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1. Bevezetés

Az ¢lelmiszer analitika célja olyan informacio-szerzés, mely folyamat soran az
¢lelmiszer vagy ¢élelmiszer alapanyag minta Osszetételérél ad informaciot. Ezt az
informacio-szerzést kiilonbozé szinteken lehetséges kivitelezni. Ezek a szintek a
kovetkezok lehetnek: elemi, molekuléris és szerkezeti. A kémiai elemek (elemi) szintje
azt jelenti, hogy valaszt adhatunk arra a kérdésre, hogy az adott mintaban milyen
elemek vannak (mindéségi elemzés) és azokbdl mennyi van (mennyiségi elemzés) az
¢lelmiszerben. Ennek a feladatnak a kivitelezése soran szerencsére teljes bizonyossaggal
ismerjiik azt a kort, melyre a vizsgalat elvégezhetd. A kémiai elemeket vizsgalva tudjuk,
hogy a Foldon stabilisan csak 89 kémiai elem van, valamint 6sszesen 118 ismert elem
létezik. A molekularis szinten viszont arra a kérdésre keressiik a valaszt, hogy a mintat
felépitd elemek, milyen vegyiileteket, kristalyformakat alakitanak ki. Ebben az esetben
viszont sem elvileg, sem gyakorlatilag nem tudjuk meghatarozni a vizsgalando
komponensek korét. Ennél a feladatnal a lehetéségek szama szinte végtelen, jelenleg
mintegy 12 milli6 vegyiilet ismert. Ezekbdl kb. 1,5 milli6 a szervetlen, a tobbi szerves
vegyiilet. A szerkezet vizsgalata jelentheti a molekuldk rendezddését is (pl. az
aminosavak sorrendjének meghatdrozasa egy fehérjében). Az analitikai feladat
nehézsége a kiilonbozd szinteken nem egyforma. Gondoljunk példaul arra, hogy egy
elemet, amely gyakorlatilag nem bomolhat el, altaldban konnyebb meghatarozni, mint
egy molekulat vagy szerkezetet, mivel az elemzés kivitelezése soran, a mintael6készitd
1épésekben nehéz biztositani a szerkezet €s a molekularis 0sszetétel allandosagat. Mig a
kémiai elemek mennyiségének valtozasa csak veszteség vagy szennyezés esetén léphet
fel, addig a szerkezeti és a molekularis atalakulasok sokkal konnyebben kovetkezhetnek
be. Amig a szerves vegyliletek valtozatos vilaganak alapjat csupan hat elem (C, H, N,
0O, S, P) képviseli, addig ezen valtozatos vegyiiletek esetén elemi szinten csupan hat
elem meghatidrozasat jelenti. A gyakorlatban szerencsére altaldban rutin elemzések
megoldasa az analitikai feladatok célja. Sok esetben tehetiink olyan egyszertisitést, mely
tobbé-kevésbé szervetlen vagy szerves komponensek vizsgalatdra csoportositja az
elvégzendd analitikai feladatot. Az elébbi kvalitativ (mindségi) megfontolasok mellett a
kvantitativ (mennyiségi) viszonyokat is figyelembe kell venniink, mert ezen ismeretek
birtokéban tudjuk feleldsséggel kivalasztani a legalkalmasabb mintael6készitd és mérési

modszereket az analitikai feladatok kivitelezéséhez. Amennyiben ezeket az
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informacidkat nem ismerjiik, akkor 1épésrol-1épésre, elovizsgalatok elvégzésével tudunk
eljutni a sziikséges adatok megszerzéséhez, amely egyrészt tobblet koltséget, masrészt
tobb mérési i1dot jelent. Természetesen meg kell emliteniink, hogy a fenti informacio-
szerzési folyamatot csak abban az esetben tudjuk megfeleld pontossaggal és
precizitassal elvégezni, amennyiben a mintavételiinket megfeleld reprezentativitas
jellemzi. Az 1. dbra azt mutatja, hogy milyen nagysagu hibat tudunk elkdvetni abban az
esetben, ha az analitikai vizsgalat valamelyik 1épését nem kielégitden végezzik.
Lathat6, hogyha a reprezentativ mintavételt, vagy a mintaelokészitést nem megfeleld
modon végezziik, abban az esetben mar a miiszeres analitikai méréssel nem javithatunk

a mérési eredmények pontossagan, vagy precizitasan.

