkor a molekula ionizalt és nemionizalt formaja egyenld
koncentracioban van jelen. Altalaban a 30 - 70% kozotti titraltsagi pontokbol szamitott
pK; értékeket atlagolva kapjuk a pontos érteket.

A modszer elénye a gyorsasaga és egyszerisége, hiszen csak egyetlen titralast
igényel. Amennyiben a vegyuletnek tébb disszociacids allanddja is van, de azok jol
elkilonilnek egymastdl (legalabb 4 pK egység a kulénbség kozottiik) hasznalhatd a
modszer. A pKs értékeket azonban nem lehet ezzel a modszerrel meghatarozni, ha egy
molekulanak tébb disszociacios allanddja van, és azok kdzel esnek egymashoz.

2. Kulonbségi titralasos eljaras
A modszer alkalmazéasa sordan két, egymast kovetd titralast végziink. Az elsé

crer

crer

hasznalt, azzal azonos mennyiségli er0s savhoz hozzdadjuk a meghatarozando anyagot,
¢és ezt az oldatot titraljuk ugyanazzal az erGs bazis mérdoldattal. A két titralasi gorbét
egy abran abrazoljuk.

VI-4. &bra: A paracetamol disszociaciés allanddjanak meghatarozasa kiilénbségi
potenciometrias maodszerrel

14,0

—e—sav titralasa luggal

12,01 —e—sav + paracetamol

titradlasa laggal

10,0 1

8,0

I
o
6,0 1
4,0 4
2,0 1
0,0 T T T T T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0
mérodoldat térfogat (ml)
()
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—e—sav titrdlasa luggal

12,0 1 —e—sav + paracetamol
titrédlasa luggal

|
8
8
1
|

9,0 1

8,0

80 90 100 11,0 120 13,0 140 150 16,0 17,0 180 19,0 20,0

mérooldat fogyas (ml)

(b)

A Kkét titrdlasi gorbe kiilonbsége a meghatarozandd vegyiiletr6l ledisszocialt
protonok szaméval ardnyos, ezért a két gorbe kiilonbségébdl kiszdmithatjuk a

disszociacios alland6 értékét az Gn. "H étlag” (H) meghatarozasan keresztil. Ha
molekularél adott pH-n atlagosan ledisszocialt protonok szdmat jelenti. A titralas vége
felé, bizonyos pH érték felett a két titralasi gorbe lefutasa parhuzamos, vagyis a
kilonbség allandd lesz, ugyanis a vizsgalt molekula ott mar az dsszes protonjat leadta.

Ennek kovetkeztében ekkor egyértékii savak esetében a H =1, kétértékii savak esetében

H=2, stb. Ha a konstans kiilonbségi értéket elosztjuk a vegyiletiink &ltal leadhatd
protonok szamaval, akkor megkapjuk a vegyiilet egy H'-jara esé lig fogyast adott
mérési koriilmények (bemérés, mérdoldat koncentracid) kozott.

A két titralasi gorbe kiilonbségébol, adott pH értéken meghatarozhatjuk a tobblet
méréoldat moljainak a szamat, amit elosztva a vizsgalt vegyiilet moljainak a szamaval,

megkapjuk H értekeét.

n (mérdoldat tobblet)
n (vizsgalt vegyiilet)

A=

AV (mérdoldat, ml) - ¢ (mérdoldat, mol/dm?)

n (mérdoldat tébblet) = f
1000
n (vizsgalt vegyiilet) = W
Ugyanakkor H értékét felirhatjuk a protonalddasi allandd segitségével is:
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Egy protonalhaté csoportot tartalmazé molekula esetén:

- A
(A +[HA]
_ |lha
H A

= A _ 1

behelyettesitve: H = =
A +k[H ] [AT] 1+K [H]

mivel:

1-H
HIH"

Az egyes [H'] koncentracidkhoz tartozd ﬁértékekbél a K protonalodasi allandd
kiszamithato. Tébb pH értéken kiszamitott K értékeket atlagoljuk.

atrendezve: K =

Két protonalhatd csoportot tartalmaz6 molekula esetén:

g o[ A% + [HAT]
|AZ]+ [HAT] + [HoA
mivel: Ki= @ és 2= ﬂ
' (H ]+ [ A% [H ]+ AT
_ 2+ Ky H'

behelyettesitve: H =
1+ Kl[Hi + KiKa [Hﬂz

Két H - [H'] értékpar ismeretében kétismeretlenes egyenletrendszerhez jutunk,
melyet megoldva megkapjuk K és K, értékét. A kiszamolt K; és K, érték fligg attdl,

hogy mely"| [H'] értékparokat hasznaltuk a szamolashoz. A tapasztalatok azt
mutatjak, hogy a legpontosabb allandé értékeket akkor kapjuk, ha H 1=0,3 - 0,7 és H

»=1,3 - 1,7 értékek kozott van. Célszerii tobb H . [H] értékpart is elemezni, igy tobb K;
és K, eértéket is kiszamithatunk, amelyeket atlagolva tovabb pontosithatjuk az
eredményt.

A moddszer nagy elénye a direkt eljarashoz képest, hogy tobb disszocialédo
csoporttal rendelkez6, atlapolo pKs ertékekkel bird vegyuletek meghatarozésara is
hasznélhato.

A potenciometrias mérések nagy elénye, hogy nagymértékben automatizalhatok
automata titratorok alkalmazasa révén, és igen nagy pontossaggal meghatarozhatok a
pK; értékek. A pontossag javitasa érdekében vizben jol oldddo inert sokat (pl. 0,15 M
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NaCl) alkalmazhatunk az alland6 ionerdsség beallitdsara. Mivel a disszociacios allando
hémérsékletfiiggd, célszerli a méréseket termosztalt koriilmények kozott elvégezni.

A potenciometrids eljardsok hatranya, hogy az esetleges szennyezések
(bomlastermékek, mas ionizalédd szennyezdk) és az oldat CO, tartalma mérési hibat
okozhatnak, hiszen nem kiilonitheték el a vizsgalt anyagtol a titralasi gérbék értékelése
soran. Ez utobbi kikiiszobolheto frissen kiforralt desztillalt viz hasznalataval, illetve
megoldas lehet inert gaz alkalmazéasa a mérdcella felett.

Héatranyt jelent, hogy a titrlasokhoz viszonylag nagy ligandumkoncentracio
sziikséges, tehat a mérendé anyag oldhatosdga is gatat szabhat a potenciometria
alkalmazéasanak. A mérés feltétele, hogy a vizsgalandé vegyllet legalabb 0,5 mM
koncentracioban oldodjék vizben a titralas teljes tartomanyaban.

Ugyanakkor potenciometrias titralassal pH 2 - 12 tartomanyban lehet pontos
disszociacios allandét meghatarozni, hiszen az vegelektrod ebben a tartomanyban a
legpontosabb, igy az er6sen savas (pKs < 2) és az erdsen bazikus (pKs > 12) funkcios
csoportok méresekor jelentésen megnd a mérés hibaja.

UV-Vis spektrofotometrias titralas

A potenciometrianal érzékenyebb mddszer az an. UV - pH titralas a disszociacios
allandok meghatarozasara. Az ultraibolya - lathaté spektrofotometria olyan
vegyuleteknél alkalmazhatd, melyek jelentés UV aktivitassal birnak, és a vegyiilet
ionizalhaté csoportja a kromofor csoport része, illetve annak kdzelében talalhatod (pl.
fenolat, aromas gylrtii melletti karboxilat vagy amino csoport, heteroaromas gytri
nitrogénje, stb.). llyen esetekben az ionizalhaté csoportok pH véaltozds hatéséra
bekdvetkezd protonaltsagi allapotdnak megvaltozasa a spektrumban is valtozast okoz,
vagyis protonaldédas/deprotonalddas hatasara a spektrum hiper- vagy hipo-, bato- vagy
hipszokrom eltolodast szenved, altalaban a konjugacio valtozasanak fliggvényeben.

Az UV - pH titralas soran a vizsgalt vegyulet oldatdnak fényelnyelését vizsgaljuk
a pH fliggvényeében adott hullamhosszon. Ez annyit jelent, hogy a merés soran azonos
koncentracioju és azonos ionerésségii, de kiillonb6z6 pH-ju oldatsorozatot kell késziteni,
¢s minden egyes oldatnak regisztralni kell a spektrumat. A kiértékelést a legcélszeriibb
azon a hullamhosszértéken megtenni, ahol a legnagyobb az y tengely iranya (hiper- és
hipokrom) eltolodas a pH valtozas hatdsara a spektrumban, tehat ahol a teljesen
protonalt és a teljesen deprotonalt forméban jelen levé komponenseket tartalmazéd
oldatok esetén a legnagyobb a ket gérbe kozotti tavolsag (VI1-5. abra).

VI-5. &bra: Benzocainum (Ph. Hg. VIII.) UV-Vis spektrumanak pH-fliggése
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Feladat: Benzocainum (Ph. Hg. VIIL) protonalasi makroallandé UV-Vis
spektrofotometrids meghatérozasa.

A kivéalasztott hullamhossz értéken megmérjik minden oldat fényelnyelését. Az
egy ionizal6do csoportot tartalmazd molekula esetén a legalacsonyabb pH-ju oldatban
(pH 0,6) a molekula teljesen protonalt allapotban van, a legmagasabb pH-ju oldatban
(pH 7,0) pedig teljesen deprotonalt formaban. Az Ag,,+a teljesen protonalt részecske, az
Ag a teljesen deprotonalt részecske abszorbanciaja, az Apy pedig az adott pH értéken
mért abszorbancia (IV-X. abra).

V1-6. abra: A benzokain protonalt (BH") és nemprotonalt (B) forméajanak megoszlasa a
pH fuggvényében

pH=7 > B Ag -
> Ag-Ay — [BH'L,

0<pH<7 —— Ay

e ApH_ABH+ - [B]pu

pH=0 > BH* : Agyt
_'_

ko =284 Nm

A koztes pH érékeken az oldatban jelen levd protonalt részecskék mennyiségét az
Ag - Apn Kiilonbség, a deprotonalt reszecskék mennyiségét az Ay - Agy+ Kiilonbség
fejezi ki. A Henderson-Hasselbalch egyenlet felhasznalasaval a pKs érték szamolhato:

rotonalt forma Ax - A
pKs = pH + log 1P formal o v g X A
[deprotonalt forma] ApH - AxH

Az UV - pH titralast elsésorban olyan vegyiiletek disszocidciés allanddinak
meghatarozasara hasznaljak, melyek kis oldhatésaga nem teszi lehetévé a
potenciometriads meghatarozast. Az UV - pH titralashoz ugyanis, a vegyiilet fajlagos
méreshez.

A modszer automatizalhato, ilyenkor a titral6 berendezéshez kozvetlenil
csatlakoztatnak egy diddasoros spektrofotométert, lehetévé téve azt, hogy minden egyes
mérdoldat adagolast kovetden a pH méréssel egyidejiileg megtorténik a minta
spektrumanak a felvétele is. Igy jelentdsen lerovidiil egy vegyiilet pKs értékének
meghatarozasa.

Mérései alapjan hatdrozza meg a Benzocainum hatoéanyag pKs értékét!

Kapillaris elektroforézis

A kapillaris elektroforézis viszonylag 0j lehet6ség a pK; eértek meghatérozasara. A
meghatarozas sordn a vizsgalandd vegyiilet latszdlagos  elektroforetikus
mozgékonysagat hatarozzak meg, amely kapcsolatban all a kapillaris hosszaval, a
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vandorlasi idovel és az alkalmazott fesziltséggel. Ugyanakkor egy ionizalhatd vegyulet
elektroforetikus mobilitasa fiigg az adott pH értéken jellemzd ionizéltsagi allapotatol. A
latsz6lagos mobilitasi értékeket a pH fliggvényében abrazolva egy szigmoid gorbét
kapunk, amelynek inflexids pontja megfelel a vegyilet pKs értékének.

A modszer igen nagy elonye a kis anyagigénye ¢és a szelektivitasa. Nem igényel
nagy tisztasagu mintat, hiszen foként elvalasztastechnikai modszerként hasznaljak.

Egyéb lehetoségek

Tovabbi lehet6séget nyujt a disszociécids allanddé meghatarozasara az NMR - pH
titrélas, valamint a CD - pH titralas. Ezek a modszerek egyenl6re nem rutin technikak,
specialis problémék - féként mas modszerrel nem mérhetd vegyiiletek esetén -
megoldasara hasznalatosak.

Az NMR - pH titralas soran a protonalddasban részt vevd csoport(ok) kozelében
levd NMR aktiv magok kémiai eltolodasat vizsgaljak a pH fiiggvényében. A modszer
eléonye, hogy nem igényli a mérendé anyag pontos koncentrdcidjanak ismeretet, és
esetleges szennyez6k sem zavarjak a meghatarozast.

Vizben nem oldddoé vegyuletek pKs értékének meghatarozasa

A vizben rosszul oldédo vegylletek pKs meghatarozasa az eddig felsorolt
maodszerekkel nehézkes. A potenciometrias mddszer feltétele, hogy a vegyiilet a titralas
teljes pH-tartomanyaban oldott formaban legyen jelen. Ha ez nem valdsul meg, de a
vegyiilet spektralis tulajdonsagai azt lehetové teszik, akkor a spektrofotometrids
modszer alkalmazhato, hiszen kisebb vizoldhatosag is elegendd.

Amennyiben a vegyllet vizben nem oldddik, Ggy a pKs meghatarozasara a
leginkabb elterjedt megoldas az oldoszerelegyben valé méres, mind a potenciometriés,
mind a spektrofotometrias eljaras soran. A szerves olddszer - viz elegyekben, amelyek
kozil a leggyakrabban a metanol/viz rendszer hasznalatos, meghatarozzak az ott
érvenyes un. latszolagos ionizacios allandét (psKa), majd extrapolalnak a nulla szerves
oldoszer tartalomra, vagyis vizes kdzegre.

V1.2 A megoszlasi hanyados fogalma, jelentésége és
meghatarozasi modszerei

Egy hatéanyag szervezetbeni sorsat legnagyobb mértékben meghatarozé fizikai-
kémiai tulajdonsagok az oldhatésdg, az ionizacios képesség, a lipofilitas és a
permeabilitas.

VI.2.1 A lipofilitas fogalma, jelentésége

A lipofilitas a biologiailag aktiv molekulak egyik legfontosabb és igen régota
hasznalatos fizikai-kémiai paramétere, amely mint anyagi tulajdonsag a vegyiuletek
apolaris (lipofil) kérnyezethez vald affinitasat jellemzi, vagyis a zsirszerii anyagokban
val6 oldodasi hajlamot.

A lipofilitas az a tulajdonsdg, amely nagyban befolyasolja a vegyulet
felszivodasat, eloszlasat, fehérjekotodését, kitiriilését, masrészt a receptorral valod
kolcsonhatasat is, tehat jelentds mértékben meghatarozza egy molekula sorsat a
szervezetben. Mindezek alapjan a gydgyszertervezés kiemelt paramétere is, hiszen
valtoztatasaval befolyasolhatok az ADME tulajdonsagok.
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Egy molekula lipofilitdsat szamszeri adatokkal jellemezhetjiik, aminek
kialakitasaban azok a kolcsdnhatasok jatszanak szerepet, amelyek a szervezetben is
létrejonnek a molekula és kornyezete kdzott.

VI.2.2 A megoszlasi hanyados fogalma

Egy megoszlasi folyamat sordn a vegyiilet megoszlik két egymassal nem elegyedo,
de bdségesen érintkezé oldoszer kozott. Az anyag megoszlasi hanyadosan a két
egymassal nem elegyedd oldoszerben mért aktivitasanak az aranyat értjilk, mely adott
hémérsékleten és nyomdason, az egyenstlyi allapot elérése utan konstans érték. Hig
oldatok esetében, amikor a koncentréacié kisebb, mint 102 M, az aktivitasok helyett az
egyensulyi koncentraciokkal fejezhetjik ki a megoszlasi hanyadost.

A nernsti definici6 szerint:

p _ YoCo
’YVCV
Hig oldatok esetén:
c
pP=—2

\

A lipofilitas altalanos jellemzésére vélasztott oktanol/viz olddszer-rendszerre
vonatkoz6 megoszlasi hanyadost P betlivel jel6ljiikk, leginkabb ennek logaritmusat
alkalmazzuk (logP). Az "0" alsé index az organikus, a "v" a vizes fazist jeldli.

Megegyezés szerint a szamlaloban a szerves fazisban mérhetd koncentracid
szerepel, ennek kovetkeztében a megoszlasi hdnyados minél nagyobb szamérték, annal
nagyobb a vegyulet affinitdsa az apolaris kornyezethez, vagyis annal nagyobb a
lipofilitasa.

Megoszlas szempontjabol a gyogyszerek két f6 csoportra oszthatok: a neutralis
(nemionos) és az ionizacidra képes (savak, bazisok) vegyiletekre. Kétféle megoszIasi
hanyadost kilonboztetlink meg.

A nernsti definicié szerinti Gn. valédi megoszlasi hanyados (P) az azonos
molekularis allapotban 1év6 részecskére, azaz a nemionos, semleges forma
megoszlasara vonatkozik, amely megoszlasa a két fazis kdzott a pH-tdl fliggetlen, adott
hémérsékleten és nyomason.

A latszolagos megoszlasi hanyados, vagy disztribucios koefficiens (D vagy Papp)
valamennyi részecskét figyelembe veszi az adott pH-ju vizes fazisban.

Neutralis molekuldknal, ha asszociaciéo nem 1ép fel, a kisérletileg mérhetd és a
valddi megoszlasi hanyados azonos. lonizalédé molekulaknal azonban, ahol a vizes
kdzegben a vegyllet pKs értékétdl és a kdzeg pH-jatol fiiggden ionizacidé kovetkezhet
be, a valodi megoszlasi hanyados kulonbozik az adott mérési korilmények kozott
meghatarozhatd latsz6lagos megoszlasi hanyadostol.

A Kisérletileg meghatarozott latszolagos megoszlasi hanyadosbol a valodi
megoszlasi hanyados, a pKs érték ismeretében kiszamithatd az aldbbi 0sszefliggések
felhasznalasaval:
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Savak (semleges savva protonalodo anion) eseteben:

] + [HA]
A+ H —— HA s T —p——
[H][A]
_ [HA],
[HA],
_ [HA], [HA]o P
Pore = AL A ] HAL, 1
[HAL, + ——— 1+ —
[H]Ks [H]Ks
log P = log Papp + log (1 + 10PHPKS)
Bazisok (kationna protonalddo semleges bazis) esetében:
+ + [BH]
B + H BH Kb = I Sae—
[H'][B]
_ [Bl
[Blv
P _ [Blo ~ [Blo _ P _ P
P BLV+BHY T BL+KeBLHT T 1+ Kp[H] H]
+

log P = log Papp + log (1 + 10P<PH)

VI.2.3 A megoszlasi hanyados szerepe

A gyogyszermolekulak lipofilitasat jellemz6 logP ertékek koénnyen atlathato,
kezelhetd szamadatok, amelyek segitségével a molekulak lipofilidsa konnyen
0sszehasonlithatd. A gyogyszerek kb. 90%-anak logP értéke 0 és 4,5 kdzotti érték.

A kovetkez0 tablazat néhany példan keresztiil demonstralja a gyogyszermolekuldk
abszorpcidjat a szervezetbe, ami nagymertékben a logP értéktol fiigg.
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VI-5 tablazat: Néhany gyogyszermolekula logP értéke, és annak kovetkezménye a
felszivodasra

Gydgyszermolekula logP Kovetkezmény

. i passziv diffuzioval nem,
aszkorbinsav 185 aktiv transzport réven abszorbealddik
metilhomatropin-bromid -1,68 nem SZ'V.Od'k fgl, .

igy nem jut a kbzponti idegrendszerbe
diazepdm 2,82 JOl felszivodik passziv diffuzio révén
amiodaron 757 felhalmozaddik a szervezetben
’ (felezési id6: 25 nap)

Gyogyszerkemiai szempontbdl, azaz a véarhatd transzport tulajdonsagok
megitélése szempontjabodl, a valddi logP a Iényeges, mivel a "pH-megoszlas hipotézis"
szerint, a gyogyszerek abszorpcitja passziv diffuzidval a lipofil membranokon csak a
nemionizalt, lipofil molekulak szamara akadalytalan.

VI-7. &bra: A ,,pH-megoszlas hipotézis”

a

nem ionizak forma ionizak forma

* nem / kis mértékben
pemeabilis pemeabilis

Ugyanakkor ionizalédé molekuldk esetén a latszolagos megoszlasi hanyados pH-
tol valo fliggésének ismerete elengedhetetlen ezen vegylletek szervezetbeni sorsanak
megértéséhez. Az ionizalédé molekuldk a szervezet kiilonboz6é kompartmentjeinek pH-
értékén  eltér6 megoszlasi  hanyadossal rendelkezik, amelynek ismeretében
megjosolhatd, hogy hol és milyen mértékii felszivodas varhato.