Analitikai 1épések A hibak lzecsult
nagysaga
tudomanyos problémafelvetés, = "adattemetd"-t
szakemberekkel valé megbeszélés, eredményezhet
vizsgalatok beallitasanak
megtervezese,
szamitasok alkalmazasa
U
reprezentativ mintavétel = <1000 %
U
mintaelokészités = 100-300 %
. fizikai
mosas, szaritas,
homogenizalas
Il. kémiai
hamvasztas, roncsolas,
koncentralas, speciaciod
U
muszeres analitikal mérés = 2-20 %
U
adatok értékelése, = <50 %
tudomanyos problémamegoldasa

1. abra A multielemes kémiai analizis egyszeriisitett folyamatabraja

(Markert, 1992)
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Az 1. abrabol az is lathato, hogy a miiszeres analitikai mérés hibaja a legkisebb a mérési
folyamat soran, ebben a jegyzetben viszont éppen ennek a pontnak a részletezését
vallaltuk az é€lelmiszer vagy élelmiszer alapanyag mintdk vizsgalatahoz. Ezenkiviil azt
is meg kell emliteniink, hogy ebben a jegyzetben, a gyakorlati jelentoségét tekintve,

csupan a fontosabb rutin modszerek targyalasara van lehetdségiink kitérni.
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2. Az analitikai modszerek csoportositasa

Az alkalmazott analitikai moédszer esetén els6 korben azt kell eldoénteniink, hogy
klasszikus vagy miiszeres analitikai modszert szeretnénk alkalmazni. A Klasszikus
analitikai modszerek, mas néven a nedves-kémiai modszerek, a muszeres analitikai

modszereket idében kozel egy évszazaddal vagy még tobbel el6zték meg.

Klasszikus analitikai modszerek

Az analitikai kémia korai idOszakaban, a legtobb elemzést a minta analizalando
komponenseinek  (analitoknak) az  elvalasztasaval — végezték, mely soran
csapadékképzddést, extrakcidt vagy desztillaciot alkalmaztak. Az elvalasztott
komponenseket ezutan, a kvalitativ elemzések kivitelezéséhez, valamilyen egyéb
reagenssel kezelték, amely segitségével olyan kémiai reakciot alkalmaztak, mely vagy
szines vegyiiletet eredményez, vagy a forraspontjat vagy az olvadaspontjat, vagy €ppen
azok oldhatosagat valtoztatja meg, tovabba olyan reakciokat is alkalmaztak, melyek
kiilonbozoképpen érzékszervekkel (pl. szag alapjan) azonosithatdé gazokat érzékelhetd
gazokat eredményeznek, vagy éppen azok optikai sajatsagat, vagy forgatoképességét
tudjak megvaltoztatni. Az analizdlandé komponensek kvantitativ elemzéséhez (relativ
vagy abszolit koncentracidjanak a meghatarozasahoz), amennyiben klasszikus
analitikai modszerrel szeretnénk megelemezni, ugy gravimetrias (tdmegszerinti) vagy
térfogatos (térfogatszerinti) elemzési modszert alkalmazhatunk. A gravimetrias
méréseknél, az adott minta analizdlanddo komponense koncentraciojanak
meghatdrozasat, a vizsgdland6 komponens tomegvaltozadsira vagy az adott
komponenssel képzett csapadék tomegének mérésére vezetjiik vissza. A térfogatos, mas
néven titrimetrias eljarasok esetén, az analizaland6 komponenst (analitot) oldat fazisban
reagaltatjuk a mérdoldatban 1évd reagenssel és a mintaban 1évé komponens Osszes
mennyiségével vald reakcio utan a mérdoldat fogydsdbol (sztdchiometriai
mennyiségével aranyos értékbol) szamoljuk ki a koncentraciot. Ezeket a klasszikus
analitikai modszereket mind a vizsgalandd komponensek elvalasztasara, mind azok
meghatarozasara egyarant, még a mai napig hasznaljak szamos laboratériumban. E
modszerek altalanos alkalmazasa azonban egyre inkabb csokken és az egyre fejlettebb,
egyre kényelmesebben alkalmazhato miszeres analitikai modszerek fokozatosan

kiszoritjak azokat.
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Miiszeres analitikai modszerek

A huszadik szazad elején, a tudosok egyre inkabb elkezdték kihasznalni a kiilonbozo, a
mérendé komponensek foként fizikai tulajdonsagaiban rejlé lehetéségeket, amelyekkel
egyre fejlettebb miiszeres analitikai modszereket dolgoztak ki és ezek segitségével
szamos, a klasszikus modszerek analitikai problémajara talaltak sikeres megoldasokat.
llyen fizikai tulajdonsagok példaul, melyeket a mennyiségi analizisekre kezdték
hasznalni, a vezetoképesség, az elektrod potencial, a fényabszorpci6 vagy a
fényemisszio, a fluoreszcencia és a tomeg-t6ltés arany. Tovabba, nagyon hatékony
kromatografias és elektroforetikus technikakkal kezdték helyettesiteni a desztillacios, az
extrakcioés €s a csapadékképzésen alapuld, nagyon komplex matrixszal rendelkezd
¢lelmiszer és élelmiszer alapanyag mintdk, analizdlanddé komponensei keverékének,
minéségi vagy mennyiségi meghatarozasat megel6z6 elvalasztasat. A fentiekben
megfogalmazott 4j mddszereket, melyek a kiillonb6z6 komponensek elvalasztasara és
meghatarozasara egyarant alkalmasak, 0Osszefoglald néven miszeres analitikai
modszereknek nevezziik. Meg kell emliteni még, hogy az utobbi idében a szdmitogép-
¢s az elektronikai-ipar nagyaranyu fejlodése nagymértékben hozzajarul a modern

miiszeres analitikai modszerek jelentds fejlddéséhez, elterjedéséhez.
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3. Az analitikai modszerek teljesitményjellemzoi

Az analitikai mddszerek teljesitményjellemzdi koziil a legfontosabbak a szelektivitas,
specifikussag, a zavartiirés, a méréstartomany, a linearitas, az érzékenység, a kimutatasi

hatar, a meghatarozasi hatar, a pontossag ¢€s a precizitas.
3.1. Szelektivitas és specifikussag

Egy analitikai modszer szelektivitasa, amely kvalitativ fogalom, azt jelenti, hogy az
analitikai modszer milyen mértékben képes az adott komponens meghatarozasara, a
mintamatrixban taldlhat6 egyéb zavard alkotok jelenlétében. A gyakorlatban ez azt
jelenti, hogy akkor szelektiv egy modszer, ha a mért jel tobbnyire az analizdlando
komponenstdl szarmazik és a mintamatrix egyéb komponensei csak kisebb mértékben
jarulnak hozzd a mért valaszjelhez. Abban az esetben, ha az analitikai mérés nem
megfelelden szelektiv, ugy az alkalmazott mintael6készitd moddszerrel lehetséges a
mintamatrix zavard hatdsat csokkenteni és szelektivebbé tenni. Az dsvanyvizek Gsszes
sotartalom mérésére alkalmazott vezetOképesség mérés példaul nem nevezhetd kozel
sem szelektivnek, viszont egy atomspektrometrids (pl. atomabszorpcids spektrométer)

mérés viszonylag jo szelektivitdsinak nevezheto.

Azt a modszert, amely egy meghatdrozanddé komponensre, vagy a komponensek egy
csoportjara tokéletesen szelektiv, specifikusnak nevezziik. Ebben az esetben a
szelektivitasnak egy idedlisan szélsdséges esetével van dolgunk, ezt nevezziik
specifikussdgnak. Mivel a gyakorlatban a mintamatrix kisebb-nagyobb mértékben
mindig befolyasolja a mérendé komponens valaszjelét, igy kijelenthetjiik, hogy teljesen

specifikus analitikai modszer nem 1étezik.
3.2. Zavartiirés

Az analitikai modszernek az egyik legfontosabb sajatsdga a zavartlirés, mas néven az

eszkoz- és kornyezetallosaga.