A lipofilitas-pH 6sszefiiggés ismerete nagy segitséget nyujt analitikai problémak
megoldasaban is, peldaul 6sszetett gyogyszerkészitmények vizsgalatakor a vegyuletek
ionizalsagi allapotuknak megfelelden kiilonbozd pH értékeken extrahalhatok ki szerves
olddszerekkel.
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VI.2.4 Az oktanol/viz rendszer

A lipofilitas szamszerli jellemzésére tehat a gydgyszerkémidban az oktanol/viz
rendszerre vonatkoz6 megoszlasi hanyados logaritmusa (logP) hasznalatos. Ez az
olddszerrendszer a biologiai megoszlas (extracelluléris tér / membran / citoplazma) jol
hasznalhatd mintdjdnak bizonyult, mert a szerves fazisként jelen levd oktanol
(CgH17OH) amfifil jellegéb6l (apolaris szénhidrogén lanc + polaris hidroxil csoport)
adédoan modellezni képes a gyodgyszer €s a membran lipid kettds rétegével és
fehérjéivel 1étrejovo kolcsonhatasokat.

NN Non

Az oktanol nem elegyedik vizzel, de jelentés mennyiségii (2,36 M) vizet képes
megkotni. A vizmolekuldk csoportjait az oktanolmolekulak polaros hidroxilcsoportjai
veszik korul, ezaltal micellakat alkotnak.

VI1-8. bra: Oktanol-micellak

y/

BN/

o
a8y
S0
o

KNS
Q.

%
i

A membranok sokfélesége miatt azonban egyetlen olddszerrendszer nem igazan
alkalmas a bioldgiai megoszlas modellezésére, ezért a gyogyszerkutatdsban manapsag
egyéb oldoszerrendszereket, példaul a ,kritikus kvartett” oldoszerrendszereket
(oktanol/viz, alkan/viz, kloroform/viz és propilénglikol-dipelargonat/viz) is hasznaljak.

V1-6 tablazat: A , kritikus kvartett” old6szerrendszer

Olddszerek Membran tipusa
oktanol amfiprotikus
alkén (ciklohexan) inert
kloroform féként proton donor
propilénglikol-dipelargonat -
(PGDP) féként proton akceptor

Egyre nagyobb a liposzoma/viz megoszlasnak, mint nemizotrop rendszernek a
jelentdsége is. A liposzomak foszfolipidekb6l (foszfatidil-kolin, foszfatidil-szerin,
foszfatidil-inozitol) és mas molekuldkbol (zsirsavak, koleszterin, epesavak stb.) allnak;
ebben a kornyezetben az ionos forma megoszlasa is jelentds.
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VI.3 A megoszlasi hanyados meghatarozasanak médszerei

A megoszlasi hanyados meghatarozasara alkalmas modszerek két nagy csoportja:

- direkt meghatéarozasi maédszerek,

- indirekt, kromatografias modszerek.
E mellett Iéteznek predikciés mddszerek, melyek segitségével a vegyuletek megoszlasi
hanyadosa szadmitéassal becsiilhetd.

VI.3.1 Direkt meghatérozéasi modszerek

VI1.3.1.1 Hagyomanyos razotolcséres technika

A megoszlasi h&nyados meghatarozdsdnak hagyoméanyos modszere az dn.
razotolcséres eljards. A modszer Iényege, hogy két egymassal nem elegyed6 olddszer
kdzott a vizsgalando anyagot megosztjuk.

A mérés soran a vizes ¢s a vele nem elegyedd szerves fazist (leggyakrabban
oktanolt) a meghatdrozast megeldzéen egymadssal telitjiik, annak érdekében, hogy
egymasban oldodas ne okozzon hibat a meghatarozas soran. A vizsgalandé anyagot a
vizes fazisban oldjuk, koncentracidjat meghatarozzuk, majd hozzaadjuk a megosztd,
szerves fazist. A két fazist a megoszlasi egyensuly eléréséig érintkeztetjuk. A fazisok
érintkeztetésére kulonfele technikai megoldasok léteznek. A "shake-flask™ moddszer:
megfeleld térfogatt, csiszolt dugoval zarodo iivegedényben, amelyeket valtoztathato
razasi amplitudoju és sebességll, termosztalhatdé razogépbe helyeznek; "stir-flask"
modszer: keverdedényes eljaras, ahol a fazisérintkeztetést megfeleld sebességii felsod
keverd biztositja.

A megoszlasi egyensuly bedllta utan a fazisokat centrifugalassal szétvalasztjuk és
azokban a megoszlott anyag koncentracidjat arra alkalmas kvantitativ analitikai
modszerrel meghatarozzuk. A koncentracié meghatarozasa, amennyiben a vizsgalandd
anyag spektralis tulajdonsadgai azt lehetévé teszik, leggyakrabban UV/VIS
spektrofotometrias modszerrel torténik.

A reprodukalhatd eredmények eléréséhez az alabbi Kisérleti feltételek rogzitése
szlikséges: - a megosztd fazisok egymassal torténd elézetes érintkeztetésének ideje,

- az érintkeztetés homérséklete,
- az egyensuly bedllasanak ellendrzése,
- 4llando ionerdsség biztositasa.

Validalt kortalmények kozott végezve a meghatarozast, az atlagos hiba -2 és +3
logP tartoményban +0,05-0,10 log egyseg koz6tt mozog. Azoknak a vegyileteknek a
megoszlasi hanyadosat, amelyek logP értéke nagyobb, mint +4, vagy kisebb, mint -2,
razotoleséres modszerrel nem lehet kielégitd pontossaggal meghatarozni. Ennek oka,
hogy a tul lipofil vagy hidrofil molekulak az egyik megoszto fazisban valo nagyon kicsi
oldhatdséga miatt extrém fazisaranyt kell alkalmazni, amely megndéveli a mérési hibat.

A direkt eljarasok kozil a razétolcséres maodszert tekintették sokaig referencia
eljarasnak, de ismert korlatai miatt (nagy munka- és iddigény, a termosztalas nehezen
oldhat6 meg, viszonylag sziik logP tartomanyban alkalmazhato, lipofil molekuldk nem
mérhetdk, nagymennyiségli és nagytisztasagli olddszert igényel stb.) szdmos mas
meghatarozasi mddszert dolgoztak Ki.

Azonositd szam: 171
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

VI1.3.1.2 Kétfazisu potenciometrias titralas

A modszer elve, hogy azonos korulmények kozott két potenciometrias titralast
végziink. Az elsét vizes kozegben, a megoszté fazis nélkiil, a mésodikat pedig a
megosztd szerves fazis (pl. oktanol) jelenlétében. Amennyiben a vizsgalt vegyllet
valamely részecskéje megoszlik a két fazis kozoétt, ugy a két potenciometrias titralasi
gorbe nem esik egybe, és a két gorbe eltérésébdl a logP szamithatd.

A Kkét potenciometrias titralas két disszociacios allando értéket eredményez, a pKs
értéket és poK, ertéket, amely a szerves fazis jelenlétében végzett titralasbol szarmazo
latszolagos disszociacios allando. A két érték kiilonbségébdl a megoszlasi hanyados
szamithato:

Savak esetében:

P = (10P¢P.1) R
Béazisok esetében:

P = (10°¢° P71y R

ahol R a vizes és a szerves fazis térfogatanak hanyadosa, vagyis a fazisarany.

Az eljards megbizhatd, pontos, elsészamu validalé modszernek tekinthetd
ionizalhatdé molekulak esetén és altalaban olyan vegyiiletek logP értékének
meghatarozasara alkalmas, melyek logP értéke -1 és +6 koze esik. A modszer hatranya,
hogy problematikus az igen lipofil és még inkdbb a nagyon hidrofil vegyiletek logP
értékének meghatarozasa esetén, és teljesitményében egyelére elmarad az indirekt,
kromatogréfias technikak kapacitasatol.

VI1.3.2 Indirekt meghatarozasi modszerek

Az indirekt, masnéven alternativ. meghatarozasi mddszerek jelenleg a
leggyakrabban alkalmazott eljarasok a lipofilitas jellemzésére. A kromatografias
modszerek elsésorban akkor hasznélatosak, ha a direkt logP meghatarozasi modszerek
valamilyen okbol kifolyolag nem alkalmazhatok. Az indirekt eljarasok elénye, hogy az
igen nagy ¢és nagyon kis lipofiltasti vegyliletek is mérhetdk, a modszerek gyorsak és
egyszeriieck, ami nagyon fontos szempont a gyogyszerkutatas korai fazisaban.

A kromatografids vizsgalatoknal alapvetd olyan kromatografidas rendszer
felallitasa, ahol a vegyiletek retencioja nagy pontossaggal megallapithato, ugyanakkor
az adott kromatografids all6fazissal minél hitelesebben lehessen karakterizalni a
membran kettdsréteget.

A kromatografids modszerek koziil a vékonyréteg-kromatografias, valamint a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias eljarasok a leginkabb elterjedtek.

VI1.3.2.1 Vékonyréteg-kromatografia (VRK)

A forditott fazisu vékonyréteg kromatografias (VRK) mddszerek manapsag is
kiterjedten alkalmazott eljarasok a gyogyszermolekulak lipofilitasanak jellemzésére.
Ennek hatterében az all, hogy a modszer egyszerli, gyors, kis 1d6 alatt egyszerre tobb
vegylilet is vizsgalhatd. A modszer Iényege, hogy az eljaras soran a lipofilitastol fiiggd
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kromatografias paramétert hatarozzuk meg, majd kalibracids egyenes felhasznalasaval
logP értéket szamolunk.

A logP meghatarozas elvi alapjat a folyadék/folyadéek megoszlason alapuld
kromatografias retencid és a megoszlasi hanyados kozott fennalld dsszefliggés adja
meg. A retencios faktorral kozvetlenil 6sszefiiggésben all az an. Ry erték:

1 V.
Rv = Iog(—— } = Iog(K —Sj
Rf VRK VM

ahol, mivel Ry 0 és 1 kozotti érték, Ry (az ebbdl szarmaztatott fliggvénykapcsolat) +oo-
tol -o0-ig valtozik; Vs az allofazis, Vi a mozgofazis térfogata (Vs/Vu = fazisarany, az
adott kromatografias rendszerre jellemz6 allandd), Kyrk a kromatogréafias megoszlasi
hanyados.

Az Ry értékek aljan szamitott Ry pedig lineéris 0sszefliggésben allnak a logP
értékekkel:

logP = aRy+b

A kromatogréafias logP meghatarozas lényege tehat, hogy egy kivalasztott
standard anyagsorozat esetén, melynek oktanol/viz logP értéke ismert, meg kell
hatarozni az aktudlis kromatografias rendszerben érvényes Ry, értékeket, amely
értékeket felhaszndlva a fenti egyenlet allandéi megismerhetdk. Ennek alapjan egyéb
vegyuletek logP értéke szamithato.

A vékonyréteg-kromatografias modszer lehetdséget nyujt lipofil, UV inaktiv és
ionizacios csoportot nem tartalmazo vegyiletek logP értékének meghatarozasara.
Ugyanakkor a minta esetleges szennyezettsége sem zavarja a meghatarozast, mivel a
szennyezOk rendszerint elvalnak a meghatdrozas soran a vizsgalt komponenstdl, és igy
nem befolyasoljadk a meghatarozast. A kromatogréfias rendszer optimalizalasa alapvetd
kovetelmeény, és igen fontos, hogy a kalibraciohoz hasznalt standard vegydletek
szerkezete és tulajdonsagai kozel alljanak a vizsgalt vegyiiletekéhez.

A Kkisérleti kortlmények pontos betartdsdval a vegylletek logP ertéke +0,05
pontossaggal hatarozhatd meg.

V1.3.2.2 Nagyhatékonysagu-folyadekkromatografia (HPLC)

A forditott fazist, megoszlason alapuld folyadékkromatogréafias eljaras elviekben az
el6z6kben bemutatott forditott fazisi VRK-mddszerhez hasonlithatd. A HPLC-s eljaras
sorén a lipofilitassal ardnyos an. kapacitas allandét (logk") hatarozunk meg:

) VS
logK’ = Iog(KHPLOV—J

M

ahol logk' a HPLC-s kapacitasi tényez6 logaritmusa, Vs az allofazis, Vi a mozgofazis
térfogata (Vs/Vw = fazisarany, az adott kromatografias rendszerre jellemz6 allando),
KupLc a kromatografids megoszlasi hanyados.

A logk' értékek meghatarozasat kovetéen, a vékonyréteg-kromatogréfiadhoz
hasonloan kalibracids egyenes felhasznalasaval szamoljuk ki a logP értékeket:

logP = alogK’ +b
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Ezekkel az eljarasokkal lehetéség nyilik a kiilonb6z0 geometriai izomerek
elvélasztasara is, és ezaltal a lipofilitasuk szerinti megkulonboztetésre is.

V1.3.2.3 Predikcios modszerek

A megoszlasi hanyados kisérletes modon torténd meghatarozasara alkalmas eljarasok
mellett kiilonbz0, szamitdgépes becslésen alapuld predikcids modszerek is léteznek. A
kapott lipofilitas érték az un. kalkulalt megoszIasi koefficiens.

Szamitasara szamos eljaras létezik, a legelterjedtebb, legtobb szamitogépes
program altal hasznalt médszer a fragmens alapl szamitas, ahol az alapmolekula és a
hozza kapcsolodd fragmensek, szubsztituensek szama, pozicioja hatarozza meg a
kalkulalt logP ertéket.

A mobdszerek jelent6sége elsOsorban a gyodgyszerkutatas korai fazisdban van
ugyanis, a madszerek pontossaga messze elmarad a kisérletes eljarasok pontossagatol.
A szamitogépes modszerek alapvetd hatranya, hogy altaluk az ionos vegyiiletek, illetve
a geometriai izomerek lipofilitdisa nem hatarozhatdé meg, hiszen a toltésbdl, illetve
térbeli elhelyezkedésbdl adodo lipofilitasbeli kiilonbségek nem befolyasoljak a
szamitast. A mddszerek megbizhatdsagat és alkalmazhatdsagat is a mért értékekkel vald
0sszehasonlitas adhatja meg.

Feladat. Szteroid szarmazékok megoszlasi hanyadosanak (logP) meghatarozasa
forditott fazisu VRK-mddszerrel

Szteroid hormonok logP értékét hatarozzuk meg, ismert logP-vel rendelkezé
kalkonanalogok felhasznalasaval.

Vizsgalt anyagok:  sztradiol-benzoat
tesztoszteron
tesztoszteron-propionat
hidrokortizon-acetéat
Standard anyagok:  E-2-(X-benzilidén)-1-benzoszuberon szarmazékok

logP
o =X Q-469 X=H 4,48
/ \ ) Q510 X = p-OCHj 4,72
Q-511 X = p-CHs 5,10
Q-514 X =m-Br 5,35
Oldatkészités: A vizsgaland6 anyagokbol és a standard anyagokbol 2 mg/ml

“ 7=

kloroform 1:1 aranyu elegye.
Réteg: Kieselgel 60 Fjs4, szilanizalt, 160 °C-on 1 oran at aktivalva

A réteg kijel0lése: - a lemez alsé sz¢€1€t6l a startpontok tavolsaga: 2,0 cm
- az elsd és utolso startpont tavolsaga a lemez sz¢élétol: 2,0 cm
- a startpontok szdma max. 9; egymastol val6 tavolsaga: 2,0 cm
(ha kevesebb a startpont, akkor egyenld tavolsagokra felosztva)
- a front tavolsaga a startpontoktdl: 15,0 cm
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Felvitel: A standard oldatokbdl, valamint a vizsgalt oldatokbdl 1-1 pl-t
cseppentlink fel a rétegre.
Eluens: metanolt + viz 6:4 térfogataranyu elegye

A szlirOpapirral bélelt kadat, a futtatas el6tt, az eluenssel 30
percig telitjik.
A lemezkivételnél azonnal jel6ljuk be a frontvonal tényleges

helyzetét.
El6hivas: UV-fényben.
Ertékelés: Tizedmilliméter pontossaggal mérjik meg a foltok és a frontvonal

startponttdl mért tavolsagat. Szamoljuk ki ezen adatokbdl két
tizedes pontossaggal az Ry ertékeket.

Az Ry ertékek segitségével szamitsuk ki a vegyiletek Ry értékeit. A standard anyagok
R értékeinek és ismert logP értékeinek felhasznalasaval keszitsiink kalibracios
egyenest, amelynek segitségével hatarozzuk meg a szteroid-szarmazékok logP értékeit.
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VIl Gyogyszer hatdbanyagok azonositasanak
modszerei

VII.1 Ismeretlen hatbanyagok azonositasanak elvi alapjai

Organoleptikus vizsgalatok

Az azonositas az adott gyogyszervegyiiletek mintajanak megfigyelésével kezdddik,
amit érzékszervi (organoleptikus) vizsgalatnak neveznek:

a.) latéssal, a mintara ranézéssel eldonthetd, hogy az szilard vagy folyadék, lehet
fehér (esetleg szintelen) vagy szines, porszerii vagy kristalyos, nehéz — tapados —
tomor vagy konnyl - laza dllomanyd. Némely anyag olyan jellegzetes, hogy a
gondos megfigyelés mar iranyitja a vizsgaldt, hogy mely vegyiulet lehet az (I,
AgNO;, riboflavin, éter, glicerin, stb.);

b.) tapintassal megallapithatd, hogy a minta amorf por vagy igen finoman elporitott
kristalyokbdl all, lehet sikos vagy tapados, szaraz vagy nedves tapintasu;

c.) szaglassal eldonthet6, hogy az anyag szagtalan (ez a dont6 tobbség) vagy
jellegzetes szagu (maga vagy bomlasterméke);

d.) izleléssel sok vegyiilettipus elég jol felismerhetd - igen Kis szemcse vagy
mintarészlettel végezve ezt a probat! (A GYAKORLATOK SORAN AZ
ANYAGOK [ZLELESE TILOS! A kiadott ismeretlenek, a kitett modellanyagok
szennyezettek vagy bomlottak lehetnek, igy azok mérgez6knek tekintenddk!)

Termolizis

A termolizis (,,hevitési proba”) igen egyszerii, de az anyagrol sok ismeretet add
vizsgalat, amelyet jol huzo vegyifilke alatt végzink el. Végrehajtasanal a minta kis
részletét platina kacsra, vagy porcelanlemezre téve a Bunsen ég6 szintelen langja folé
tartjuk, és lassan melegitjik, utana hevitjuk, vegul kiizzitjuk azt.

A vizsgalatot lassan fokozatosan, figyelmesen végezzik, Ggy, hogy a mintat
parszor kivessziik a langbol, és kozelebbrol, tiizetesebben is megvizsgaljuk a
valtozasokat: [langfestés, szublimalads, olvadas (és annak sebessége), esetleg az
,,olvadék” beszaradasa, olvadék szinez6dése — mas valtozasa, szenesedés, égés, szines
maradék, katranyos bevonat, jellegzetes szag (Ovatosan, igen kis gbéz vagy gaz
mennyiséget szabad csak beszivni!), egyaltalan semmilyen valtozas.

A termolizissel alapvetden eldonthetd, hogy az ismeretlenként kapott minta
szerves vagy szervetlen vegyilet. A szerves vegylletek tipikusan megolvadnak,
szenesednek, fustolognek, égnek, nincs maradékuk. A szervetlen vegylletek tipikusan
nem olvadnak meg, nem szenesednek, nem fustdlognek, nem égnek, maradékuk van — a
minta 6 tomege, vagy mind megmarad az izzit4s vegen is.
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SZERVES VEGYULETEK SZERVETLEN VEGYULETEK

megolvadnak nem olvadnak meg*
az olvadek szinesedik: tipikusan:
sarga — barna — fekete

fustolognek nincs fistjiik?

a gazok, g6zok szagosak

(néhany szublimalhat!) néhany szublimal
elszenesednek nincs szenesedés
korom, katrany keletkezhet (de lehet szinesedés)
égnek, langra kapnak nem égnek®

nincs maradékuk® van maradékuk (sok)

! Megolvadnak izzitaskor: HsBOs, Na,B4O7, KCIO, (szintelen), S (vords, ég), KSCN

(kék), NaNO, (z6ld — sargasbarna), AgNO; (sargasbarna — fekete).
A kristalyviz tartalmdak melegitéskor feloldodnak kristalyviziikben (,,0lvadas”-

nak latszik kezdetben), majd beszaradnak, és ott marad a vizmentes so.

2 Lasst melegitéskor szublimalnak, ami fiistnek is vélhetd (eleinte): NHs* s6k, As,Os,
Hg(l és I1) sok.

3 Néhany alacsonyabb oxidaciés allapot( S vagy P tartalmi vegyiilet éghet.

* Tart6s izzitas utan legfeljebb korom, katranyos bevonat lehet (amelyet csak magasabb
hoémérsékleten és hosszabb 1d6 alatt Iehet elégetni), vagy a vegylilet teljesen elég.