Az analitikai modszer zavartlirését (eszkozallosagat) tgy allapitjuk meg, hogy

szandékosan megvaltoztatjuk a mérés koriilményeit €s szamitjuk a pontossagot és a
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precizitast. Majd ezek utan meghatarozzuk az egyes paraméterek azon alkalmazhatosagi

tartomanyait, amelyeknél a pontossag ¢és a precizitas gyakorlatilag valtozatlan.

Az analitikai modszer zavartiirését (kdrnyezetallosagat) ugy hatarozzuk meg, hogy a
vizsgalt modszert hasznaljuk tobb laboratériumban, ahol kisebb-nagyobb mértékben
eltérd mérési koriilményeket alkalmazunk (pl. a vizsgélatot végzd eltérd személy,
eszkoz, hdmérséklet stb.), majd meghatarozzuk a mérési eredmény reprodukéalhatosagat,
(lasd késobb) szorasat. A szoras értékébol kovetkeztethetliink arra, hogy a vizsgalt

analitikai modszer zavarttirése (kornyezetallosaga) megfelelo-e.
3.3. Méréstartomany

Az analitikai modszer méréstartomanya, a mérend0 komponens azon koncentracio
tartomédnya, amely zart intervallumban az adott komponens kielégité (eldirdsokban
rogzitett) pontossaggal és precizitdssal elemezhetd. A modszer méréstartomanyat a
mérendé mintdk komponensei varhatd koncentracidja alapjan kell meghatdroznunk,
azaz ugy kell meghataroznunk a kalibracids tartomanyt, hogy az alkalmazott kalibracios

crer

részletezését lasd a késObbiekben).
3.4. Linearitas

A kalibracios gorbe linearitasan azt értjiik, hogy a koncentraci6 és az analitikai valaszjel
kozott, az adott koncentraciotartomanyban, az 6sszefliggés egyenessel kozelithetd. Ezt a
koncentraciotartomanyt a mérégdrbe un. linearis tartomanyanak nevezziik. A lineéris
méréstartomanyt standard mintdk elemzésével hatarozzuk meg. A koncentracio-
valaszjel adatparokra, a legkisebb négyzetek moddszerével szamitjuk az illesztett

kalibracios egyenes egyenletét (1).
y=m-x+b 1)

ahol
y: vélaszjel
m: meredekség
x: koncentracio
b: tengelymetszet
A 2. abran az m=4,87 és a b=68,6.
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3000
v =4,87x + 68,6
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2. abra Kalibracios egyenes illesztése
(megjegyzés az abrdhoz: a valaszjel mértékegységének jelentése: cps=counts per

second, azaz belitésszam per masodperc)

Végiil meghatarozzuk, hogy mely koncentraciétartomanyban tekintjiik linedrisnak a
kalibraciot. Altalaban abban a koncentricidtartomanyban tekintjiik linearisnak az
Osszefliggést, ahol az illesztett és mért értékek eltérése nem nagyobb mint 10%. A
linearis méréstartomany felsd hatarat a nemzetkozi szakirodalom LOL mozaikszoval

jeloli (4. abra). Az LOL mozaikszo6 a Limit of Linearity angol kifejezést jeldli.
3.5. Erzékenység

Az érzékenység (S=sensitivity) a kalibracios egyenes meredeksége (a 2. abran, mint
példan, az érzékenység S=m=4,87), masként megfogalmazva az érzékenység az
egységnyi koncentraciovaltozasra esO valaszjel valtozas. Ha altaldnossagban szeretnénk
definidlni az érzékenységet, akkor az érzékenység az analitikai valaszjel koncentracid
szerinti derivaltja (2. egyenlet). Ezek szerint, ha a kalibracids gorbe egyenes, akkor a
mérés érzékenysége a kalibracios gorbe meredeksége. Abban az esetben, ha a
kalibraciés gorbe nem egyenes, akkor nem egy tartomanyra, hanem csak egy pontra
tudjuk megadni az érzékenységet, mégpedig az érzékenység az ahhoz a ponthoz huzott

érint6 egyenes meredeksége (tga) (2) (3. abra).
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dv
m=tgue=58=—

dc 2

ahol
S: kalibracids gorbe adott ponton vald érzékenysége
V: valaszjel (a 2. abréan y)

c: koncentracio (a 2. dbran x)

12000

10000 P -

8000 s

valaszjel (cps)

v = -0,0003x2+ 3,43x + 124,72
2000 4"

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
koncentracio (mg/l)

3. abra Az érzékenység meghatarozasa nem linearis 6sszefiiggés esetén

3.6. Kimutatasi hatar

A kimutatési hatar szamitasanak kétféle megkozelitési modja 1étezik mind a hazai, mind
a nemzetkozi szakirodalomban. Az egyik megkozelités szerint, egy analitikai modszer
kimutatasi hatar (DL vagy LOD vagy ck) (DL=Detection Limit, LOD=Limit of
Detection) az a koncentracido érték, amelynek mérésekor kapott vélaszjel mar
egyértelmilen  megkiilonboztethetd a  hattér  valaszjelétél. Mas  szavakkal

megfogalmazva, a vakminta szordsanak haromszorosahoz tartozd koncentracid érték

(3).

3-svak

ck S 3)

ahol
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C«: kimutatasi hatar

Svak: vakminta (a mérend6 komponenst nem tartalmazé minta) jelének szorasa

S: érzékenység
Ez utobbi megfogalmazas viszont csak abban az esetben igaz, ha vakérték korrekciot
alkalmazunk a kalibracios gorbe megszerkesztése elott. A masik megkozelités szerint
viszont, ha nem hasznalunk vakérték korrekciot, ezt nevezhetjiilk altalanos
megfogalmazasnak is, akkor az elméleti kimutatasi hatar (cx) egy adott komponens azon
koncentracioja, amelyhez tartoz6 valaszjel értéke megegyezik a vakminta valaszjelének
és a vakminta valaszjel haromszoros tapasztalati szoérasanak (30) (0=syk=SD)

Osszegével (4).
VE=V,+3-svak (4)

ahol
Vy: a kimutatési hatdrhoz (ck) tartoz6 valaszjel
Vy: a vakminta valaszjele

Svak: @ vakminta (a mérendé komponenst nem tartalmazo minta) jelének szorasa

Abban az esetben viszont, ha a kalibracios gorbe tengelymetszete elhanyagolhato, akkor

a 3. egyenlet alapjan szamolhatjuk a kimutatasi hatart.
3.7. Meghatarozasi hatar

A meghatarozasi hatar (QL vagy LOQ) (QL=Quantitation Limit, LOQ=Limit of
Quantitation) az a legkisebb koncentracio érték, amely az adott modszerrel még
elfogadhato precizitds és pontossag mellett hatarozhaté meg. A 3.6. Kimutatasi hatar
fejezetben megfogalmazott ismereteket itt is alkalmazhatjuk a meghatarozasi hatar
szamitasa sordn, viszont a gyakorlatban, ebben az esetben az ,.elfogadhato” szintet, a
kimutatasi hatdr 3. egyenletben alkalmazott 3c helyett, a meghatirozéasi hatar

egyenletéhez 10c-t alkalmazunk (5):

10 - svak
S (5)

cm =

ahol

Cm: meghatdrozasi hatar
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Svak: vakminta (a mérendd komponenst nem tartalmaz6 minta) jelének szordsa

S: érzékenység

A 3.6. fejezet végén targyalt megfontolasok figyelembe vételével, ha a kalibracids gorbe
tengelymetszete nem hanyagolhatd el, akkor nem az 5. egyenlet alapjan szdmoljuk a
meghatarozasi hatart, hanem a kimutatdsi hatar szdmolasanak 4. egyenletéhez
hasonldéan, egy adott komponens meghatarozasi hatara azon koncentracio érték,
amelyhez tartozo valaszjel értéke megegyezik a vakminta valaszjelének és a vakminta

valaszjel tizszeres tapasztalati szorasanak (10c) 6sszegével (6).
Vm =V, + 10 - svak (6)

ahol
Vm: @ meghatarozasi hatarhoz (cy) tartozé valaszjel
Vy: a vakminta valaszjele