Maradéknak tekintjik, ha: (1) kevés szines maradék lathat6: Bi(lll)-sok (sarga —
narancsvoros); (1) a Kkiizzitott maradékot fenolftaleines vizbe téve az pirosra
szinezédik: kalium-, natrium-sok (intenziven — karbonatok keletkeznek), kalcium-,
magnézium-sok (gyengén — a karbonatokbdl oxidoknak kell keletkeznilk).
Megjegyzendd, hogy a szerves soknal a maradék igen kis mennyiségli, szemmel torténd
észlelése még teljes Kiizzitas utan is nehéz.

A langfestés a szervetlen kationokon kiviil néhany vegyiiletre is jellemzd: As;Os
(fakokék), borsav-etilészter (z6ld). Tipikusan az illékony szervetlen atomokra - ionokra
jellemzd, ezért végrehajtdsa eldtt a vizsgdlandd anyagra vagy annak kiizzitott
maradékara egy csepp soésavat tesziink, és azt vizsgaljuk: Na* (sarga, intenziv), K*
(fakéibolya, nem intenziv), Ca** (téglavoros), Cu** (z6ld), B (nagyon halvény zéld).

Osszefoglalva a fentieket, a termolizis (,,hevitési préba™) alapjan a vegyiiletek
harom nagy csoportba sorolhatok: (i) tisztan szervetlenek vagy (ii) tisztan szervesek
vagy (iii) sok (szervetlen vagy szerves komponenssel): szerves savak alkali vagy alkali-
foldfém soi, esetleg nehézféemsok (a szerves sOk kozil a bazisok szervetlen savval
képezett soit csak a kovetkezOkben leirt oldékonysagi és anion vizsgalat utan tudjuk
megtalalni).

Sok vegyiiletrél még ennél tobb informéciot is kapunk a hevitési proba soran, ami a
tovabbi azonositdst megkonnyiti. JOl észlelhetd a szin valtozasa, amely lehet
irreverzibilis (pl. bizmut vegyuletek: sdrga — narancsvords), vagy reverzibilis (pl. ZnO
melegen sarga, lehiilve ismét fehér). A szerves vegyiilet olvadékanak szinvaltozésa is
jellemzd lehet egy vegyiiletcsaladra vagy vegyiiletre.

Az égés tipusa a kis alifas molekulaknal és a sok oxigént tartalmazé
vegyuleteknél: kis, vilagitd lang; mig aromas, telitetlen vegyllteknél: sarga,
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némelyeknél kormozo lang. A vegyliletek bomlasakor keletkez6 g6zok, gazok szaga
(amit igen Ovatosan kell észlelni) jellemz6 lehet egy vegyiiletre vagy tipusra (vanilia,
karamell, fenol szag). A kalcium és féleg a magnézium vegyiiletekb6l keletkez6 oxidok
erds izzitasnal vilagitanak.

Oldékonyséag és kémhatas vizsgéalat

A vegyillet azonositadsakor az oldékonysig és a kozelité kémhatdas vizsgadlattal
kiegészitett  organoleptikus és termolizis vizsgalat az igen nagyszamu
gyogyszervegyliletet néhany fontos és jellemzd csoportba sorolja. A vizben valo
oldodas vizsgalatot mindig koveti egy kémhatas vizsgalat is, akar oldodik a vegydlet
vizben, akar nem, ezért azt frissen Kkiforralt és lehtitott vizzel végezziik (a levegbvel
egyensulyban levo desztillalt viz gyengén savas).

Gyakorlati szempontok alapjan azt a vegyiiletet tekintjiik oldédonak, amelybdl
szobahdmérsékleten 5%-os oldat készithetd (pl.: 0,1 g/2 ml) egy - kétperces rdzogatas
utan. Erdemes figyelni az oldodas sebességére, a kis szemcsék oldodasara, a kémcsd
melegedésére vagy lehiilésére is, mert az jellemzo lehet egyes vegytileteknél.

A vegyliletet, amir6l mar tudjuk, hogy szerves vagy szervetlen, eldszor vizben (R
viz vagy R desztillalt viz) probaljuk oldani. Amennyiben oldddik, a kémhatas
megvizsgalasa utan a vegyiiletet besoroljuk: (1) savas tulajdonsagu vagy (2), semleges
tulajdonsagu, vagy (3) béazisos tulajdonsdgu vizoldékony szerves vagy szervetlen
molekula. Ismerve az e csoportokba tartozo szervetlen (és szerves) vegylletek listajat,
azonositasuk mar kdnnyen elvégezhetd.

Vizes oldatban oldédd, gyengén savas vagy semleges tulajdonsagi szerves
vegyiiletek esetén szervetlen anionra kell vizsgélni (CI', Br, I', SO,%, PO,*, NOs), és
ha talalunk aniont, a vegyiiletet kilon csoportba, (4) a szerves bazis szervetlen savval
kepzett soja (tipikusan az alkaloid-sok) kdzeé soroljuk.

Amennyiben nem oldédik vizben a vegyiilet, savas és bazisos olddszerben is
megprobaljuk oldani (ekkor mar kémhatas és anion vizsgalatot nem végzunk). Amely
vegyliletek higitott sdésav-oldatban oldhatok, a bazisos tulajdonsagu, savoldékony
vegyuletek csoportjdba (5) kerlilnek. Azok a vegylletek, amelyek higitott natrium-
hidroxid-oldatban oldddnak, a savas tulajdonsagu, lugoldékony vegyiletek csoportjaba
(6) kerllnek. Ha egy vegyulet mindkét reagensben (HCI, NaOH) oldddik, akkor az
amfoter vegyuletek csoportjdba (7) keril. Vannak vegyiletek, amelyek ilyen
korialmények kozott nem oldhatok, azok a vizben, hig vizes savban és lugban nem
oldhato vegydletek csoportjaba (8) sorolanddk.

A fenti besorolas szerint azok a so tipust vegyiletek, melyeknél mind a kation,
mind az anion komponens szerves molekula a tisztan szerves vegylletek csoportjaba
sorolddnak. Szerves vegyiilet sojanak ez a rendszer csak a szervetlen komponenst
(kationt vagy aniont) is tartalmazokat tekinti. A szerves kationt és szerves aniont
tartalmaz6 molekulékat tehat tisztan szerves vegyilteknek tekintjik.

A csoportokba sorolas utan, ismerve az oda tartozd vegylletek listajat,
azonositasuk, megkiilonboztetésiik konnyen elvégezhetd.
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VII.2 Gyogyszerkdnyvi azonossagi vizsgalatok

Szervetlen ionok azonossagi reakcioi a Ph. Hg. Vlll.-ban (Valogatas)
Aluminium

Kb. 15 mg vizsgalando6 anyag 2 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az elirt oldat 2 ml-
ét vizsgaljuk. Kb. 0,5 ml R higitott sésav eés kb. 0,5 ml R tioacetamid-reagens
hozzéaadasara csapadék nem keletkezik. Az oldathoz ezutan R higitott natrium-hidroxid-
oldatot csepegtetink. A kezdetben levald fehér kocsonyas csapadék a kémszer
feleslegében feloldddik, de R ammonium-klorid-oldat hozzaadasara ismet levalik.

Az aluminiumso sésavas oldatahoz tioacetamid-reagenst adva nincs csapadek. Ez
a reakcio kizarja azokat a kationokat, amelyek szintén amfoter tulajdonsaguak, de savas
kozegben szulfidionokkal csapadékot képeznek (pl. 6lom, o6n, antimon). Tovabb az
aluminiumiont szelektiv reakciojaval azonositjuk.

Ammoéniumsok

Az el6irt oldathoz 0,2 g R magnézium-oxidot adunk. A keveréken levegtt
aramoltatunk at, amelyet azutdn 1 ml 0,1 M so6sav-méréoldat €s 0,05 ml metilvoros-
oldat elegyébe, kozvetlenil a folyadék felszine ala vezetlink. Az indikator szine sargara
valtozik. Az oldathoz ezutan R natrium-[hexanitrito-kobaltat(I11)] frissen készitett, 100
g/ toménységii oldatanak 1 ml-ét elegyitjik. Sarga csapadék keletkezik.

A magnézium-oxid erds és nem illékony bazis, igy kiszoritja s6jabol az ammonidt,
ami egy gyenge és illékony bazis. Az ammodnia gazt sdsavba vezetve semlegesiti azt, és a
hozzaadott indikator szinét megvaltoztatjia. A keletkezo ammoniumionok ndtrium-
hexanitrito-kobaltattal sarga csapadékot adnak (kaliumionok szintén adjak a reakciot):

2 NH;" + Nas[Co(NO>)s] = (NH,),Na[Co(NO,)e] + 2 Na*

Arzén

Az eloirt oldat 5 ml-ét azonos térfogati R hipofoszfit-reagenssel vizflirdén
melegitjik. Barna csapadék keletkezik.

A hipofoszfitionok redukéljak az arzenit- vagy arzenationokat arzénné, ami barna
csapadékkeént kivalik az oldatbdl:

2 AsO3* + 3 HoPO, + 9 H' =2 As + 3 HaPO3 + 3 H,0
2 AsO,> +5 HoPO, +11 HY = 2 As + 5 H3PO3 + 3 H,0

Bizmut

a) Kb. 0,5 g vizsgaland6 anyaghoz 10 ml R higitott s6savat adunk vagy az elGirt
oldat 10 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot, illetve a keveréket 1 percen at forraljuk, majd
lehiitjik, és sziikség esetén megszirjik. Az igy kapott oldat 1 ml-éhez 20 ml R vizet
elegyitink. Fehér vagy enyhén sargds csapadék keletkezik, amely 0,05-0,1 ml R
natrium-szulfid-oldat hozzaadasara megbarnul.

A bizmut ionok egyik tipikus azonositasi reakcioja.
b) Kb. 45 mg vizsgaland6 anyaghoz 10 ml R higitott salétromsavat adunk vagy az
el6irt oldat 10 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot, illetve a keveréket 1 percen &t forraljuk,
majd lehitjiik, és sziikség esetén megszirjilk. Az igy kapott oldat 5 ml-éhez R
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tiokarbamid 100 g/l tdménységli oldatanak 2 ml-ét elegyitjik. Narancssarga szin vagy
narancsszin{i csapadék keletkezik. Az oldat nem szintelenedik el, ha R natrium-fluorid
25 g/l toménységli oldatanak 4 ml-ét elegyitjik hozza.

Salétromsavas kdzegben a bizmut(l11)-ionok narancsszinii komplexet képeznek a
tiokarbamiddal. Az antimon(ll)-ionok halvanysarga komplexet képeznek, ez azonban
fluoridionok hatésara elbomlik.

3+
NH;
Bi| s=(
NH;
3

Bromid

a) Kb. 3 mg bromidionnak (Br’) megfelelé6 mennyiségii vizsgalandé anyag 2 ml R
vizzel készitett oldatat vagy az eldirt oldat 2 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot R higitott
salétromsavval megsavanyitjuk, 0,4 ml R1 ezust-nitrat-oldattal 6sszerazzuk, majd allni
hagyjuk. Halvanysarga, tiros csapadék valik le. Centrifugalast kdvetden a csapadékot
haromszor 1 ml R vizzel mossuk. Ezt a miiveletet tompitott fényben gyorsan végezziik
és a fellluszd folyadék zavarossagat figyelmen Kkivil hagyjuk. A 2 ml R vizben
szuszpendalt csapadék 1,5 ml R ammonia-oldattal elegyitve nehezen oldddik.

Salétromsavas kdzegben nagyon halvanysarga csapadékot képez eziist ionokkal,
ami ammoniaban nehezen oldodik.

b) Kb. 5 mg bromidionnak (Br’) megfelel6 vagy az eldirt mennyiségii vizsgalando
anyagot kis kémcsében 0,25 ml R vizzel, kb. 75 mg R 6lom(IV)-oxiddal és 0,25 ml R
tdmény ecetsavval ovatosan Osszerazunk. A kémcsé fels6 részét beliil sziirGpapirral
szarazra toroljik. 5 percen &t varakozunk. Megfeleld6 mindségli ¢és méretli
sziirbpapircsik egyik végét egy csepp R elszintelenitett fukszin-oldattal megnedvesitjlk,
és a papir impregnalt részét azonnal a kémcs6 légterébe helyezziik. 10 masodpercen
beliil a szlir6papircsik végétdl kiinduld, ibolyaszinezddés észlelhetd. Ez a szin
egyértelmiien megkiilonboztethetd a fukszin piros szinétél, mely az impregnalt
papircsik fels6 kis részén szintén megjelenhet.

Az olom(IV)-oxid a bromidionokat elemi bromma oxiddilja. A képzédott brom a
szintelen Schiff-reagensben (rozalin és para-rozalin keverék kénessavas oldata) levd
fukszint oxiddlja, majd az aktivalt aromas gyiiriiket szubsztitudlja orto-helyzetben:
penta- és hexabrom-rozanilinium sok keletkeznek.

180 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



Gyogyszer hatdanyagok azonositasanak maédszerei

VII-1. dbra:

PbO, + 4Br- +4H" = PbBr, +2H,0 + Br,

R =CHyV. Br

Cink

0,1 g vizsgalanddé anyag 5 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az el6irt oldat 5 ml-ét
vizsgaljuk. Az oldathoz 0,2 ml R témény natrium-hidroxid-oldatot elegyitve, fehér
csapadék keletkezik. Tovabbi 2 ml R tdmény natrium-hidroxid-oldat hozzéadéséra a
csapadek feloldddik. Az oldat 10 ml R ammonium-klorid-oldattal elegyitve tiszta
marad, de 0,1 ml R natrium-szulfid-oldattol fehér, pelyhes csapadék valik ki beldle.

A keletkezd fehér csapadék [Zn(OH),] lug feleslegében feloldddik (hidroxo
komplex). Ammonium-klorid hozzdaddsara nem valik le a Iugos oldatbdl csapadék
(ammin komplex). Csak natrium-szulfid hatasara valik le fehér csapadék (ZnS).

Foszfat (ortofoszfat)

a) Az elbirt oldat 5 ml-ét — ha sziikséges, el6zetesen semlegesitve — 5 ml R1 eziist-
nitrat-oldattal elegyitjik. Sarga csapadek keletkezik, amelynek szine forraldskor nem
valtozik. A csapadék R ammonia-oldat hozzaadasara feloldodik.

Semleges, vagy semlegesitett oldatahoz ezlst-nitratot adva sdrga csapadék
keletkezik (AgsPO,), ami forralva nem, viszont ammonidban oldodik (eziist ammin
komplexe).

b) Az el6irt oldat 1 ml-ét 2 ml R molibdovanadéat-reagenssel elegyitjik. Sarga
szinezOdés ¢szlelhetd.

A reagens ammonium-molibdatot [(NH4):Mo00O,] és ammonium-vanadatot
[(NH,)3VO,] tartalmaz, ami a foszfationokkal vegyes heteropolisavat [PVoMo010O40]™
kepez.

Az arzenat és a szilikat ionok hasonldan reagalnak.
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Kalcium

a) A milliliterenként kb. 0,2 mg kalciumionnak (Ca*") megfeleld mennyiségii
vizsgalandd anyagot tartalmazo oldat 0,2 ml-ét vagy az eléirt oldat 0,2 ml-ét vizsgaljuk.
Az oldathoz R glioxalhidroxianil R alkoholos, 2 g/l toménységli oldatabol 0,5 ml-t,
valamint 0,2 ml R higitott natrium-hidroxid-oldatot és 0,2 ml R natrium-karbonat-
oldatot elegyitiink. Osszerazzuk 1-2 ml R kloroformmal, majd 1-2 ml R vizet adunk
hozza. A kloroformos réteg vordsre szinezddik.

A glioxalhidroxianil hidroxianilinbol és glioxalbol keletkezik, és kalciumionokkal
voros (ibolyas-voros) kelatkomplexet képez (Amax. =520 nm).

A glioxal-hidroxianillel szintén komplexet képzé alkdlifldfém ionok (Ba®*, Sr*™)
rosszul oldodo karbonéatokként kivalnak.

VII-2. dbra:
S DO NgUine
NH, M H,N N N
HO
20

b) Kb. 20 mg vagy el6irt mennyiségii vizsgalandé anyagot 5 ml R ecetsavban
oldunk. Az oldat 0,5 ml R kalium-[hexaciano-ferrat(l1)]-oldattal elegyitve tiszta marad,
de kb. 50 mg R ammédnium-klorid hozzdadasakor fehér, kristalyos csapadék valik ki
beldle.

A kalciumionok ammonia jelenlétében fehér csapadékot képeznek a hexaciano-
ferrat(ll) ionokkal: (NH4),[CaFe(CN)s].

A béarium- és stronciumionok nem reagalnak, viszont a magnéziumionok hasonlé
csapadékot kepeznek.

Kalium

a) 0,1 g vizsgalandd anyag 2 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az el6irt oldat 2 ml-ét
vizsgaljuk. Az oldatot 1 ml R natrium-karbonat-oldattal elegyitjik, majd melegitjik.
Csapadék nem keletkezik. Akkor sem valik le csapadék, ha a még meleg oldathoz 0,05
ml R natrium-szulfid-oldatot adunk. Az oldatot jeges vizben lehiitjiik, és R borkdsav
150 g/l toménységli oldatanak 2 ml-ével elegyitjik. Lassankent fehér kristalyos
csapadek valik le.

A vizsgdlat elsd felében mds kationok jelenlétét zarjuk ki (natrium-karbonattal az
alkalifoldfémeket, natrium-szulfiddal a nehézfémeket). A kalium-hidrogén-tartarat
csapadék hajlamos a tultelitett oldat képzésere, ezért iivegbottal megdorzsolve a kémcesd
belsé falat meggyorsithatjuk a csapadék levalasat.

b) Kb. 40 mg vizsgalandd anyag 1 ml R vizzel késziilt oldatat, vagy az elirt oldat 1
ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz 1 ml R higitott ecetsavat és R natrium-hexanitrito-
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kobaltat(l11) frissen készitett, 100 g/l-es oldatabol 1 mi-t elegyitiink. Azonnal sarga
vagy narancssarga csapadék keletkezik.

K>Na[Co(NO,)s] sarga vagy narancssarga csapadék keletkezik. Ammoniumionok
szintén adjak a reakciot.

Klorid

a) Kb. 2 mg kloridionnak (CI") megfeleld mennyiségli vizsgalandé anyag 2 ml R
vizzel késziilt oldatat vagy az eldirt oldat 2 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot R higitott
salétromsavval megsavanyitjuk, 0,4 ml R1 ezust-nitrat-oldattal 6sszerazzuk, majd allni
hagyjuk. Fehér, taros csapadék valik le. Centrifugalast kovetéen a csapadékot
haromszor 1 ml R vizzel mossuk. Ezt a miiveletet tompitott fényben gyorsan végezziik
és a feltlisz6 folyadék zavarossagat figyelmen kivil hagyjuk. A csapadekot 2 ml R
vizben szuszpendaljuk. A csapadék — néhany nagyobb, lassan 0ld6dd részecskétol
eltekintve - 1,5 ml R ammaonia-oldatban kénnyen oldddik.

Salétromsavas kozegben ezust-nitrattal fehér csapadékot képez, ami ammaonidban
kénnyen oldodik.

b) Kb. 15 mg kloridionnak (CI") megfelelé6 vagy eléirt mennyiségii vizsgalandd
anyagot kémcsdben 0,2 g R kalium-dikromattal és 1 ml R tdmény kénsavval elegyitink.
A kémcs6 nyilasa f6lé egy 0,1 ml R difenilkarbazid-oldattal atitatott sz{irépapircsikot
tartunk. Az atitatott szlrOpapir — amely nem érintkezhet a kalium-dikromattal —
ibolyasvorosre szinezédik.

Tomeny kénsavas kozegben a kloridionok a dikromationokkal illékony
kromilkloridot képeznek:

4 CI+ Cr,07 + 6 H" = 2 CrO,Cl, + 3 H,0
A kromilklorid, mint krém(VI) vegyllet, oxidalja a difenilkarbazidot

difenilkarbazonna, majd a keletkezé krom(Ill)-ionok a difenilkarbazonnal szines 1:1
komplexet képeznek:

VI1I-3. dbra:
HN—HN/© N N:N/©

30 + 2Cro,Cl, + 6H" —» 3 O% + 4HCl + 2Cr% + 4H,0
NH-NH : NH—-NH :

Magnézium

Kb. 15 mg vizsgalandd anyag 2 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az eldirt oldat 2 ml-
ét vizsgaljuk. Az oldathoz 1 ml R1 higitott ammdnia-oldatot elegyitve fehér csapadék
keletkezik, amely 1 ml R ammonium-klorid-oldat hozzaadasara feloldodik. Az oldathoz
1 ml R dinatrium-hidrogénfoszfat-oldatot elegyitiink. Fehér, Kkristalyos csapadék
keletkezik.