Svak: @ vakminta (a mérendé komponenst nem tartalmazo minta) jelének szorasa

A fentiekben targyalt informéciok néhany pontjanak illusztralasat mutatja a 4. abra,

melyen egy kalibracios gorbe legfontosabb jellemz6 pontjai lathatok.

A 4. abran talalhat6é angol mozaikszavak jelentése:

DL.: Detection Limit LOD: Limit of Detection
QL: Quantitation Limit LOQ: Limit of Quantitation)
LOL: Limit of Linearity

14000
LOL
12000 i//
—~ 10000
< /]
A
r— 8000 AV V,-V. dv
2 6000 / : )
= & "
S 4000 LOQ S=érzékenység
LoD J' /
2000 4|
0 r T T >
0 1000 2000 3000
koncentricio (mg/l)
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4. abra A kalibracios gorbe legfontosabb jellemzo pontjai

3.8. Pontossag

A modszer pontossaga (mas néven helyessége vagy torzitatlansaga) azt fejezi ki, hogy a
mérési eredmény a mérendd0 mennyiség valodi értékéhez milyen kozel esik.
Meghatarozdsa olyan anyaggal torténhet, mely mérendé6 komponensének a
koncentraciojat ismerjiikk, példdul egy megbizhaté referenciaanyag analizisével
végezhetjiik. Ha megfeleld referenciaanyag nem 4all rendelkezésre, akkor a pontossag
értékét ugy is kozelithetjiik, hogy a mintahoz a mérendé komponens, mint standard
anyag ismert mennyiségét adjuk (a komponens koncentracidjaval megegyezd
nagysagrendben) és meghatarozzuk az addicio el6tti és utani koncentracio6 értéket, majd
szamitjuk a vart koncentracié kiilonbséget. Ezt a moddszert nevezziik spiking-nak
(magyarul esetleg nevezhetjik ,adalé¢kolasnak™), melyet végezhetink a
mintael6készités elott és a mintaelokészitést kovetben, azaz az analitikai mérést
megeldzden. Elsd esetben a mintaelOkészités és a mérés pontossagat egyiitt tudjuk

becsiilni, mig a masodik esetben csupan az analitikai mérdmodszeriink pontossagéra

tudunk kovetkeztetni.

A pontossag becslésének egy masik elfogadott mddszere, hogy vagy maés analitikai
eljaras(ok) eredményével hasonlitjuk 6ssze, vagy laboratériumok kozotti kdrvizsgalatok
eredményei Osszehasonlitasaval szamitjuk a vizsgalt analitikai modszer pontossagat. A

pontossag a rendszeres hiba kifejezdje.

Természetesen egy modszer eredménye annal pontosabb minél kisebb hibaval terhelt. A
pontossdg mennyiségi megadasakor altalaban a valodi értékre vonatkoztatott relativ
hibat (%) adunk meg. Nézziink egy példat: ha a valddi koncentracid érték példaul
10 mg/l, az analizis atlageredménye pedig 11 mg/1 lenne, akkor a relativ pontossag 10%

lenne.
3.9. Precizitas, megismételhetdség, reprodukalhatosag

Precizitas



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 19

A modszer precizitdsa az egymasutan, viszonylag rovid idétartamon beliill megismételt
(parhuzamos) vizsgalatok eredményei kozotti eltérés mértéke, amelyet rendszerint a
tapasztalati szorassal (7) fejezilink ki. Ez az érték szamolhatdo Microsoft Excel szorés (s)

fliggvényével a kovetkezOk szerint (7):

. Tix — x)?
_\ n—1) @)

ahol
S: SZOras

X: egyes mérési adatok

B

* mérési adatok atlagértéke

n: mérések szama

A 7. egyenletbdl lathatdé, hogy a mérések szaméanak ndvelésével csokkenthetd a

tapasztalati szoras értéke.

Mivel a szérasadatokat vizualisan is konnyebb Osszehasonlitani/atlatni, ha azok relativ
szorasat (s%) adjuk meg, ezért a kisérletek kiértékelésekor a legtobb esetben azokat
hasznaljuk és a kovetkezé modon szamitjuk (8):

s-100

50 = ——

X (8)

Az 5. abra a pontossag ¢és a precizitas fogalmanak megértését segiti, ahol a céltablaba
16vés példajat szokas emliteni. Az alabbi 4 db céltabla azt illusztralja, hogyan
helyezkedhetnek el a mérési adatok (lovések) a valddi értek (a céltabla kozepe)

kornyezetében.
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nem pontos €s nem preciz pontos €s nem preciz
®

5. abra Egy mérési médszer pontossaganak (accuracy) és precizitasanak

(precision) illusztralasa céllovésen keresztiil

Megismételhetoség

A mérési eredmények megismételhetdsége a precizitas azon fajtija, amely a mérendd
mennyiség ugyanazon feltételek kozott (mérési elv, mérési modszer, mérdszemély,
mérdeszkodz, helyszin, 1d6, haszndlati feltételek) megismételt mérései soran kapott

eredmények kozelsége.
Reprodukalhatosag

A mérési eredmények reprodukalhatosaga a precizitds azon fajtija, amely a mérendd
mennyiség legalabb egy megvaltozott feltétel mellett (mérési elv, mérési moddszer,
mérészemély, mérdeszkoz, helyszin, 1d6, hasznalati feltételek) megismételt mérései

soran kapott eredmények kozelsége.
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4. Szervetlen komponensek vizsgalati modszerei

4.1. Kalibracio, standard addicio, belsé standard
4.1.1. Kalibraciés médszer

A klasszikus analitikai modszerek abszolut elemzési modszerek (tehat nem igényelnek
elézetes standard mintdk alkalmazésat), a miszeres analitikai modszerek tobbsége (a
jegyzetben alkalmazott Osszes részletezett modszer) viszont relativ. médszernek
tekintheté. Ez utobbi azt jelenti, hogy a mintak analitikai mérését minden esetben meg
kell, hogy elézze egy kalibracios tevékenység, mely folyamat soran, (a meghatarozando
komponens fizikai és fizikai-kémiai sajatsagainak koszonheten), a mérendd

komponens koncentracioja és a miiszer valaszjele kozotti 0sszefliggést hatarozzuk meg.

ugyanolyan koriilmények kozott mérjiikk meg, azaz hatdrozzuk meg a fenti dsszefiiggést
¢s alkotjuk meg a kalibracios gorbét, amely az analitikai késziilék valaszjelét, vagy egy
abbol kozvetleniil szarmaztatott mennyiséget 4abrazolja a mérendd komponens
koncentracidja vagy anyagmennyisége fliggvényében. A kalibracids gorbe felvételét
kalibracios gorbe alakja az alkalmazott analitikai miiszertdl fiiggden kiilonb6z6 lehet. A
kalibraciés megfeleltetésnél a legfontosabb, hogy egyértelmli legyen az Osszefliggés,
egyre nagyobb, monoton ndvekvd valaszjelet kapjunk, valamint egy koncentraciod
értékhez csak egy valaszjel tartozzon. Amennyiben a gyakorlatban széles koncentracio
tartomanyt kivanunk feldlelni (praktikus okok miatt), tigy telitési jellegli gorbét fogunk
kapni. Mivel bizonyos miiszeres modszereknél a gorbe kezdeti (relative kis
koncentracioknal) és a telitési szakaszan (relative nagy koncentracioknal) az
érzekenység kisebb (egyre csokken), ezért rutin elemzési mddszereknél, nem szabad

tulzottan nagy koncentracio tartomanyt valasztanunk.