Azonositd szam: 183
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

Vizes oldatahoz hig ammoniat adva fehér csapadék valik le, ami ammonium-kloridban
oldédik, majd dinatrium-hidrogénfoszfat hatdsara (mas 0Osszetételii) fehér csapadék
valik le.

Natrium

a) 0,1 g vizsgalando anyag 2 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az el6irt oldat 2 ml-ét
vizsgaljuk. Az oldatot R k&lium-karbonat 150 g/l toménységii oldatanak 2 ml-ével
forrasig melegitjuk. Csapadek nem keletkezik. Az oldathoz 4 ml R kalium-[hexahidro-
antimonat(V)]-oldatot elegyitiink, és ismét forrasig melegitjik. Ezutan jeges vizben
hutjiik, és ha sziikséges, a kémcsO belsd falat iivegbottal dorzsolgetjiik. Fehér, siirt
csapadék keletkezik.

A vizsgadlat elso feleben kizarjuk a legtobb mas kation jelenlétét. A levalo
Na[Sb(OH)g] tultelitett oldat képzesére hajlamos.

b) Kb. 2 mg natriumionnak (Na") megfeleld mennyiségii vizsgalando anyag 0,5 ml
R vizzel késziilt oldatat vagy az eléirt oldat 0,5 ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz R metoxi-
fenilecetsav-reagens 1,5 ml-ét elegyitjik, és 30 percen &t jeges vizben hiitjiik. Fehér,
laza, kristalyos csapadék keletkezik. A csapadékos folyadékot 20°C-os vizfiirdobe
helyezve, 5 percen at keverjiik. A csapadék nem tiinik el, de 1 ml R1 higitott ammonia-
oldat hozzaadésakor feloldodik, és 1 ml R ammdnium-karbonat-oldattél sem valik le
ujbol.
Szobahomeérsékleten a kristalyosodasi folyamat lassu, ezert kell a hiités. A reakcio
szelektivebb a magnézium-uranil-acetatos reakcional.

O/CH3 O/CH3

O Na* OH
+
Nitrat

Kb. 1 mg nitrationnak (NOj3) megfeleld vagy eldirt mennyiségii, elporitott
vizsgalando anyagot 0,1 ml R nitrobenzol és 0,2 ml R tdmény kénsav elegyéhez adunk.
5 perc varakozas utan a keveréket jeges vizben lehiitjiik. Kevergetés kozben dvatosan 5
ml R vizet, majd 5 ml R témény néatrium-hidroxid-oldatot, végil 5 ml R acetont
elegyitiink hozza. A keveréket 6sszerazzuk ¢€s allni hagyjuk. A felsé réteg sotétibolyara
szinezddik.

Pesez reakcid: tomény kénsavas koOzegben a nitrationokbdl salétromsav
keletkezik, ami meta-helyzetben nitrdlja a nitrobenzolt. A keletkez6 m-dinitrobenzol
reagdl erdsen ligos kézegben az acetonnal szines Janovsky-termek (Meisenheimer-so)
illetve ennek oxidacidjaval Zimmermann-termek keletkezése kdzben. A reakcid
specifikus, a nitritionok nem zavarjak.
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VII-4. dbra:
O,N
/O_
e O . on o} \O_ 9 /o
A e e, HsC, v
Hs CH, \
o
Janovskytermék, Meisenheimer-sg
lox.
O,N
2 o
— N4
H,C o
Zimmermann termék
Szulfat

a) Kb. 45 mg vizsgalandd anyag 5 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az eldirt oldat 5
ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz 1 ml R higitott sosavat és 1 ml R1 barium-klorid-oldatot
elegyitunk. Fehér csapadék keletkezik.

b) Az a) vizsgalatban nyert csapadékos folyadékhoz 0,1 ml 0,05 M jod-méréoldatot
adva, a keverék sédrga szine megmarad, azonban elszintelenedik, ha R én(ll)-klorid-
oldatot csepegtetiink hozza.

Az elbz6 reakcional kapott szuszpenziohoz (BaSO,) jodot adva megmarad annak a
sarga szine (megkilonboztetés szulfittol és ditionittol, de on(Il)-klorid hozzaadasara
elszintelenedik (megkuldnboztetés a jodattol). Az elegyet forralva nem keletkezik szines
csapadék (megkulonbdztetés szelenattdl és wolframattal).

A Ba(l103), az on(l)-ionok hatasdra keletkezé jodidionokat ismét jodda oxidalna.
Az elegy forralasakor pedig vords szelen és wolfram-kék valna ki, ha ezek soi lennének
jelen.

Funkcios csoportok azonositasi reakcioi a Ph. Hg. VII1.-ban (Véalogatas)

Acetat

a) A vizsgalandé anyagot azonos mennyiségii R oxalsavval melegitjiik. Jellemz6
szagu, savas kémhatasu ecetsavgdzok keletkeznek.

A kevésbé illékony és erdsebb oxdlsav kiszoritia a gyengébb és illekonyabb
ecetsavat s0jabal:

CH3COO" + (COOH), = CHsCOOH (1) + HOOC-COO"

b) Kb. 30 mg vizsgalando anyag 3 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az eldirt oldat 3
ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot rendre 0,25 ml R lantan(l11)-nitrat-oldattal, 0,1 ml 0,05 M
jéd-oldattal és 0,05 ml R2 higitott ammdnia-oldattal elegyitjik, majd ovatosan forrasig
melegitjiik. Néhany percen beliil kék csapadék vagy sotétkék szinezddés keletkezik.

Ammonias kozegben, jod jelenlétében lantan-nitrat-oldattal kék szint adnak
Ovatos forrasig melegités utan:
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2 CH3COO ™ + La** + NH3 + H,0 = La(OH)(CH3COO), + NH4*

Alkaloidok

A vizsgaland6 anyag néhany mg-jat vagy el6irt mennyiségét 5 ml R vizben oldjuk.
Az oldatot R higitott soésavval megsavanyitjuk és 1 ml R k&lium-[tetrajodo-
bizmutat(l11)]-oldattal elegyitjuk. Azonnal narancssarga vagy narancsvords csapadék
keletkezik.

Sésavas oldatukban Dragendorff-reagenssel (kalium-[tetrajodo-bizmutat(l11)]-
oldattal) narancssaga vagy narancsvords csapadékot adnak (tipikus csapadéekos
alkaloid reakcid). A tetrajodo-bizmutat-ionok nagyméretii szerves kationokkal (pl.
protonalt ammoniumsok) szines csapadékot adnak: HAIK[Bily].

Aromas primer aminok

Az el6irt oldatot R higitott s6savval megsavanyitjuk és 0,2 ml R natrium-nitrit-
oldattal elegyitjik, majd 1-2 perc mdlva 1 ml R 2-naftol-oldatot adunk hozza. Az elegy
intenziv narancssargara vagy vorosre szinezddik, mikdzben rendszerint azonos szinii
csapadek is levalik.

Sosavas oldathoz natrium-nitritet adva diazonium kation keletkezik, amely lugos
2-naftol (= B-naftol)-oldattal voros (esetleg narancssarga) azoszinezekké kapcsolodik.

VI11-5. 4bra:

IZ@

+2H +No2

O,NH, O,NH,
o
e y-som
ONa

Vvoros azofesték
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Nitrogénen nem szubsztitualt barbitursav szarmazékok

Kb. 5 mg vizsgaland6 anyagot 3 ml R metanolban oldunk. Az oldathoz literenként
100 g R kobalt(I1)-nitratot és 100 g R kalcium-kloridot tartalmazo oldat 0,1 ml-ét, majd
rdzogatds kozben R higitott natrium-hidroxid-oldat 1 ml-ét elegyitjik. Ibolyaskék
szinezOdés ¢és ibolyaskék csapadék keletkezik.

Metanolban (nemvizes kozegben!) kobalt-ionokkal, Iugos oldatban (NaOH)
ibolyaszinii, oktaéderes komplexet képeznek (Parri-Zwicker reakcid). A bazisos
komponens a deprotonalddas eldsegitését szolgalja. A reakcid nem specifikus, adjak a
hidantoinok, bizonyos piridin es piperidin szarmazékok, szulfonamidok, purinok is.

H,O  H,0
L3
e
1H2C3: Lo 1

Benzoat

a) Az el6irt oldat 1 ml-éhez 0,5 ml R1 vas(lI1)-klorid-oldatot elegyitiink. Sargas-
rozsaszinii csapadék keletkezik, amely R éterben oldodik.

A csapadék valosziniileg hexabenzodto-vas(l11) komplex benzoatja:

[Fes(CsHsCOO0)s(OH),]OOCCsHs.

b) A vizsgalandd — sziikség esetén az eldirt modon el6készitett — anyag 0,2 g-jat
kémcs6ben 0,2-0,3 ml R tdmény kénsavval megnedvesitjiik. A kémcsd aljat enyhén
melegitve, fehér szublimatum rakodik le a kémcs6 falan.

A kénsav kiszoritja s6jabol a benzoesavat, ami kdnnyen szublimal. A mintat
ovatosan kell melegiteni, nehogy elszenesedjen!

c) Kb. 0,5 g vizsgalandd anyag 10 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az el6irt oldat
10 ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz 0,5 ml R témény sosavat elegyitve csapadék valik le. A
meleg R vizbdl atkristalyositott és vakuumban szaritott kristalyok olvadaspontja: 120-
124°C.

Oldatanak megsavanyitasakor benzoesav valik ki, amit olvadaspontja alapjan
azonositunk.
Citrat
Kb. 50 mg citromsavnak megfelel6 mennyiségli vizsgalandd anyag 5 ml R vizzel
késziilt oldatat vagy az el6irt oldat 5 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot 0,5 ml R témény
kensavval és 1 ml R kalium-permanganat-oldattal elegyitjik, és a kalium-permanganat
szinének eltiinéséig melegitjiik. Ezutan R nitroprusszid-natrium R higitott kénsavval
késziilt 100 g/l toménységii oldatanak 0,5 ml-ét és R szulfamidsav 4 g-jat adjuk hozza.
A keverékhez a szulfamidsav oldodasaig R témény ammonia-oldatot csepegtetiink. Az
oldat az R tomény ammonia-oldat feleslegét6l ibolyaszinlire, majd ibolyaskékre
szinezodik.

Azonositd szam: 187
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016



Gyogyszerészi Kémia Il.

A permanganat a tomeény kénsavas kdzegben a citromsavat aceton-dikarbonsavva
oxidadlja, ami melegitve dekarboxilezodik, és aceton keletkezik. Ez utobbi kimutathato a
Legal-reakcio soran, pentaciano-nitrozil-ferrat(ll)-anionnal reagalva. Az esetlegesen
keletkezé nitrozus gdzokat vagy salétromossavat a szulfamidsav elbontja. Ammonia
Jelenlétében a szinezddés intenzivebb és tartosabb, mint alkaliligok esetében.

CH,—COOH =~ CH,—COOH CH, o
HO—&I—COOH — 4 é:O - 2CO, 0 ONFe(CNys* (CN)sFe..... N: //O
: Ve CH,~C
(!ZHZ—COOH Con A:HZ—COOH AN J;HS H N y
- co, CHj3
aceton- aceton

dikarbonsav
HOSO,NH, + HNO, = H,SO4 + N, + H,O

Eszterek

Kb. 30 mg vagy el6irt mennyiségii vizsgaland6 anyagot R hidroxilamin-hidroklorid
R metanolos, 70 g/l toménységii oldatanak 0,5 ml-ével és R kalium-hidroxid R
alkoholos, 100 g/l toménységli oldatanak 0,5 ml-ével forrasig melegitiink. A lehilt
reakcidelegyet R higitott sésavval megsavanyitjuk és 1:10 ardnyban higitott R1 vas(l11)-
klorid-oldat 0,2 ml-ével elegyitjiik. Kékesvoros vagy voros szinezédés észlelheto.

A karbonsav-észterek hidroxilaminnal hidroxamsavak képzédése sordn reagalnak,
amik vas(ll)-ionokkal voréses szinii komplexeket képeznek. A reakciot karbonsav-
anhidridek, karbonsav-kloridok és laktonok is adjak.

R3
R O—Rz R3 N\ _
1—§ + HN—OH _— R1‘< * HO—R,
0 (@]

Laktat

Kb. 5 mg tejsavnak megfelel6 mennyiségii vizsgaland6 anyag 5 ml R vizzel keésziilt
oldatat vagy az elGirt oldat 5 ml-ét vizsgaljuk. Az oldatot 1 ml R brémos-vizzel és 0,5
ml R higitott kénsavval elegyitjuk, majd tivegbottal megkeverve, vizfiirdon
elszintelenedésig melegitjik. Az oldatot 4 g R ammonium-szulfattal 6sszekeverjik,
majd keverés nélkil R nitroprusszid-natrium R higitott kénsavas 100 g/l toménységii
oldatanak 0,2 ml-ét csepegtetjiik hozza. A keverést tovabbra is elkerilve, 1 ml R tdmeny
ammonia-oldatot rétegzink ra. 30 perc vérakozas utan a ket folyadékréteg
érintkezésénél sotétzold gytirti észlelheto.

A bromos-viz a tejsavat piroszélésavva oxiddlja, amibdl dekarboxilezédés sordan
acetaldehid keletkezik. Ez utébbi kimutathaté a Legal reakcidval (lasd a citratnal).

COOH COOH H , 0
HO-CH X, o=t 102, o=t [ONFe(CNy| * | (CNysFe- -r\(i P

(J: é H CH,—C
Szalicilat

a) Az el6irt oldat 1 ml-éhez 0,5 ml R1 vas(lll)-klorid-oldatot elegyitiink. Ibolya
szinezOdés keletkezik, amely 0,1 ml R ecetsav hozzaadasa utan is megmarad.
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Kelat komplex keletkezik a fenolos hidroxilcsoport és a karboxilcsoport karbonil
oxigénjével, ami joval stabilabb az egyszerii fenolok komplexénél.

o
\C/

b) 0,59 vizsgaland6 anyag 10 ml R vizzel készilt oldatat vagy az eldirt oldat 10 ml-
ét vizsgaljuk. Az oldatbdl 0,5 ml R tdbmény s6sav hozzaadasara csapadék valik le. A
forrd R vizbol atkristalyositott és vakuumban szaritott kristalyok olvadaspontja: 156-
161°C.

Tartarat

a) Kb. 15 mg vizsgalandé anyag 5 ml R vizzel késziilt oldatat vagy az eldirt oldat 5
ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz R vas(ll)-szulfat 10 g/l toménységii oldatanak 0,05 ml-ét
és R higitott hidrogen-peroxid-oldat 0,05 ml-ét elegyitjiik. Mulékony, sarga szinez6dés
észlelhetd. Elszintelenedés utan az oldathoz R higitott natrium-hidroxid-oldatot
csepegtetunk. Intenziv kék szin keletkezik.

A hidrogén-peroxid vas(l)-ionok jelenlétében a borkésavat dihidroxi-fumarsavva,
a vas(Il)-ionokat vas(I11)-ionokka oxidalja, és a két termék Iugos kézegben ibolyas-kék
komplexet képez.
H 0, + Fe* = Fe** + OH ™ + HO"

CcoO COO COO
HCOH ' OH COH " OH COH
| — | — |

HCOH - H20 I‘-ICOH - H0 (‘30H
(‘:oo‘ COO COO

b) A milliliterenként kb. 15 mg borkdsavnak megfelelé mennyiségli vizsgalando
anyagot tartalmazé oldat vagy az el6irt oldat 0,1 ml-ét vizsgaljuk. Az oldathoz R
kalium-bromid-oldatanak (100 g/I) 0,1 ml-ét és R rezorcin-oldatanak (20 g/I) 0,1 ml-ét
elegyitjuk, majd 3 ml R tdmeny kénsavat is adunk hozza. Az 5-10 percen at vizfiirdén
melegitett oldat sotétkékre szinezddik. A lehtilt oldatot R vizbe Ontve, a szin vorosre
valtozik.

Pesez reakcid: a borkésavbol dekarboxilezddés, dekarbonilezddés és dehidratdcio
hatasara glikoladehid keletkezik, ami glioxilsavv& oxidalodik. A glioxilsav, mint
aldehid, két molekula rezorcinnal difenilmetan szarmazékka kondenzalodik. Ezzel
egyidoben gyiiriizarodassal laktonnd alakul. Ez a brommal reakcioba lépve kinoidalis
szerkezetii bromszubsztitudlt szarmazékka alakul, ami tomény kénsavban kék oxoniumso
formdjaban van jelen. A vizfiirdon torténé melegités eldsegiti az egyes reakciolépések
lezajlasat:
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VI1I-6. abra:
HOOC O
o e -
COOH_ 5, H d OoH yNo
-CO
HO @] OH
+ I +
O H
H H
Br Br

Xantin szarmazékok

A vizsgalando6 anyag nehany mg-jahoz vagy eléirt mennyiségéhez 0,1 ml R tdmény
hidrogén-peroxid-oldatot és 0,3 ml R higitott sésavat adunk. A keveréket vizfiirdén
szarazra parologtatjuk. A sargasvorés maradék 0,1 ml R2 ammonia-oldat hozzaadasara
ibolyasvoros szintire valtozik.

A reakcioban murexid, illetve N-metil-szarmazékai keletkeznek. Korabbi
elképzelések szerint a xantin szarmazékok oxidativ — hidrolitikus lebomlasaval pirimidin
szarmazékok keletkeznek, amik (pl. alloxan és uramil) purpursavva kondenzalodnak,
ennek ammonium soja a biborvorés murexid. A metilezett xantin szarmazékok
reakciojaban a megfelelé N-metil-murexidek keletkeznek, amelyek szintén biborvordsek.

o) o) oH o)
S NH
HN)i HN H HN 2
O}\N o) O)\N o) O)\N o)
H H H
alloxan dialursav uramil
o} o}
HO

alloxan + dialursav .. HN

NH
OH
O)\H O O H*o

alloxantin
l+ NH,
HN .
alloxan + uramil ——» NH4
@)
murexXid
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Ujabb vizsgalatok szerint az oxidacio soran oxazolo[4,5-d]pirimidin keletkezik, ez
reagal az ammoniaval murexid képzddése kozben.

o R

l\l\ /> H202+HCI )\)ﬁi >—::O

murexid
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VI OSSZETETT GYOGYSZERKESZITMENYEK
VIZSGALATA

A gyogyszerkészitmény meghatarozott gydgyszerformaji, altaldban tobb alkotorészbol:
hatéanyag(ok)bdl és segédanyag(ok)bdl all6 gyogyszert jelent. Az 0Osszetett
gyogyszerkészitmények lehetnek magisztralis, valamint térzskonyvbe bejegyzett gyari
készitmények.

Az 0Osszetett gyogyszerkeszitmények vizsgalata tulajdonképpen a gyogyszer-
analitikai modszerek kiterjesztése tobbkomponensii rendszerekre, illetve kiilonbozo
gyogyszerformékra.

VIII.1 A vizsgalat célja, a megfelel6 moédszer kivalasztasa

Egy adott Osszetett gyoOgyszerkészitmény vizsgélatdhoz alkalmas maodszer
kivalasztasanal alapvetd kérdés, hogy a vizsgalatot milyen célbol (kvalitativ vagy
kvantitativ meghatarozas) kivanjuk elvégezni és a vizsgalni kivant anyagok milyen
kémiai, ill. fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, valamint milyen
gyogyszerformardl van sz6.

VIIL1.1 Az alkalmazott modszer szelektivitasa és érzékenysége

Osszetett gydgyszerkészitmények esetén az dsszetétel meghatarozott, tehat adott, hogy
mely komponenseket kell azonositani, illetve mennyiségileg meghatarozni. Az
Osszetevok ugyanakkor kiilonb6z6 moddon viszonyulhatnak egymashoz. Lehetnek
egymassal szemben kozombosek, vagyis egy megfelelden kivalasztott szelektiv és
specifikus reakcio esetén nem zavarjadk egymas meghatarozasat.

Sokkal gyakrabban fordul el azonban, hogy nem taldlunk megfelelden szelektiv
és specifius reakciot, amivel a komponensek egymés mellett kénnyen kimutathatok
lennének, vagyis zavarjak egymast. Még ha létezik is specifikus reakcio, a
komponensek mennyiségi viszonyai miatt - amikor a meghatarozandé komponens csak
nagyon Kis mennyiségben van jelen a tobbihez képest - a reakcidé nem eleg érzékeny.
Tehat a kis mennyiségben szerepld komponensek azonositasanal, meghatirozasanal
igen érzékeny reakcid sziikséges.

Az alkalmas médszer kivalasztasanal tehat kulcsfontossagu a kivalasztott madszer
szelektivitasa, specificitasa, erzékenysége és pontossaga.

A kisér6 komponensek, tarshatdanyagok, segédanyagok sokszor csak a reakcid
értékelesét nehezitik meg. Példaul a titralas végpontjat jelz6 indikator atcsapasanak
észlelését akadalyozzak, vagy spektrofotometrids meghatarozasnal hattérspektrumként
jelentkeznek. Az egyes komponensek kozott 1étrejovo kdlcsonhatasok kdvetkeztében
megvaltozhatnak egyes anyagok oldékonysagi tulajdonségai, minek kdvetkeztében a
varakozastol eltérd eredmények sziilethetnek. Eldfordulhat, hogy a készitmény egyes
komponensei a meghatarozandé komponens mérését nagymértékben zavarjak, példaul
tobblet mérdoldat fogyast, vagy spektrofotometrias mérésnél fényabszorpcid tébbletet
okoznak. Amennyiben a kisér6 komponens zavard hatdsa nagymértékii, és nem lehet
kikuszobdlni, akkor a meghatarozando komponenseket el kell valasztani.
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VIIIL1.2 A komponensek elvalasztasanak lehetéségei

A meghatarozandd komponens elvélasztasanak tobb alternativaja lehet. Oldékonysagi
adatok ismeretében lehetdség van egy megfelelden kivalasztott olddszer segitségével a
vizsgaland6 komponens szelektiv kioldasara, ami f6leg szilard fazisi mintak esetén
val@sithatdé meg.

Amennyiben a komponensek kémiai tulajdonsagai lehetdvé teszik, szintén jol
hasznalhatdé megoldds a megoszlason alapuld elvalasztas. A folyadék-folyadék
extrakcié egymassal nem elegyedd folyadékfazisok kozotti megoszlason alapszik. Az
egymassal nem elegyedd fazisok egyike rendszerint vizes kozeg, mig a masik
valamilyen szerves olddszer. A vizes kdzeg kémhatasanak valtoztatasaval az ionizalhatd
csoportot tartalmazo vegylletek protonaltsagi allapota, igy toltése is befolyasolhato.
Ezéltal a vegyllet megoszlasat is befolydsolni lehet, hiszen &ltalanossagban
elmondhat6, hogy a toltéssel rendelkezd részecskéek altalaban a vizes fazisban, mig a
toltéssel nem rendelkezd, semleges részecskék az apolaris fazisban lesznek
megtalalhatéak. Példaul a gyogyszervegyiletek meghatarozo csoportjat képezik a
gyenge szerves bazisok szervetlen savakkal képezett soi, amelyek vizben jol oldédnak.
Ha a vizes fazist meglagositjuk, akkor felszabadul s6jabol a bazis, amelyik - mint
nemionizalt részecske - kdnnyen atoldddik a szerves fazisba.

Termeszetesen akadnak kivételek is, példaul a tobb gydgyszerkészitményben is
eléforduld papaverin-hidroklorid. Lugos kozegbdl a papaverin bazis természetesen
atrazhaté szerves olddszerbe, példaul kloroformba. Ugyanakkor savas kdzeg eseten,
annak ellenére, hogy a papaverin egyszeres pozitiv toltést hordoz, ugyancsak atkeril a
szerves fazisba, s6t vele egyiitt ellenionként a klorid ion is megjelenik a kloroformos
fazisban. Ezt a tartalmi meghatérozas soran figyelembe kell venni.

A kirdzadsos moddszer akkor is elényds lehet, ha nagyon kis mennyiségl
hatéanyagot kell vizsgalni, hiszen az extrakciot kovetden az oldattérfogat
csokkentésével (pl. beparlas révén) a vizsgalando anyag koncentracioja megnovelheto.

Tartalmi meghatéarozéas esetén kritikus a kirdzas hatasfoka. Az extrakcio teljesse
tehetd a komponens megoszlasi allanddjanak €s ionizacios képességének ismeretében,
hiszen kiszamithatd, hogy milyen pH értékre kell beallitani a vizes oldat kémhatasat,
milyen olddszer térfogatokat és hanyszori kirazast célszerii alkalmazni.

Ha valamilyen oknal fogva sem a szelektiv kioldas, sem a folyadék-folyadek extrakcid
nem vezet eredményre, akkor célszerii megfelelé kromatografias elvalasztast hasznalni.

Amennyiben az 6sszetett készitmény komponenseinek az azonositasa a feladat,
ugy mind hatekonysagat, mind variabilitasat tekintve a vekonyréteg kromatografia
(VRK) a leginkabb alkalmas modszer. Megfelelden validalt rendszerekben tobb
lehetdség is nyilik az azonositasra. A kifejlesztést kovetden egyes esetekben az anyagok
retencios faktoranak (Ry) a meghatarozasa is elegendé lehet az azonositashoz. Nagyobb
biztonsagot nydjt azonban, ha megfeleld standardok mellett végezziik a meghatarozast,
hiszen a kromatografias kortilmények esetleges valtoztatasa, ami az R: éteékeket
befolyasolhatja, nem zavarja az azonositast. A VRK elényei kozott szerepel, egyszert
kivitelezhet0sége mellett, a kis anyagigény és hogy egyidejlileg relative nagyszamu
minta is vizsgalhat6. Tovabbi eldnyt jelent, hogy standard anyagok alkalmazasa révén
félkvantitativ kbvetkeztetések is levonhatok a meghatarozast kovetden, s6t denzitométer
hasznélata esetén az egyes komponensek kvantitativ meghatarozasara is van lehetéség.
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VIIIL1.3 Az egyes gyogyszerformak vizsgalati modszerei

Az Osszetett gyogyszerkészitmények vizsgalata kapcsan elsddleges célunk a
hatéanyagok kimutatasa, illetve mennyiségi meghatarozasa. Ahhoz, hogy a hatéanyagot
szelektiven tudjuk vizsgalni, az esetek nagy részében valamilyen el6készité miiveletet
kell végrehajtanunk. Az eldkészités lehetévé teszi, hogy a hatéanyag(ok) szabadda
valjanak, illetve sziikséges lehet a hatdanyagok elvalasztasa egymastol vagy valamely
zavard segédanyagtol. Az elékészité miiveletek nagymértékben fliggnek az adott
gyogyszerformatol is.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az 6sszes gyogyszerformanal figyelembe
veendd a sajatsagok vizsgalata, a tdltettdmeg, az azonossag vizsgalata, a hatéanyag-
tartalom meghatarozédsa, a hatdéanyag-tartalom egyenletes eloszlasanak vizsgalata, a
tisztasag vizsgalata. Az Osszetétel alapjan - bomlékony gyogyszeranyag jelenléte esetén
- szilkséges a feltételezett bomlastermékre is vizsgalni.

VIIN.1.3.1  Szilard gydgyszerformak

A szilard gyogyszerformak - a szerkezetiiket tekintve - diszperz és koherens rendszerek
lehetnek. A diszperz rendszerek kozé tartoznak a porok, hintéporok, a teakeverékek. A
koherens rendszerek kozé sorolhatok a granulatumok, tablettak, a bevont tablettak és a
piluldk is.

Porkeverékek vizsgéalata

A porkeverékeket tobbféle szempont szerint osztalyozhatjuk, a kiszerelés modja
szerint megkulonboztetink osztott es osztatlan porokat, a felhasznalas helye szerint
belsdleges, illetve kiilséleges porokat, porkeverékeket (hintdporok). A kiilonbségek a
vizsgalatokat alapvetéen nem befolyasoljak, a mindsités Kkritériumai azonban
kiilonbozoek lehetnek.

Az osztott porok egyedi témegeiben eltérések mutatkozhatnak, ezért az analizis
elétt megallapitjuk az egyes porok egyedi tomegét, kiszamitjuk az atlagtomeget, és az
eredményt erre vonatkoztatjuk. Ha a porkeverek teljes hatdanyagtartalmara vagyunk
Kivancsiak, akkor egyesitjik és homogenizéljuk a porkeveréket, és az ebbdl vett
mintakat analizaljuk.

A kiils6leg hasznalt porkeverékek (hintéporok) vizsgalatanal a minta bemeérését
nem sziikséges 0,01 g pontossaggal végezni.

Egyes azonositdsi vizsgalatokhoz nincs is sziikség el6készitésre, példaul, ha a
porkeverék eldirt mennyiségére a megfeleld reagenst cseppentve egyértelmii szinreakciod
torténik. Ez csak akkor alkalmazhatd, ha a tdbbi komponens a reagenssel az adott
korilmények kozott nem reagdl. Amennyiben nem all rendelkezéslinkre ilyen
egyszerilen elvégezheté reakcio, a porkeveréket fel kell oldani. Az oldoszer
kivalasztasanal szem el6tt kell tartani, hogy a meghatarozandé komponenst jol, és
lehetdség szerint szelektiven oldja, vagyis lehetdleg ne oldodjanak az egyéb
komponensek, legalabbis azok nem, amelyek a meghatarozast zavarjak. Az oldas igy
egyben elvalasztasi technika is lehet.

Tablettak vizsgalata

A tablettak els6dlegesen gyari készitmények. A hatéanyag-tartalom vizsgalatat az
atlagtdbmeg megallapitasaval kell kezdeni, az eredményeket erre vonatkoztatjuk. Az
atlagtomeget minimum 10, de kelléen nagyszamu minta esetén akar 50 tablettabol
szamolhatjuk ki. Lehet6leg minél nagyobb szdmu tablettat poritunk el és a kellden
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homogenizalt mintabdl toértenik a bemérés. Alkalmas olddszerben feloldott mintat
vizsgalunk. A hatéanyag kinyerésére torténé megfeleld eljarast az Osszetevok
tulajdonsagai szabjak meg. Célszeri a hatdéanyag szelektiv kioldasara torekedni. Sok
esetben hasznalhat6 etanol vagy metanol, mert a hatbanyagok nagy része igen, de a
tablettazasi segédanyagok nagy hanyada viszont nem oldodik az olddszerben. Ily
modon szliréssel eltavolithatok a zavard6 komponensek. Amennyiben csak valamilyen
vizes olddszerrel tudjuk a hatéanyagot oldatba vinni, szdmolni kell azzal, hogy egyes
segédanyagok kisebb-nagyobb mértékben oldddnak.

A pilula, mint gyégyszerforma kikeriilt a FONo VII.-bdl, de elméletileg a
tablettakra vonatkoz6 tudnivalok érvényesek ra.

Drazsék vizsgéalata

A drazsék hatéanyagait magaba foglalé drazsémagot - ellentétben a tablettakkal -
egy kiils6 bevonat veszi korbe. A drazsémag vizsgalata eldtt, el kell tavolitani a
bevonatot, erre a gyakorlatban két modszert alkalmaznak: lehetséges eljaras a
drazsébevonat leoldassal torténd eltavolitasa, valamint a bevonat lekaparassal
(ledorzsoléssel) torténd eltavolitasa. Az elsé esetben a leoldas el6tt kell a drazsék
atlagtomegét meghatarozni, a masodik esetben az egyedi drazsémag tomegekbdl
szamitjuk a drazsémag atlagtomegét. Mindkét modszernek lehetnek hibai. Az elsd
esetben gondot okozhat, ha a leoldé folyadék nedvesiti a drazsémagot, és ezt kovetden
nemvizes bazismérést kivanunk végezni, ilyenkor a megkotott viz is fogyasztja a
jégecetes perklorsav-méréoldatot. A masodik modszer f6 hibaja, hogy a héj fizikai
lekaparasa soran vagy a drazsémagbdl is lekaparhatunk, vagy a kiils6 héj eltavolitasa
nem lesz tokeletes.

VII1.1.3.2 Folyékony gyogyszerkészitmények

A folyekony gyogyszerkeszitmények anyagszerkezeti szempontbol homogeén, kolloid
vagy heterogén rendszerek lehetnek. A homogén rendszerekben a hatdanyag (és
segedanyagok) a készitmény vivéanyagaban molekularis illetve ionos eloszlasban van
jelen (pl. valddi oldatok, szirupok, szemcseppek). A kolloid rendszerek Kkolloid
dimenzioju részecskéket (pl. makromolekulas anyagokat) tartalmaznak. A heterogén
rendszerekben a kolloid dimenziondl nagyobb méretli részecskék talalhatok a
vivoanyagban (pl. emulzidk, szuszpenziok).

Oldatok vizsgélata

A gyogyaszatban hasznalt oldatokat tobbfeleképpen csoportosithatjuk, lehetnek
kiils6leges és belsOleges célra szant oldatok, sterilizalt vagy aszeptikus kortilmények
kozott gyartott (szemcseppek, injekciok, infuzidk) oldatok. A hatéanyagot oldott
allapotban tartalmazzak, tledékmentes, tiszta, homogen rendszerek.

Ha a meghatarozas szempontjabdl nem zavaré az olddszer, mely a legtébb esetben
viz, ritkabban alkohol vagy egy oldoszerelegy, a bemérest készithetjuk kdzvetleniul az
oldatbdl. Hig vizes oldatok esetén térfogatos bemérést eszkozolink, de ha kisebb
stiriiségli alkoholos vagy nagyobb stirliségli, tdoményebb vizes oldatokkal dolgozunk,
akkor a bemérés tomegre torténik.

Amennyiben az oldoszer zavarja a meghatarozashoz alkalmazott médszert, akkor
a mintat 6vatosan, vizfiirddn szarazra parolhatjuk, és a szaraz maradékkal folytatjuk a
meghatarozast. Ha a szarazra parolas soran az anyag bomlast szenvedne, a
meghatarozandd komponenst méas olddszerbe razzuk ki, és kozvetlenil abbdl végezziik
a meghatarozast. Szines oldatok esetén szintén szikség lehet a vizsgalt anyag

Azonositd szam: 195
TAMOP-4.1.2.A/1-11/1-2011-0016




Gyogyszerészi Kémia Il.

elvalasztasara, illetve tartalmi meghatarozasndl olyan végpontjelzé modszert kell
valasztani, ahol nem zavar az oldat szine (pl. elektroanalitikai mddszerek). Illékony
olddszerek esetén nagy figyelemmel kell eljarni, keriilni kell annak lehetdségét, hogy a
bemérés sorén az olddszer parolgéasa miatt hiba jelentkezzen.

Injekcios oldatok bemérésenél figyelembe kell venni, hogy térfogatuk kb. 10-
20%-kal nagyobb a feltiintetettnél. A szemcseppek vizsgalatara a belsdleges oldatokra
hasonloak vonatkoznak, egyéb kiils6leg hasznalt oldatok esetén a minta bemérését nem
szlikséges 0,1 mg pontossaggal megtenni.

Szuszpenzidk, emulzidk vizsgélata

Szuszpenziok esetén a nem oldédd szilard hatéanyag a folyékony diszperzids
fazisban valamilyen stabilizalé anyaggal van eloszlatva, igy egyenletes eloszlasban
lebeg benne. Az emulzidknal a hatéanyag oldott formaban van, egymaéssal nem
elegyedé fazisokbodl allo folyékony készitmény, amelyben az egyik fazis a masikban
tartésan diszpergalt. Inhomogén gydgyszerformakrol van sz0, a mintavételezést
megneheziti, hogy a hatéanyagok sok esetben letlepednek, ezért nem homogén az
eloszlasuk. A bemérést megelézéen gondoskodni kell a minta homogenizalasarol, amit
egy alapos 6sszerazassal megtehetiink. A mintat csakis témegre mérhetjik be.

A segédanyagok zavar6 hatasaval altalaban nem kell szdmolni, mert a
leggyakrabban hasznalt emulgeald szerek kémiailag indifferens anyagok. A ritkabban
alkalmazott felliletaktiv anyagok azonban zavarhatjak a meghatérozast.

VII1.1.3.3  Félszilard gyogyszerkészitmények vizsgalata

A félszilard gydgyszerkészitmények - anyagszerkezeti szempontbol - koherens
(0sszefliggd szerkezetll) rendszerek. A koherens szerkezet 1ényegét egy Osszefliggd vaz
alkotja, amely bezarja és megkdti a rendszerint nagyobb mennyiségli folyadékot vagy
folyadék elegyet. A heterogén koherens rendszerek csoportjaba sorolhatjuk a
kenbcsoket, krémeket, valamint a kupokat, és a kolloid koherens rendszerek kodzé
tartoznak a gelek.

Kenocsok, krémek vizsgalata

A krémek foként hidrofil vivéanyagban hordozzék a hatdéanyagot, tehat altaladban
nagy viztartalmu, lagy konzisztencidju rendszerek. A kendcsok lipofil vivéanyag
alapuak, a hatéanyagot oldott, emulgealt vagy szuszpendalt allapotban tartalmazzak.

A vizsgalo modszer kivalasztasakor figyelembe kell venni a hatéanyag jellegét is.
A hatdéanyagot altaldban nem lehet kozvetleniil vizsgalni, sziikség van el6készitd
miiveletekre, amikor felszabaditjuk, elvalasztjuk a hatéanyagot. Gyakran alkalmazzak a
kendcsalapanyag "kifagyasztds"-an alapuld modszert. A készitmény vizfiirdén torténd
megolvasztasa valamilyen kivonoszer jelenlétében torténik, majd ezt kovetden az
elegyet lehtitve a vivoanyagot kifagyasztjuk. A megdermedt vivoanyag melldl a kivond
folyadék, amely mar a hatéanyagot is tartalmazza, dekantalhatdo vagy sziirhetd. Jobb
kivonas érhetd el szilard paraffin hasznélatdval, mert a megolvasztott kendcsalapanyag
hitéskor gyorsabban szilardul meg, ¢és igy csokken a zarvanyképzddés veszélye. A
miiveletek tobbszori megismétlése tokéletes elvalasztast eredményez. A vizsgald
modszer validalasakor tehat az egyik legfontosabb kérdés a teljes kivonas
korilményeinek a tisztazasa.
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Kapok vizsgalata

A kupok a vonatkozo testliregben (végbél, hiively), testhémérsékleten megolvado
vagy testnedvekben felolddédé gydgyszerkészitmenyek.

A kapok vizsgéalatdt megelézi az atlagtomeg megéllapitasa. A kipok esetén a
hatéanyag homogeén eloszlasa a gyakorlatban kérdéses. A kupbdl torténé mintavétel
esetén nem a kuip hegyébdl vagy végébol kell mintat venni, hanem hosszdban kell a
kapot elvagni a mintavételezéshez, de jobb megoldas, ha az egész kupot, vagy tébb
kapot apritunk fel a bemérés elott.

A hatéanyag meghatarozasnal, ha a kipalapanyag nem zavarja azt, alkalmazhat6 a
hatdanyag és alapanyag egyittes feloldasa valamilyen apolaris olddszerben (pl.
kloroform). Gyakori megoldas, hogy a minta oldasahoz olddszerelegyet hasznalunk (pl.
kloroform - petroléter), amelynek egyik komponense a hatéanyagot, masik komponense
az alapanyagot oldja. Majd a hatéanyagot egy megfelelé pH-ju vizes oldoszerbe
atrazhatjuk. A kioldast kifagyasztassal is lehet kombinalni. A vizflirddn torténd
megolvasztas és az alkalmas kivono folyadékkal torténé hatéanyag Kivonas utan, a
kapalapanyagot kifagyasztjuk.

VIIl.1.4 Az elvarhaté eredményekkel szemben tamasztott
kdvetelmények

Az Osszetett gyogyszerkészitmények vizsgalatandl az egyes komponensek
meghatarozasanal kapott eredményekkel szemben nem tamaszthatok olyan igények,
mint az alapanyag vizsgalatoknal. Mig a kémiai anyagok vizsgalata soran a deklaralt
hatéanyag tartalomnak + 1-1,5% lehet az eltérése, gy dsszetett készitmények esetén, a
koriilményektdl fiiggben, ez + 2-10% kozo6tt lehetséges.

Az enyhébb kovetelményeket egyrészt a segédanyagok, masrészt a
tarshatdanyagok esetleges zavard hatasa indokolja. A pontossadggal szemben tamasztott
kovetelményeket sziikségszerlien befolyasolhatjak: a hatdéanyag abszolit mennyisége, a
hat6- és segeédanyagok mennyiségi aranyai, az alkalmazott segédanyagok és
tarshatdoanyagok tulajdonsagai, ez elokészitd eljarasok és az alkalmazott vizsgald
modszerek.

A deklaralt értéktol valo eltérést novelheti az is, hogy a gyodgyszerkészitésnél az
egyes komponensek lemérése nem analitikai pontossaggal torténik, és ezt a
pontatlansagot az analizis sordn tovabbvissziik. Az osztott gydgyszerformaknal (pl.
tabletta, drazsé stb.) az elosztasbol eredd egyedi sulyok szérasat tigy kiiszobolhetjiik ki,
hogy a mérési eredményeket az atlagtobmegre vonatkoztatjuk. A hatdanyag esetleges
inhomogén eloszlasabol adodo eltéréseket (pl. kupok, kendcsdk stb.) az atlagtomegre
torténd vonatkozatas sem kiiszoboli ki.

A meghatarozast elokészitd miuveletek kozil a hatoanyag kioldédasanak
hatékonysaga is nagyban befolyasolja az elvarhatd pontossagot. Amennyiben
megfelelden szelektiv reakcido nem all rendelkezésre, a meghatarozand6 komponenst el
kell vélasztani, ami a meghatarozas pontossdgaval szembeni kovetelményeket
csokkenti,

A magisztralis gyogyszerkészitmények vizsgélata és mindsitése fliggetlen az eldallitas
helyétdl, az igény jellegétdl (vényre vagy vény nélkiil), de a mindsitést befolyasolja az
elkészitett gydgyszer mennyisége. A szamszerli eredmény célszerlien megbizhatosagi
intervallummal (lasd. Ph.Hg.VIIL./1.570./6.2.3.) fejezend6 ki ¢és magisztralis
készitményeknél ajanlott a P = 0,90 megbizhat6sagi szint hasznalata. Az atlagerték
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kerekitése a + hatarokkal jelzett megbizhatosagi intervallum els6é két értékes jegyéig
torténjen.
A magisztralis gyogyszerkészitmény mindsitése a gyogyszerkonyvi cikkelyek, OGYI-
A-mindségi eldirasok, illetve az OGYI-P-25-2010 irdnyelv kovetelményei szerint
torténik.

VIIl.2 Azonositasi reakcidk

Osszetett készitmények komponenseinek azonositasat egyrészt megkonnyiti, hogy a
készitmény deklaralt Osszetételli, ezért az adott komponensek azonositasi reakcioit
elvégezve egyértelmiien eldonthetd, hogy adott komponenst tartalmazza-e a készitmény
vagy nem. Masrészt, mivel Osszetett készitményrdl van sz, és tobb komponens is jelen
van egymas mellett, kiilonb6z6 aranyokban, igy nem biztos, hogy az alapanyagoknal
alkalmazott gyogyszerkényvi azonositasi reakciok minden esetben, valtoztatas néelkul
hasznélhatok.

A feladat tehat a gydgyszerkészitmény meghatarozott 0Osszetétele szerinti
komponensek jelenlétének megbizhatd, kétséget kizérd bizonyitdsa. Ugyanakkor nem
feladat egyéb komponensek keresése, azonositasa, hiszen a készitmeny nem
tartalmazhat egyéb komponenseket.

Vil.2.1 Klasszikus kémiai azonositasi reakciok

A kémiai azonositaskor elsddleges cél az aktudlis gyogyszerkonyv (Ph.Hg.VIIL)
azonossagi reakcioi kozil kivalasztani egyet vagy akar tobbet, amivel valtoztatas nelkul
azonosithatd a vizsgalt komponens, tehat a reakcio megfelelden szelektiv és specifikus,
vagy a zavaré komponensektdl egyszerl elvalasztassal meg lehet szabadulni. A jelenleg
érvényben levé  gyogyszerkdnyvben azonban az  egyszeriien elvégezhet
"kémcsOreakciok" csak masodlagos szereppel birnak az egyéb, foként a vegyiilet
fizikai-kémiai tulajdonsagait és szerkezetét vizsgalé modszerek (olvadaspont mérés,
UV-VIS-, IR-spektroszkopiai modszerek) mellett. Amennyiben a Ph.Hg.VIII. elGiratai
kdzott nincs alkalmas mddszer az adott komponens azonositasara, ugy a Ph.Hg.VII.
altal alkalmazott reakcidk koziil célszeri valasztani, esetleg a vizsgalt vegyiilet kémiai
szerkezetét ismerve egyéb, ra specifikus mddszert alkalmazni.

A ma forgalomban levOo Osszetett készitményekben leggyakrabban el6forduld
hatéanyagok azonositasa "hagyomanyos" kémiai reakcidkkal az aldbbiak szerint
torténhet:

Aminofenazon

Az aminofenazon a VIII. Magyar Gyogyszerkdnyvben mar nem hivatalos vegyulet, és a
FoNo-s készitményekben is nagyrészt lecserélték més hatdéanyagokra, azonban régebbi
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FoNo-s és néhany gyari készitményben, valamint féleg egyedi Osszetételii magisztralis
készitményekben még megtalalhato.

Az aminofenazon kimutatdsa konnyli oxidalhatosagan alapszik. Kiilonb6zo
oxidaloészerek hatasara (vas(l11)-ionok, ezist-ionok, hidrogén-peroxid, salétromsav stb.)
szines gyoOkkation keletkezik beldle. A tarshatoanyagok jelenléte hatdrozza meg a
megfeleld oxidaloszer kivalasztdsdt. Amennyiben a jelenlevé mas komponens fenolos-
OH csoportot tartalmaz, nem hasznalhaté vas(l11)-klorid oxidaldszerként, a szines
komplex képzédése miatt. Halogenid-ionok jelenlétében az ezlst-nitrdt, mint
oxidaloszer hasznalata keriilend6, a csapadékképz6dés miatt. Ha paracetamolt tartalmaz
a készitmény, akkor a salétromsav nem alkalmas.

A FoNo VIl.-ben eléforduld készitmények: Supp. antipyreticum pro infante, Supp.
antipyreticum pro parvulo.

Metamizol

e
NaO—SO,—CHp,—N CHs

A metamizol kimutatdsa egyrészt konnyll oxidalhatosdga alapjan torténhet. Az
aminofenazonhoz hasonldan, vizes oldataban enyhe oxidaloszerek hatasara szines
termékek képzddnek.

Maésrészt a metamizol hidrolizise soran (példaul savas oldatat forralva) keletkez6

kén-dioxid és formaledhid mutathatd ki. Elébbi kimutatisa jodatos-keményitds
szlr6papir csikkal torténhet, hiszen a kén-dioxid a jodatot jédda redukalja. A hidrolizis
soran keletkez6 formaldehid pedig aril-metan festékképzésen alapuld reakcio
alkalmazasaval, példaul kromotropsavas reakcidval, mutathato ki kénnyen.
A FoNo VIl.-ben eléfordulo készitmények: Pulv. analgeticus, Pulv. antimigrainicus,
Pulv. asthmalyticus, Pulv. combinatus, Sol. noraminophenazoni pro parvulo,
Supp.analgeticum, Supp. analgeticum forte, Supp. noraminophenazoni, Supp.
spasmolyticum.

Szalicilsav, acetilszalicilsav

COOCOH COOH O
OH O—C—CH;

A szalicilsav, mint fenolos-OH csoportot tartalmazé vegydulet vas(l11)-ionokkal
ibolyaszinli komplexet képez. Az acetilszalicilsav kozvetleniil nem, csak hidrolizist
kovetden ad pozitiv reakciot. Ez a kiilonbség alkalmas a két anyag megkiilonboztetésére
is. Az acetilszalicilsav hidrolizisét altalaban luggal célszerli elvégezni, mert az enyhén
lugos kozeg a komplexképzoédési reakcionak is kedvez.

A komplexképzédési reakcié altalaban jol hasznalhatdé szalicilsav  ¢és
acetilszalicilsav azonositasara, azonban nehany esetben, amikor a tarshatéanyag szintén
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fenolos-OH csoportot tartalmazo vegyulet, mas megoldast kell keresni. Példaul a Pulvis
antidoloricus készitmény esetén a paracetamol, mint szintén fenolos-OH csoportot
tartalmazd vegyulet hidsitja meg a reakcio hasznalhatdsagat. A Spiritus salicylatus cum
resorcino készitmény rezorcint tartalmaz, ami szintén komplexet képez vas(lll)-
ionokkal, valamint oldékonysagukban sincs akkora kilonbség, ami elvalasztasukat
lehetévé tenné. Ezek alapjan ennél a két készitménynél a vékonyréteg-kromatogréafia a
leginkabb hasznalhato eljaras a komponensek egymas melletti azonositasara.

A FoNo VIl.-ben eléforduld készitmények: Collod. cum acido salicylico, Crem.
erythromycini, Past. antirheumatica, Pulv. antidoloricus, Pulv. chinacisalis cum
vitamino C, Pulv. cholagogus, Pulv. codacisali, Pulv. coffacyli cum codeino, Pulv.
combinatus, Pulv. spasmalgeticus, Spars. antimycoticum, Spars. antisudoricum, Spir.
capsici, Spir. iodosalicylatus, Spir. salicylatus, Spir. saliylatus cum resorcino, Ung. ad
vulnera, Ung. dithranoli, Ung. salicylatum, Ung. sulfuratum et salicylatum, Ung.
triplex.

Paracetamol

HN—C—CHs

OH

Amennyiben a paracetamol az egyeduli hatéanyag a keészitményben, ugy
gyogyszerkonyvi reakcidja (savas hidrolizist kovetd oxidacié dikroméattal) alkalmas
azonositasara.

A paracetamol szabad fenolos-OH csoportot tartalmaz, igy vas(l11)-ionokkal kék
szinli komplexet képez. Amikor mas komplexképzd vegyiilet is jelen van, mas
megoldast kell keresni, példdul a 25%-os salétromsavval torténé lecsepegtetést. A
szerkezetileg nagyon hasonld fenacetin azonositasi reakcigjat a paracetamol is adja, a
reakcid soran lassan barnas-sarga szinez6dés alakul ki.

A FoNo VII.-ben el6forduld készitmények: Pulv. antidoloricus, Pulv. paracetamoli cum
codeino, Pulv. spasmalgeticus, Supp. antimigrainicum, Supp. paracetamoli.

Koffein, teofillin
(0] (0]
e H
H3C\ N HSC\ N
N N
A Ly A
O/l‘\| N O/l‘\l N
CHs CHs

A xantin-vazas vegylletek csoportreakcidja, a murexid-reakcié altaldban
alkalmazhaté koffein és teofillin azonositasra. A problémat az okozhatja, hogy tdbb
készitmény, a koffeinnél vagy teofillinnél egy nagysagrenddel nagyobb mennyiségben
tartalmaz mas hatéanyagot, peldaul acetilszalicilsavat, paracetamolt vagy metamizolt. A
murexid-reakcid reagensei, példaul a hidrogén-peroxid ezekkel az anyagokkal is
reakcioba 1¢ép, amelyek igy gyakorlatilag "elfogyasztjak", és nem lesz elegendd

200 A projekt az Eurdpai Uni6 tAmogatasaval
az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasavalvalosul meg



OSSZETETT GYOGYSZERKESZITMENYEK VIZSGALATA

mennyiségben jelen a xantin-vaz oxidalasahoz. Megoldast nyujt, ha a meghatarozandd
koffeint/teofillint elébb kloroformmal kivonjuk a készitménybdl, majd a kloroform
elparologtatasa utan végezzik el a murexid-reakciot.

A teofillin azonositdsa a gyogyszerkonyvi reakcidja (teofillidin reakcid)
segitségével is torténhet.
A FoNo VIll.-ben eléforduld készitmények: Pulv. analgeticus, Pulv. antidoloricus, Pulv.
antimigrainicus, Pulv. asthmalyticus, Pulv. coffacyli cum codeino, Pulv. coffeini, Pulv.
combinatus, Pulv. theophyllini compositus, Sol. theophyllini, Supp. analgeticum, Supp.
antiemeticum, Supp. antimigrainicum, Supp. theophyllini, Supp. theophyllini
compositum.

Papaverin

A papaverin azonositasara rendszerint hasznalt Koralin-reakcio a Pulv.
cholagogus kivételével jol alkalmazhat6é Gsszetett készitmények esetén is. Az ecetsav-
anhidriddel torténé melegitést kovetden, az elegyhez cseppentett tomény kénsav
hatasara kialakuld sargas-zold fluoreszcencia a papaverin szelektiv és érzékeny
reakcioja.

A Pulv. cholagogus a papaverin mellett dehidrokoélsavat is tartalmaz, amely mint
szteranvazas vegyllet, a fenti kézegben szintén fluoreszcenciat mutat, ami zavarja a
papaverin kimutatisat. A két vegylletet egymastol el kell valasztani a meghatarozés
megeldzden.

A FoNo Vll.-ben eléforduld készitmények: Pulv. antimigrainicus, Pulv.
antispasmodoloricus, Pulv. asthmalyticus, Pulv. cholagogus, Pulv. spasmalgeticus,
Supp. papaverini pro parvulo, Supp. spasmolyticum, Supp. theophyllini compositum.

Kodein, etilmorfin

H3CO HsC,0
o} o}
N—CHjs N—CHg
HO = HO =

A morfinanvazas vegyuletek csoportreakcioi koziil elsédlegesen a Marquis-reakciot
(formaldehid, tomény kénsav) célszeri megprobalni. Az esetlegesen jelen levd
metamizol és a koffein egyaltalan nem, a paracetamol pedig lassan reagalnak, igy
Iényegében nem zavarnak.

A Calmberg-Husemann-reakcidban (tomény kénsav, vas(lll)-klorid, majd
salétromsav) alkalmazott vas(lll)-ionok zavarhatjdk a meghatarozast amennyiben a
készitmeny fenolos hidroxil-csoporttal bird vegyiletet (szalicilsav, paracetamol) is
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tartalmaz, hiszen ibolyaszinii szinli komplexet képeznek. Ha a készitmény
aminofenazont, vagy metamizolt tartalmaz tarshatéanyagként, akkor a vas(lI1)-ionok,
mint oxidaloszer, elreagalnak az emlitett vegyliletekkel és szines termékek képzddnek.

Az etilmorfin esetében lehetéség van az etoxi-csoport kimutatisara is abban az
esetben, ha a készitmény nem tartalmaz egyéb olyan Osszetevét, amelybdl az adott
reakcioban acetaldehid szabadul fel. Az etoxi-csoportbol képz6d6 acetaldehid, egy vizet
tartalmazd kémcsébe vald atdesztillalast kovetOen, nitroprusszid-natrium, valamint
morfolin hozzaadasat kovetden kék szinezddést ad.

Az emlitett reakciokat kiegészitendd, lehetséget jelent az anionok azonositasa is.
A FoNo-s készitményekben az etilmorfin klorid-soként, a kodein pedig foszfat-sokent
van jelen.
A FoNo VIl.-ben eléforduld készitmények: Gutta aethylmorphini, Oculent. dionini,
Pulv. antidoloricus, Pulv. codacisali, Pulv. coffacyli cum codeino, Pulv. paracetamoli
cum codeino, Pulv. theophyllini comp., Supp. analgeticum forte.

Atropin

HsC—N

N

IO
O CH,OH

Az atropin dozisa az 0sszetett készitményekben - erés hatasa miatt - nagyon Kicsi.
Az Oculogutta atropini kivételével (amely készitésénél kozvetlendl atropin-szulfatot
mériink be) az Osszetett készitmények eldallitasakor szaritott belladonna-kivonatot
(Extractum belladonnae siccum) ir el a FoNo. Az atropin kimutatasara alkalmas Vitali-
reakcid6 nem elég érzékeny ahhoz, hogy az atropin kozvetleniil a készitménybdl
kimutathat6 legyen, igy elézetes elvélasztasa (példaul lugos kirdzasa kloroformba) és az
extraktum tdményitese (beparlasa) sziikséges.
A FoNo VIl.-ben eldéfordulo  készitmények: Oculogutt. atropini, Pulv.
antispasmodoloricus, Pulv. purgativus cum belladonna, Supp. spasmolyticum, Supp.
antiemeticum, Supp. contra nodum.

Homatropin-metilbromid

CHs

® / o
HzC—N B

o-g-g1— )

O OH

A homatropin-metilbromid mint kvaterner ammonium-vegyiilet 1Ggos kézegben
tetrafenil-borattal csapadékot képez. A reakciot az esetleg jelen levé kalium-ionok és
mas kvaterner ammaénium-vegyiiletek zavarhatjak. Az azonossagi reakcio kiegészithetd
a bromid-ion azonositasaval is.

A FoNo VII.-ben el6fordulo készitmények: Pulv. cholagogus, Pulv. spasmalgeticus.
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Efedrin

OH CHjz CHsg

Az efedrint a készitmények, a tobbi alkotdrészhez képest kis mennyiségben
tartalmazzak. A Chen-Kao-reakcid (réz(ll)-ionokkal, lugos kdzegben ibolyaszinii
komplexképzddés) kisebb megszoritasokkal (a komplex a jelenlevd segédanyagok nagy
mennyisége miatt nem razhatd at szerves oldoszerbe) alkalmazhatdé efedrin
Kimutatasara. Ugyanakkor az efedrin, mint szekunder amin, ninhidrinnel is pozitiv
reakciot ad, ami szintén lehet6séget nyujt az azonositasara.

A FoNo VIl.-ben eléforduldé készitmények: Gutt. expectorans composita, Mixt.
pectoralis, Nasogutt. ephedrini, Supp. ad nodum, Supp. haemorrhoidale, Ung.
haemorrhoidale.

Lidokain

7
HN—C—CH,—N
HsC CHs

CaoHs

AN

CoHs

A lidokain azonositasa - kénnyen kimutathaté funkcios csoportok hianyaban -
igen nehézkes, még alapanyagként is. Azonositasa 0sszetett gyogyszerkészitményben
szinte kizarélag vékonyreteg-kromatografias technika alkalmazasa revén tud
megvaldsulni.

A FoNo VIl.-ben el6forduld készitmények: Hydrogel. anaestheticum, Mucil. ad
catheterem, Sol. gingivalis, Sol. metronidazoli, Supp. haemorrhoidale, Ung.
anaestheticum, Ung. contra oxyurim, Ung. haemorrhoidale, Ung. lidocaini ad rhagades

Aszkorbinsav
CH,OH

HO

HO OH

Az aszkorbinsav azonositasara jol hasznalhat6 az endiol szerkezetnek kdszonhetd
komplexképz6dési reakcié vas(IT)-ionokkal. Ez az azonositasi reakcio szalicilsav
jelenlétében és elvégezheto.

Az aszkorbinsav konnyl oxidalhatésaga révén is azonosithatd, az alkalmas
oxidaloszert a jelen levd tarshatéanyagok hatdrozzak meg. Amennyiben halogenid-
ionok is jelen vannak, nem alkalmazhat6 ezlst-nitrdt oxidaloszerkent. Ha a
tarshatdanyagok alkaloidok, akkor a jod-oldat nem megfelel6 reagens.

A FoNo VIl.-ben eléforduld készitmények: Emuls. olei jecoris composita, Pulv.
chinacisalis cum vitamino C
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Kinin
CH:CHZ
HO

HzCO “

=
N

A kinin legegyszeribb kimutatasi reakcidja, hogy kénsavas kozegben kék
fluoreszcenciat mutat, amely sosav hatdsara megszlinik. A reakcid szelektiv és
érzékeny.

A FoNo VII.-ben el6fordul6 készitmény: Pulv. chinacisalis cum vitamino C

VIIl.2.2 Azonositas kromatogréfias elvalasztas révén

Amennyiben egy 0Osszetett gyogyszerkészitmény komponenseinek az azonositasa
klasszikus, egyszerli kémcsOreakciok elvégzésével nem valosulhat meg, mert az
OsszetevOk zavarjak egymas kimutatasat, és a komponensek egymastol valé elvalasztasa
is nehézkes, érdemes vékonyréteg-kromatogréafias modszerekhez nydini.

Egy alkalmas, validalt rendszer felallitasahoz t6bb szempontot is figyelembe kell
venni. Fontos, hogy a vizsgalt készitmény 6sszes hatdanyaga megbizhatéan elvaljon
egymastol, es a kromatogram minden foltja azonosithat6 legyen, akar standard anyagok
futtatasa révén, akar egy alkalmas adatbazis alapjan.

Az 0Osszetett készitmények vékonyréteg-kromatografiaval torténd azonositasara
elsésorban adszorpcids, vagyis normal-fazisi kromatografids rendszereket dolgoztak ki.
A futtatd elegy Osszetételét elsGsorban a szétvalasztandd komponensek sav-bazis
tulajdonsagai szabjdk meg. Amennyiben a meghatarozandé alkotorészek nagyobb
hanyada bazikus karakterti vegyiilet, ugy célszerli, hogy a mozgd fazis valamilyen
bazikus komponenst (pl. ammonia) is tartalmazzon. Ez a bazikus 0Osszetevo
visszaszoritja a vizsgalt bazisok protondlodasat, és a bazikus komponensek
polaritdsuknak megfeleléen vandorolnak. A savas karakterli anyagok ebben a
rendszerben (hiszen foként toltéssel rendelkezd részecskeként vannak jelen) nem, vagy
csak nagyon kis mértékben vandorolnak. Ha a vizsgalt 0Osszetett készitmény
talnyomorészt savas karakter(i anyagokat tartalmaz, akkor érdemes olyan futtato elegyet
késziteni, amelynek savas dsszetevoje (pl. ecetsav, hangyasav) is van. A savas karakteri
komponensek disszociacidja igy visszaszorul, és toltés nélkili részecskékként
vandorolnak a lemezen, mig a bazikus vegylletek a felcseppentés helyén maradnak,
hiszen toltéssel rendelkez6 (protonalt) formdba keriilnek.

Horvéath P. és munkatarsai harom kromatografias rendszert dolgoztak ki, amellyel
a FoNo VIl.-ben megtaldlhatdé készitmények hatdanyagai gyakorlatilag mind
elkiilonithet6k egymastol (Acta Pharmaceutica Hungarica 76. 173-180. 2006)
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VIII.3 Tartalmi meghatarozasok

Egy Osszetett gyogyszerkészitmény komponenseinek tartalmi meghatarozasakor -
hasonléan az azonossagi vizsgalatokhoz - szamitasba kell venni az adott
gyogyszerforma sajatossagait, a meghatarozni kivant hatéanyag kémiai tulajdonsagait,
mennyiségi aranyait a tobbi komponenshez viszonyitva, valamint a jelen levé egyéb
hatoanyagokat ¢és segédanyagokat. A megfeleld6 modszer kivalasztasanak legfobb
kovetelménye, hogy az eljaras szelektiv, specifikus és megfeleléen érzékeny legyen.
Amennyiben a készitmény tobb hatdéanyagot is tartalmaz, akkor a hasonlo karakter(i
anyagokat (példaul kettd bazikus tulajdonsagh vegyiiletet) szelektiven mérni tudjuk az
egyéb komponensek mellett (példaul egy savas karakterii anyag mellett), ugyanakkor
szlikség van specifikus meghatarozasi modszerre is, amellyel a hasonld karakter(i
anyagok koziil legalabb egy "kiilon" is mérhetd. (A késdbbickben erre tobb példat is
lathatunk.)

Szintén fontos, hogy a valasztott eljaras megfelelden érzékeny is legyen, hiszen az
Osszetett készitményeknél igen gyakran eléfordul, hogy a hatdéanyag egy vagy akar tobb
nagysagrenddel is kisebb mennyiségben van jelen, mint mas hatéanyagok vagy
segédanyagok. A meghatérozni kivant komponenst teljes mennyiségében Kkell
megmérni. Egyszerlibb esetben nem zavarnak mas Osszetevok és kozvetlendl,
elvélasztds nélkiil mérhetd az adott anyag. Sok esetben azonban el kell valasztani a
komponenst a tobbi Osszetevotdl. A modszer kidolgozéasakor, illetve validalasakor
bizonyitani kell, hogy az elvalasztast kdvetden teljes, vagyis kvantitativ az anyag
visszanyerése.

VIIL3.1 Bazisok meghatarozasa

A gyogyszerkészitmények hatéanyagainak igen nagy hanyada bézikus karakterti. A
bazicitast elsdsorban valamely amincsoport képviseli, illetve bazisként viselkednek a
gyenge savak sOi is. A nitrogen tartalmu bazisok meghatarozasi lehetdségeit
tulajdonképpen két szempont hatdrozza meg. A legfontosabb a bazis erdssége, ami igen
tag hatarok kozott valtozhat (pKs 2-13) és alapvetden a kémiai kérnyezet hatarozza
meg. A masik alapvetd szempont a molekula vizoldékonysaga.

VIIL3.1.1 Meghatarozas acidimetrias modszerrel
A gyogyszerkent hasznalt bazikus vegylletek zémében pKs 4-9 értékkel rendelkeznek,
vannak azonban ennél is gyengébb bazisok (pl. xantinszarmazékok pKs~ 14). Ezek a
vegyuletek vizes kdzegben acidimetriaval nem mérhetok.

Korédbban indirekt médon - savfelesleg alkalmazasaval - hataroztak meg vizes
kdzegben a bazikus vegylleteket:

Klasszikus alkaloid meghatéarozas

A modszer lényege, hogy a szervetlen laggal (NaOH, NH3, Na,CO3) felszabaditott
alkaloidbazist szerves oldoszerbe razzuk ki, az oldoszer elpérologtatdsa utan ismert
mennyiségli savat adunk a mintahoz, majd a savfelesleget lug mérdoldattal
visszamérjik. Ezt a meghatarozast pl. a morfin-vazas alkaloidok ko6rébol kodein, etil-
morfin mérésére hasznalhatjuk (pKs 8-10).
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Kiszoritasos modszer
A Kiszoritdsos maddszer példaul papaverin sosavas s6janak meghatarozasara alkalmas.
Natrium-hidroxid mérdoldattal titraljuk a papaverins6d sdsav komponensét, €s a titralas
sorén felszabaduld bazist (pKs = 5,9) kloroformba razzuk at, igy az nem zavarja a sésav
semlegesitését. A modszer a papaverinnél er6sebb bazisok meghatarozasara nem
alkalmas.

Nemvizes kozegii bazismeghatdarozds

A gyogyszeranalitikdban manapsag az eldbbi eljarasokat teljes mértékben kiszoritja a
nemvizes kozegii bdzismeghatdrozas. Ezt indokolja egyrészt a vegylletek rossz
vizoldékonysaga, masfel6l a gyenge bazicitas. A megfeleld oldoszer megvalasztasa
esetén, valamennyi, gydgyszereink kozott szerepld szerves bazis meghatarozhato.

A hasznalt oldoszerek - az oldott anyaggal kialakulo kdélcsonhatas alapjan - az alabbi
csoportokba sorolhatok:

K6zombos olddszerek: (pl. benzol, hexan, ciklohexan, kloroform, széntetraklorid stb.) a
benniik oldott vegytiletekkel 1ényeges kolcsonhatasba nem 1épnek, azok baziserdsségét
nem befolyasoljak. Az olddszer nem vesz részt a semlegesitési folyamatban.
Differenciald olddszerek: (pl. aceton, etil-metil-keton, acetonitril, nitrobenzol stb.) a
benniik oldott vegyiiletek baziserdssége differencialodik, vagyis a vizben egymashoz
kozel es6 pK-értékek az illetd oldoszerben jelentésen eltérnek. Oka az oldott anyag és
oldoszer specifikus kdlcsénhatasa.

Nivellal6 oldoszerek: a savas karakterti olddszerek (pl. ecetsav, ecetsavanhidrid,
hangyasav stb.) a benniik oldott gyenge bazisok erdsségét fokozzak, €s egyben
csOkkentik az erdsségiik kozotti kiilonbségeket is.

Gyenge bazisok nemvizes kozegli Kkvantitativ. mérésénél els6sorban nivelalld
oldoszereket (pl. ecetsavat) hasznalunk, hiszen sziikséges lehet a bazicitas felerdsitése.
A savas olddszerek protondonorok, jégecetes kozegben a képzOdott acetat-ion a
legerésebb bazis, emiatt a benniik oldott savak erdssége csokken, ugyanakkor a bazisok
erdssege no.

B + CH;COOH = BH" ----- ‘'O0CCH;

Méréoldatként foként perklorsavat hasznalunk, mert nemvizes kozegben is
csaknem teljes mértékben disszocialdodd erds sav. Legtobbszor jégecetes oldatat
alkalmazzuk. Magaban a mérdoldatban is végbemegy egy protonatadasi folyamat. A
perklérsav olyan erds sav, hogy at tudja adni savi hidrogénjét az ecetsav molekulénak.

HCIO, + CHsCOOH = CH;COOH*" --... ‘0,Cl

Osszességében tehat az olddszer kozvetitésével a szerves bazis folyamatosan és
pillanatszeriien 4tveszi a sav mérdoldat protonjat.

BH* ----- 'OOCCH; + CH;COOH? -+ "O,Cl = BH -+--- '0,Cl + 2 CH;COOH

Végpontjelzésre a vizes kozegben is hasznélatos indikatorok alkalmasak,
figyelembe kell azonban venni, hogy szinatcsapasuk eltérhet a vizes kdzegben észlelt
atcsapastol.

A legtobb esetben nem a szabad bazis van a készitményben, hanem valamilyen
haloid savval képezett soja. llyen esetekben a jégecetes kozegli meghatarozasokat a
savkomponens zavarja, annak ellenére, hogy a vizes kozegli savi erdsség csokken,
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hiszen a savakkal szemben az ecetsav differencialo oldoszerként viselkedik. A zavard
hatas kiklszobolésére megoldés lehet, hogy a bazist ligos kdzegben - valamilyen
szervetlen 10g segitségével - felszabaditjuk s6jabol és kirdzassal valamilyen apolaris,
vizzel nem elegyedd oldoszerbe (pl. kloroformba) extrahaljuk. Szintén megoldast jelent,
ha a s0 oldatahoz higany(ll)-acetat oldatot adunk, ebben az esetben bazis-acetat és
rosszul disszocidlé higanyhaloid keletkezik. A protondlt bazis-acetat analog a fenti
egyenletben keletkez6 bazis-acetattal.

2 BH' X + Hg(CH;COO), = 2BH" - OOCCH; + HgX,

A higany(Il)-acetat helyett ecetsavanhidridet is alkalmazhatunk, ilyenkor ecetsav
¢s savklorid képzddik. Elénye, hogy kevésbé kornyezetkarositdo, mint a higany
vegyuletek, masrészt konnyen oxidalhatd hatdéanyagok, esetében is hasznalhato, nem
ugy, mint a gyenge oxidaloszer szerepet is bet6lté higany(Il)-acetat.

Kozvetlenil titralhatok a kénsavas ammaoniumsok, mert jégecetben a kénsav csak

egyértékli sav. Példaul atropin-szulfat esetén az egyik amin-N mérhetd.
Egyenértéktomeg a molekulatdmeggel megegyezik.
A gyobgyszerek kozott szerepelnek olyan gyenge bazisok, amelyek pK; értéke kisebb,
mint 1 (pl. koffein), ilyenkor a jégecet nem elég erds sav ahhoz, hogy protonalja a
bazist. Ez esetben ecetsav-anhidridet lehet alkalmazni a molekula bézicitasanak
felerdsitésére és a proton atadas kdzvetitesere.

VIIL3.1.2 Béazisok meghatarozasa gydgyszerkeverékekben

Bazis meghatarozasa semleges anyag mellett

A legtobb esetben a bazikus komponens, a megfeleld oldoszerrel valo oldast kdvetden,
kozvetlenil meghatérozhatd. Egyes gyogyszerformak a hatéanyag mellett nagy
mennyiségli segédanyagot tartalmaznak, amelyek tobbsége k6zombods, nem zavarja a
meghatarozast, de bizonyos esetekben megnoveli az ionerdsséget, befolyasolja a
disszociacios folyamatokat.

Problémat okozhat, hogy a semleges anyag nem oldodik és az indikator
szinvaltozasat a =zavarossag miatt nem észleljik. Ez a hibaforras, sziiréssel
kikiiszobolhetd. Egyes segédanyagok nedvszivo képessége is okozhat tulfogyast, mivel
nemvizes kozegi titralasoknal a viz bazisként viselkedik. A viz zavard hatésat kiizzitott
natrium-szulfattal fedett vattapamaton keresztil torténé sziiréssel lehet kikiisz6bolni.

Bazis meghatarozasa savas karakter( vegytlet mellett

Az amino csoportot tartalmazé bazikus gyégyszervegyiiletek vizben altalaban rosszul
oldodnak, ezért gyogyszerészeti gyakorlatban tobbnyire szervetlen vagy szerves
savakkal (tartaratok, maleinatok, szalicilatok) képzett soikat hasznaljdk. Gyenge szerves
savak saverdssége a bazisok mérésére hasznalt oldoszerekben annyira lecsokken, hogy a
meghatarozds szempontjabdl semleges anyagoknak szamitanak. (Lasd el6bb.)
Hasonloképpen mérheték a bazisok pl. acetilszalicilsav, barbitirsavszarmazékok
mellett. Haloid savak esetében az el6z6 pontban emlitett megoldasok alkalmazhatdk.

Szabad bézis és bazis sojanak meghatarozasa egymas mellett

A fentiekben emlitett, haloid sék meghatarozasara alkalmas maodszer felhasznalhato
keverékekben, a szabadon ¢és so6 forméaban jelen levd bazisok egymés melletti
meghatarozasara. Példaul aminofenazont és papaverin-kloridot tartalmazo készitmény
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két komponense egy bemérésb6l meghatarozhatd. Az oldoszer ¢és indikator
megvalasztdsa nagy koriiltekintést igényel. Ilyenkor elészor a szabad bazist titraljuk
meg, majd az oldathoz higany(ll)-acetatot adva titralhatova valik a masik bazissal
ekvivalens mennyiségii, szabadda valo acetat.

Szintén megoldast jelent, ha két bemérésbdl végziink meghatarozast. Példaul
lidokaint és efedrin-kloridot tartalmaz6 készitményben a lidokain kloroformban jol
oldodik, az efedrin-klorid viszont nem. A kloroformos oldatot megsziirve, a so a sziirén
marad, a kloroformos oldatbdl a lidokain szelektiven titralhat6. Egy masik bemérésbol
vizes-lugos kozegii extrakciot kell végezni, igy sojabol felszabadul a bazis, és a két
szabad bazis atoldodik a kloroformos fazisba, majd itt egyuttesen megtitralhatok.

Acilezhetd és nem acilezheté aminok meghatarozdsa egymas mellett

Az ecetsav-anhidrid a primer és szekunder aminokat acilezi, ennél fogva az acilezhetd
¢s a nem acilezhetd bazisokat (tercier aminok) egymas mellett mérhetjiik, ecetsav-
anhidrid jelenlétében. Két, egymastol fliggetlen meghatarozast végzink, egyet ecetsavas
kdzegben, a masikat ecetsav-ecetsav-anhidrid elegyben. Az els6é az Gsszbazicitast, a
masodik a nem acilezhet6 vegyiiletek mennyiségét adja meg. Példaul kodein-Klorid és
efedrin-klorid tartalmi készitmény esetén, hiszen a kodein tercier-amin, az efedrin
szekunder-amin. Az utobbi ecetsav-anhidriddel reagaltatva acilezddik, savamid
képzoédik, amely mar nem bazikus tulajdonsagu, tehat az acilezést kovetden a kodein
szelektiven mérhetdvé valik.

Kiilonbozo erosségii bazisok meghatdarozdsa egymds mellett

Mint azt korabban is lathattuk, a gyogyszerkészitményekben gyakran eldforduléd koffein
olyannyira gyenge bézis (pKs<l), hogy jégecetes kozegben nem titralhato
perklorsavval.

Ha a készitmény példaul kodein- vagy etilmorfin-kloridot tartalmaz koffein
mellett, akkor a bazis luggal torténd felszabaditasat ¢és kloroformos extrakcidjat
kovetden a morfin-vazas alkaloid nemvizes kozegli titrdlas soran meghatarozhato, a
szintén a kloroformos fazisban jelen levé koffein nem zavar. Ezutan a mar megtitralt
oldathoz ecetsav-anhidridet adva felerdsitjiik a koffein bazicitasat, és perklorsavval
tovabb folytatva a titralast meghatarozhatjuk a koffein mennyiségét. Az elsé 1€pésben
megtitralt alkaloid nem zavar.

Forgalomban van olyan 0&sszetett készitmény, amely koffein mellett
aminofenazont tartalmaz. Az aminofenazon meghatarozasa perklérsavval, jégecetes
kozegben szelektiv modon torténik. Ebben az esetben az aminofenazon egyértéki
bazisként mérédik, a dimetil-aminocsoport nitrogénje protondlodik. A koffein
meghatarozasa azonban az el6bbiekben ismertetett médon ebben az dsszetételben nem
tud megvalosulni. A koffein bazicitasanak felerdsitésére szolgald ecetsav-anhidrid
ugyanis a mar megtitralt aminofenazon pirazolon gytiriijében levé nitrogének bazicitasat
is felerdsiti, igy azok szintén fogyasztanak perklorsav mérdoldatot, de a meghatarozas
nem lesz kvantitativ. Ilyen esetben mas megoldast, peldaul spektrofotometrias modszert
kell alkalmazni a koffein meghatarozasara.
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VII1.3.1.3  Bazisok meghatarozasa egyéb modszerekkel

Meghatarozas ionparképzesen alapulé modszerrel

A mddszer alapja, hogy a meghatarozandé bazikus vegylletek bizonyos szerves
savakkal rosszul disszocial6 ionpéarokat képeznek. Erre a célra leggyakrabban hasznalt
sav a p-toluolszulfonsav, ill. dioktil-szulfo-szukcinat (Na-so).

CHs CHs
RN + . [Raﬁmj-
tompitooldat
SO3H SO5
COO—CaHyy COO—CaHyy
_ + —S0s
RN + GH SONa [R;;N—H]' CH—S05
(FHZ tompiéoldat (‘:Hz
COO—CgHyr COO—CgHyr

Méréoldatként a p-toluolszulfonsav kloroform-fenol (10:1) elegyével készitett
oldatat, illetve natrium-szulfo-szukcinat vizes oldatat hasznalhatjuk. A titralas
végpontjelzésére valamilyen sav-bazis indikator alkalmazhato. A titrdlas kezdetén a
meghatarozando vegyulet képez komplexet az indikatorral, ennek a szinét latjuk, majd a
mérdoldat egy stabilabb komplexet (ionpart) képez a meghatdrozandd bazissal, és
kivonja azt az indikator komplexéb6l. A végpontot az indikator sajat szine jelzi. A
képzddott ionpart a titralas sordn folyamatosan szerves oldoszeres fazisba razzuk at,
elésegitve az egyensulyra vezet6 reakcid kvantitativ lefutasat.

Csak az igen gyenge bazisok (pKs < 8) mérhet6k ezzel a modszerrel. Az eljaras nem
specifikus, a keveréek egyéb bazikus komponensei zavarjak a reakciot, a meghatarozas
el6tt a zavaro hatasokat meg kell sziintetni.

Meghatarozas csapadékképzésen alapulé maddszerrel

Az alkaloidok csapadékképzd reakciodi altalaban a bazikus nitrogén és a csapadékképzd
reagens kolcsOnhatasan alapszanak. Amennyiben az adott korilmények kozott a
csapadék osszetétele allandd, a levélasztas kvantitativ meghatarozésra is alkalmas. A
leggyakrabban hasznalt csapadékképz6 reagensek: foszformolibdénsav, KoHgl, (Mayer-
reagens), natrium-tetrafenilborat (Kalignost-oldat) stb.

A natrium-terafenilborat (NaTFB) primer, szekunder és tercier aminokkal csak
savanyl kodzegben, a kvaterner ammonium-vegyuletekkel savas és lugos kozegben
egyarant fehér csapadékot kepeznek. Ez alkalmassd teszi a reakciot a kvaterner
ammonium-vegylletek szelektiv elvalasztisara. Példaul a metilhomatropin lugos
kozegben csapadékot képez a reagenssel. A csapadékot kisziirve, a csapadék mosasat
kovetden gravimetridsan mérhetd, vagy acetonban torténd oldasat kovetden
argentometriasan is titralhatd, potenciometrias végpontjelzés mellett.

A foszformolibdénsav és Mayer-reagens a legtébb alkaloiddal és aminvegyulettel
is csapadékot képez, igy els6sorban azonositasi célokra, mint csoportreagensek
hasznélhatok.

A Dragendorff-reagens (bazisos bizmut-nitrat kalium-jodidot is tartalmazé
ecetsavas oldata) az alkaloidok és altalanossagban tercier aminok vékonyréteg-
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kromatografias meghatarozasa soran alkalmazott elohivo reagens. A keletkezd csapadék
kvantitativ meghatarozast is lehetdvé tesz, példaul a csapadék jodtartalmanak
oxidimetrias, vagy a bizmuttartalom komplexometrias meghatarozasa réevén.

Meghatarozas szinreakciok alapjan

Az alkaloidok és szerves aminok szamos reakcidban az alkalmazott reagenssel szines
terméket képeznek. A szinreakciok nagy részét azonositasra hasznaljuk, bizonyos
esetekben, ha a reakcio az adott kérilmények kézott kvantitativ médon megy végbe,
akkor mennyiségi meghatarozésra is alkalmas.

A tomény savakkal, savanhidridekkel kapott szines termékek (Koralin-reakcio,
Calmberg-reakcio), mivel a reakciok nem sztéchiometrikus lefutasiak, a vegyiletek
azonositasra alkalmasak.

Az aldehidek kozé tartoz6 Marquis-reagens (formaldehid-tartalma tomény
kénsav) a morfincsoportbeli alkaloidok azonositasara hasznalatos. A p-amino-
benzaldehidet tobbféle formaban alkalmazzak (Ehrlich-reagens, Van Urk-reagens),
foként azonositasra, de egyes esetekben kvantitativ meghatarozasra is, példaul a
reakcioban keletkez6 szines Schiff-bazis spektrofotometrids mérése alapjan.

VIINL3.2 Gyenge savak meghatarozasa

Terapias célra, néhany szélsdséges esettdl eltekintve, olyan - savi funkcids csoporttal
rendelkez6 - molekulakat alkalmaznak, amelyek pKs értéke nagyobb, mint 3. Savként
mérhetd  funkcidos csoportok: karbonsavak, szulfonsavak, enolok, fenolok,
szulfonamidok, ureidek stb.

VII.3.2.1 Meghatarozas alkalimetrias mddszerrel

A gyogyszerkéent hasznalt savas vegyuletek kozul a pKs 1-6 intervallumba es6
vegyiiletek luggal torténd semlegesitése vizes kdzegben is elvégezhetd (pl. szalicilsav,
acetilszalicilsav). Minél gyengébb egy sav, annal inkabb célszerli nem kozvetleniil
mérni, hanem llgfelesleget alkalmazva visszamérni. A barbitadlok imines hidrogénje
ugyancsak semlegesitheté vizes kdzegben, az alkalmazott alkohol a vegyilet oldasahoz
szlikséges.

A barbitaloknal is gyengébb savi karakterii vegylletek (pl. fenolok egy része,
xantinszarmazékok) semlegesitése csak nemvizes kozegben végezhet6 el. A kozombos
olddszerek (lasd elobb) mellett elsdsorban a savi erdsség fokozasara alkalmas béazikus
karakterti nivellalo olddszerek, példaul piridin, dimetil-formamid, etilén-diamin stb.
hasznalatosak.

Méréoldatként egyrészt alkali-alkoholatok (pl. natrium-metilat) normél vagy izo-
alkoholok valtozé aranyu benzolos elegyével készilt oldata hasznalhatd. Masrészt
tetraalkil-ammonium-hidroxidok (pl. tetrabutil-ammadnium-hidroxid) metanollal, illetve
metanol-benzol elegyével készilt oldatat alkalmazzak.

Végpontjelzésre leginkabb ftalein tipusu indikatorokat (fenolftalein, timolftalein)
hasznalnak, illetve bazikus olddszerek esetén pl. metanilsarga, azoibolya indikatorokat.

Savak egymés melletti meghatarozésa akkor lehetséges, ha a savi disszociacios
allandok kozott legalabb négy nagysagrend kilonbség van, ilyenkor potenciometrias
végpontjelzést alkalmazva a titraldsi gorbén kiilon 1épcséként jelenik meg a két eltérd
erdsségii savhoz tartozd potencialugras.
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VII1.3.2.2  Argentometrias meghatarozasok

Igen gyenge savak esetén (pKs > 7) idénként alkalmazhato a kiszoritasos titralas,
amikor valamilyen fémionnal, altaldban ezist-ionnal, leszoritjuk a molekularol a protont
(pl. barbituratok, teofillin stb.). Ha a reakcié lefutdsa kvantitativ, ezust-nitrat
mérdoldattal kozvetleniil csapadékos titralast végezhetiink, melynek végpontjat
vizuélisan vagy miszeresen jelezziik.

Ha csak ezst-nitrat feleslegében cserélheté le eziisttel kvantitativ modon a savi
hidrogén, az oldhatatlan eziistsé elvalasztasa utan az ezlst-ionok feleslegét mérjik
vissza (indirekt argentometria).

A molekularol leszoritott protont is titrdlhatjuk vizes mérdoldattal.
Gyogyszerkdnyvi meghatarozas szerint, a barbitalszarmazékot piridinben kell oldani,
ezustionokkal reagaltatni, majd etanolos natrium-hidroxid-oldattal titralni. A piridin
oldoszer, segédkomplex-képzé és protonatvive szerepet egyarant betolt.

VIIIL.3.3 Miszeres analitikai eljarasok alkalmazésa

Egyes 0Osszetett gyogyszerkészitmények komponenseinek azonositasa, illetve
tartalmanak meghatarozasa egyszeriien elvégezhetd kémiai reakciok, illetve titrimetrias
eljarasok alkalmazasaval nem, vagy csak igen nehezen végezhet6 el. Ennek hatterében a
mar emlitett tényezOk allnak: hatéanyagok vagy segédanyagok zavarjak egymas
meghatarozasat. Ilyen esetekben célszeri miiszeres analitikai eljarasokhoz nytlni.

A kromatografids moddszerek kozil a vékonyréteg-kromatografia elsdsorban
Osszetett készitmenyek hatéanyagainak azonositasara hasznalhat6. (Lasd. 11.2.2. fejezet)
A folyadékkromatografidas mddszerek és UV-VIS spektrofotometriai eljarasok a
kvalitativ és kvantitativ meghatarozas soran is alkalmazhatdak.

VII1.3.3.1  Nagyhatékonysagu-folyadékkromatografia

A nagyhatékonysagu-folyadékkromatografias (HPLC) mddszereket a rutin analitikai
vizsgalatok soran is kiterjedten alkalmazzak, hiszen a kiilonb6z6 mozgé- és allofazisok
kombinalasa révén szinte barmilyen Osszetételii készitmény komponensei elvalaszthatok
egymastol.

A folyadékkromatografias elvalasztas elvi hatterét, paramétereit, a készilék
leirasat az arra vonatkozo fejezet tartalmazza (1V.3).

Amennyiben az egyes Osszetevok azonositasa a cé€l, a retencios idok alapjan
(standard anyagokkal, illetve adatbazisokban megtalalhatd adatokkal dsszevetve) ez
konnyen megtehetd.

A megfeleld detektalasi modszer alkalmazasaval a komponensek mennyiségi
viszonyai is meghatarozhatok. A mintaelokészitésnek kiemelt jelentdsége van. Az egyes
OsszetevOk mennyiségi meghatarozasanak legegyszeriibb modja, hogy az anyagok
készitlink, mint ami a receptiraban is megtalalhato, eés ennek az oldatnak a csucs alatti
tertletét hasonlitjuk 0Ossze a vizsgélt készitmény komponenseinek a cslcs alatti
tertileteivel.

Tébb komponens esetében a kvantitativ meghatarozas legfontosabb szempontja,
hogy elsé Iépésben meg kell hatarozni az 6sszetevok elacids sorrendjét és deklaralni
kell a megfeleld felbontast és csucsszimmetriat. Igazolni sziikséges, hogy a mérendd
anyagok rendelkeznek a meghatarozhatdsagi hatart elérd, illetve azt meghalado
csticcsal. Ezenkivill, meg kell hatdrozni az esetlegesen megjelend idegen cslicsok
(amelyek szennyezo6kt6l, bomlastermékekbdl szarmaznak) mennyiségét €s intenzitasat.
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VII1.3.3.2  Spektrofotometria

A kromatografidas moddszerek (elsésorban a HPLC) elterjedésének kovetkeztében a
gyogyszeranalitikai gyakorlatban csokkent a spektrofotometriai modszerek szerepe. Bér
az is megemlitend6, hogy a HPLC-késziilékekben a leginkdbb UV detektorokat
hasznalnak a kromatogramok elkészitéséhez.

A VIII. Magyar Gyodgyszerkonyv fOként azonossagi és tisztasagi vizsgalatok
elvégzésehez hasznal spektrofotometriai eljardsokat. Az dsszetett készitmenyek
analizise soran azonban elsdsorban a komponensek tartalmanak meghatarozasahoz
hasznalt modszer. Megfeleld pontossaga, kis anyagigénye, esetenként szelektivitasa és
konnyen attekinthetd matematikai hattere miatt sok esetben igen elényosen
alkalmazhato.

A spektrofotometriai eljardsok elvi hatterével, felhasznalhatésagéval, a
spektrofotométer felépitésével, illetve tobbkomponensii rendszerek spektrofotometrias
vizsgalataval az arra vonatkoz6 fejezet foglalkozik (L&sd. 111.14).

VIIl.4 Példak a gyakorlatbol

Pulvis antidoloricus

Osszetétel:

Ethylmorphini hydrochloridum 0,209
Coffeinum 0,50 g
Paracetamolum 3,009
Acidum acetylsalicylicum 5,009

10 db osztott porra
Kémiai azonositas:
Etilmorfin-klorid: A porkeverékre porcelantalkdn néhany csepp Marquis-reagenst
(tomény kénsav és formaldehid) cseppentiink, ibolya szinez6dést latunk. A reakci6 a
morfin-vazas alkaloidok jellegzetes reakcidja, a tobbi komponens nem zavarja.
Koffein: A xantinvdzas vegyiletek csoportreakcioja, a murexid-reakcio a koffein
azonositasara ebben az dsszetételben, kdzvetlenil nem hasznalhatd, csak a koffein 1Ggos
kozegbol, kloroformmal torténd eldzetes extrakcidjat kovetden. Adott koriilmények
kozott ugyanis a paracetamol is erdsen megsargul, majd a beparlas utdn ammoniaval is
kiilonboz6 szinti termékek keletkeznek, amelyek zavarjak a koffein azonositasat.
Paracetamol: A paracetamol, mint fenolos vegyilet vas(lll)-ionokkal lilas szini
komplexet képez. A reakcid ebben az Osszetételben szelektiv, mert a jelen levd
acetilszalicilsav kozvetleniil nem, csak hidrolizist kovetéen képez komplexet vas(III)-
ionokkal. Szintén szelektiv a 25%-o0s salétromsav hatasira bekoOvetkez6 reakcid is,
amikor a lecseppentett porkeverék narancsarga szinezddést mutat. A VIII. Magyar
Gyogyszerkonyvben hasznalt indanilin-reakcié viszont nem hasznalhaté jelen esetben,
mert az acetilszalicilsav zavarja a reakciot.
Acetilszalicilsav: Az 0Osszetételben jelen levé paracetamol kémiai sajatsagait
figyelembe véve, az acetilszalicilsav kimutatasara a hidrolizist kovetd, vas(II)-kloriddal
szalicilsavként torténé azonositas nem, valamint az acilcsoport kimutatasat szolgalo
kalcium-hidroxidot és nitrobenzaldehidet alkalmazo reakcio sem alkalmas. Ilyen
esetekben a legcélravezetobb megoldas a komponensek azonositasara a vékonyréteg-
kromatogréfia alkalmazasa.

Tartalmi meghatarozas:
Etilmorfin-klorid: A porkeverék lugos kozegbdl torténd extrakcidjat, €s viztelenitését
(vizmentes natrium-szulfaton torténd sziirés) kovetéen a kloroformos fazisba keriilt
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szabad etilmorfin bazis szelektiv modon titralhatd jégecetes perklorsav mérdoldattal,
tropeolin indikator mellett. A szintén a szerves fazisban levé koffein a mérést nem
zavarja, hiszen a koffein nagysagrenekkel gyengébb bazis, mint az etilmorfin, és ebben
a kozegben nem mérddik.

Koffein: A mar megtitralt kloroformos fazisban jelen levé koffein bazicitasat ecetsav-
anhidrid hozzaadasaval meg lehet novelni, ezaltal mérhetd lesz. Szudan III indikator
mellett, jégecetes perklorsavval egyértékli bazisként titralhato.

Acetilszalicilsav: A porkeverék alkoholban torténd oldasat kovetden az acetilszalicilsav
tartalom, fenolftalein indikator mellett, natrium-hidroxid-mérdoldattal torténd titralas
soran meghatdrozhat6. A titrdlast a paracetamol nem befolyasolja, de a jelen levd
etilmorfinsé sésav komponense szintén mérdoldatot fogyaszt, ezért a fogyasbol le kell
vonni az etilmorfin-kloridra fogyott ml-ek szamat.

Paracetamol: A paracetamol meghatarozadsa ebben a keszitményben titrimetrias
modszerrel (példaul bromatometridsan) nem tud megvaldsulni, ugyanis a jelen levd
acetilszalicilsav zavarja a meghatarozast. A paracetamol mennyiségének meghatarozasa
spektrofotometridsan torténhet, a porkeverék metanolban torténd oldasat kovetd
abszorbancia-méréssel. A titrimetrids modszerekkel meghatarozott tobbi komponens
abszorbancidja a koncentracié és a fajlagos abszorpcids koefficiensek segitségével
kiszamolhato. Ezek 0Osszegét levonva a mért abszorbancia értékbdl, megkapjuk a
paracetamolra esé részt, amibdl - a fajlagos koefficiens ismeretével - kiszdmolhat6 a
koncentracioja.

Pulvis cholagoqus

Osszetétel:

Homatropini methylbromidum 0,03 g
Phenolphthaleinum 0,50 g
Papaverini hydrochloridum 0,60 g
Acidum dehydrocholicum 2,50 g
Natrii benzoas 2,509
Natrii salicylas 2,50 g

10 db osztott porra
Kémiai azonosités:
Homatropin-metilbromid: A porkeverék vizes razadékabol savanyitas hatasara kivalik
a dehidrokolsav és a benzoesav, amit kisziirhetiink. A sziiredék lugositas hatdsara
rozsaszinli lesz a fenolftalein miatt, a hozzaadott natrium-tetrafenil-borattol pedig
zavarossa valik. Ennek oka, hogy a homatropin-metiloromid, mint kvaterner
ammonium-vegylet lugos kozegben is reagédl a tetrafenil-borattal, mig a lugos
kozegben protonalt allapotban levé papaverin nem Iép vele reakcioba.
Fenolftalein: A porkeverék vizes razadéka néhany csepp natrium-hidroxid-oldat
hatasara rozsaszinli lesz, hiszen a fenolftalein, mint sav-bazis indikator lGgos kdzegben
mutat szinvaltozast.
Papaverin-klorid: A papaverin kimutatasara szolgalé koralin-reakcio (ecetsav-
anhidrides melegités és tomény kénsav hatdsara kialakuld sargészold fluoreszcencia)
kdzvetlenil nem alkalmazhatd, mert a dehidrokolsav zavarja. A két komponenst
egymastol el kell vélasztani, lagos extrakciot kdvetden a felszabadult papaverin bazis a
kloroformos fazisba kerll, mig a dehidrokdlsav a lugos-vizes kdzegben marad. A
kloroformos fazisban mar szelektiven elvégezhetd a koralin-reakcid.
Dehidrokdlsav: A papaverin meghatarozasa soran nyert ligos-vizes fazis atsavanyitasa
utdn a protonalédott, és igy toltés nélkili dehidrokdlsav a kloroformos kirazast
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kdvetéen a szerves fazisba keriil. A kloroformos fazis beparlasat kovetéen a maradék
ecetsav-anhidrides melegités és tomény kénsav hatdsara narancsszinii lesz. A vegyiilet
szteran vazaban dehidrogénezddés kovetkeztében kialakuld kettds kotések okozzdk a
szinezOdést és esetleges fluoreszcenciat.

Benzoesav és szalicilsav: A porkeverék vizzel térténé razogatasa, majd sziirése utan a
szlredékhez vas(I11)-klorid oldatot adva husszinii csapadék és lila oldat keletkezik. Az
elébbi a benzoesav vas(Ill)-ionokkal képezett reakcidja soran képzodik, a lila
szinezddés pedig a szalicilsav vas(Ill)-ionokkal képz6dé komplexének szinébol adodik.

A vegyliletek azonositasa leegyszeriisitendd, vékonyréteg-kromatografias modszert is
alkalmazhatunk, ugyanis egy jol Kivalasztott kromatografids rendszerben minden
komponens elkiilonithetd egymastol, és standard anyagok Ry értékei alapjan
azonosithato.

Tartalmi meghatarozas:

Fenolftalein: A fenolftalein tartalom spektrofotometrids meghatarozasa soran azt a
vegyuletnek azt a jol ismert tulajdonsagat hasznalhatjuk fel, hogy pH-véaltozas hatasara
szerkezetvaltoztatassal, €s annak koOvetkeztében szinvétoztatassal reagdl. A
porkészitmény metanolos oldatabdl kiindulva natrium-hidroxid-oldattal egy pH = 8-10
oldatot készitiink, ami rozsaszinli. Az oldat fényelnyelését 550 nm-en meérjik, a
fenolftalein mennyiségét kalibracios egyenes segitségevel szamolhatjuk ki.

A meghatérozas soran azonban tgyelni kell arra, hogy ha a pH 10 folé emelkedik,
akkor az oldat elszintelenedik. Ha tehat nem végziink optimalis lGgositast, tobb
kiilonbozd szerkezetli és szinli részecske egyszerre lesz jelen az oldatban, és a
meghatarozas nem lesz kvantitativ.

Papaverin-klorid: A porkészitmény lugos oldatabol kloroformos extrakciot kdvetden a
papaverin bazis nemvizes kozegli titralas soran, tropeolin indikator mellett,
perklérsavval meghatarozhato.

Dehidrokdlsav: A porkészitmény alkoholos oldatabol a dehidrokodlsav egyértékii
savként, natrium-hidroxid-méréoldattal titralhatd. A mérés soran a papaverin-Klorid
s6sav komponense is mérddik, ezért a papaverin mennyiségével ekvivalens lug
mennyiségét le kell vonni a mérdoldat fogyasbol.

Suppositorium haemorrhoidale

Osszetétel:

Ephedrini hydrochloridum 0,30 g
Lidocainum 0,80¢g
Bismuthi subgallas 1,009
Zinci oxydum 1,009
Silica colloidalis anhydrica 0,50 g
Adeps solidus 50 4,009
Balsamum peruvianum 1,009
Ricini oleum hydrogenatum 0,409
Adeps solidus 50 qu.s.

10 db végbélkapra
Kémiai azonositas:
Az azonositasi reakciok megkezdése elott a hatdoanyagokat el kell vélasztani a
vivOanyagoktol. Ennek érdekében a kdpokat pH = 8-as tompitdoldatban vizfiirdén
megolvasztunk, majd néhany perces razogatas utan kifagyasztjuk, és szirjiik.
Efedrin-klorid: A sziiredékhez ninhidrin-oldatot adunk, szine lila lesz.
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Lidokain: A lidokai kémiai reakcioval torténé azonositasa bizonytalan, ezért célszerii
vékonyréteg-kromatografias modszert alkalmazni.

Tartalmi meghatarozas:

Lidokain: A kap hatéanyagait kifagyasztasos modszerrel el kell vélasztani a segéd-
illetve vivoanyagoktol. Ezt kovetden a lidokain szelektiv modon kioldhato kloroformba,
hiszen az efedrin ionos formaban 1évén nem oldodik a szerves olddszerben. A lidokain
egyértékii bazisként nemvizes kdzegl titralas soran, perklorsav-mérdoldattal szelektiv
modon mérhetd.

Amennyiben vizes-lugos kozegb6l végezziik a kloroformos extrakciot, mindkét
bazis a szerves fazisba jut. A lidokain szelektiv meghatérozasara azonban igy is van
lehetdség, hiszen ha ecetsav-anhidridet adunk az oldathoz, akkor az efedrin, mint
szekunder amin acilezddik, és egyediil a lidokain mérdédik perklorsavval.
Efedrin-klorid: Az efedrin bazis ebben az Osszetételben szelektiven nem mérhetd,
viszont a lagos kozegbdl torténd extrakciot kdvetden, amikor mindkét bazis a szerves
oldészerbe keriil, nemvizes kézegii titralas soran az 0sszbazicitds meghatarozhato. Az
efedrin mennyiségét megkapjuk, ha a készitményben elézetesen meghatarozott lidokain
mennyiségére esO fogyast kivonjuk az 6sszbazicitasra esd fogyas értekbol.

Unguentum lidocaini ad rhagades

Osszetétel:

Lidocainum 2,049
Unguentum macrogoli 16,0 ¢
Bismuthi subgallas 2049

Kémiai azonositas:

Bazisos bizmut-gallat: A készitmény izzitdlemezen hevitve megszenesedik. A
kiizzitott, melegen barnasvords szinli maradék, a bizmut vegyiiletekre jellemz6 modon,
Kihulés utan sarga lesz.

Lidokain: A lidokai kémiai reakcioval torténd azonositisa ebben az Osszetételben
alkalmazhat6. A készitmény salétromsavban torténd oldasat kovetéen a lidokain
higany-nitrat oldattal sargaszold szinez6dést ad.

Tartalmi meghatarozas:

Lidokain: A lidokain szelektiv modon kioldhato kloroformba, hiszen az bizmut ionos
formaban 1évén nem oldddik a szerves olddszerben. A lidokain egyértékii bazisként
nemvizes kozegl titralas soran, perklorsav-mérdoldattal szelektiv mdédon mérhetd.
Bizmut: A bizmutsé ebben az Gsszetételben, a készitmény sosavas oldasat kovetden,
metiltimolkék  indikator  jelenlétében,  natrium-edetat-méréoldatot  hasznalva,
komplexometrids titralas révén szelektiven mérhetd.
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X Mellékletek

X.1IR spektrofotometria

X.1.1 Spektrumgyiijtemény (hallgatéi verzio)

X-1. abra: Szalicilsav FT IR spektruma
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X-3. dbra: Etinilosztradiol FT IR spektruma
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X-4. &bra: Fenilbutazon FT IR spektruma
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X-5.

abra: Folsav FT IR spektruma
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X-6. abra: Hidrokortizon FT IR spektruma
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X-7. bra: Hidrokortizon FT IR spektruma
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Mellékletek
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