A kiilonboz6 késziilékforgalmazok a mérési modszerek tobb nagysagrendnyi (3-10)
linedris méréstartomanyat szoktdk eldadasok alkalmaval bemutatni és elényben

részesiteni. Ez  viszont sok esetben félrevezetd, mert a  bemutatott
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koncentraciotartomanyban, linearis egyenlet illesztésével, nem érhetd el kielégitd
helyesség és precizitds. Ez viszont nem jelenti azt, hogy ezek a miszeres analitikai
méromodszerek ne lennének alkalmasak tobb nagysagrend egyideji atfogéasara, csupan
azt kell megérteniink, hogy nem feltétleniil kell elsdfokti egyenletet alkalmaznunk,
hanem kiilonb6zo foku polinomok (masodfok, harmadfok) illesztése jobb illeszkedésii
kalibracios gorbét eredményez. A kiilonbozd analitikai késziilékek szamos vezérld és
kiértékeld szoftvere lehetOséget teremt arra is, hogy ne csak linearis, vagy masodfoku
gorbét lehessen illeszteni a mért standard pontokra, hanem egyéb matematikai
Osszefliggés (pl. logaritmikus, exponencialis stb.) is alkalmazhato. Miutan abrazoltuk a
kalibral6 gorbét és kiszamitottuk a korrelacids koefficienst (r), eldonthetjiik, hogy ez-e a
legjobban illeszkedd gorbe, amit valaszthatunk/hasznalhatunk. A mért standard
pontokra legjobban illeszkedd kalibralo gorbe annak alapjan valaszthatd ki, hogy
melyik illesztett egyenlet korrelacids koefficiense (r) (vagy annak négyzete: 12, 6. dbra)
kozeliti meg leginkabb az 1 értéket. Altaldban a masod- vagy harmadfok elegend6 a
megfeleld illeszkedésii gorbe kivalasztdsahoz. Mas tipust gorbe alkalmazasa altalaban

nem indokolt.

A korédbbi vizsgalatok tapasztalatai alapjan megallapithatjuk, hogy az élelmiszer ¢és
¢élelmiszeralapanyag mintak kiilonb6zd komponensei széles koncentraciod tartomanyban
talalhatok, ez alapjan elmondhat6, hogy a rutinmodszerekben mért szervetlen
komponensek vizsgalatara altaldban minimum harom nagysagrendet atfogo6 kalibracid

sziikséges. A kalibracios standard oldatok koncentracidjanak ¢és szamanak az

eldontéséhez a kovetkezd megfontolasokat vehetjiik figyelembe:

- minél tobb mérési pontbol all a kalibracios gorbe, annal pontosabb a koncentracio-

valaszjel kozotti sszefliggés

- mivel a koncentracié csokkenésével exponencidlis fliggvény szerint romlik a mérés
precizitasa, ez azt sugallja szamunkra, hogy a kalibracios gorbe leirasara nem az
ekvidisztans standard oldat koncentraciok (pl. 0, 10, 20, 30, 40, 50) a
legmegfeleldbbek

- a kalibracidos gorbe pontossagat javithatjuk, ha a kisebb koncentraciok felé

végezziik a kalibracios mérési pontok szamanak a novelését (6-7. dbra)
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- mivel elétanulmanyok alapjan megallapitottuk, hogy tobb nagysagrenden keresztiil

altaldban nem az egyenes egyenlete a legmegfelelobb a kalibracios gorbe

illesztésére. Kovetkezésképpen az elemtartalmak meghatdrozasdhoz az elsé-,

masod- ¢és harmad-fokili polinomok vizsgalata utan a legjobban illeszkedd

polinomot kell kivalasztani a mintak rutin analiziséhez (6-7. dbra).
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6. abra A magnézium kalibracios pontok mérési adatai (ICP-OES) és azok

kiilonb6z6 taga polinommal valé illesztése (0-500 mg/d m® koncentracié tartomany)
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7. abra A magnézium kalibracios pontok mérési adatai (ICP-OES) és azok

kiilonb6z6 tagu polinommal valé illesztése (0-25 mg/dm3 koncentracio tartomany)

A fenti megaéllapitasok igazolasara mutatjuk be példaként a magnézium kalibracios

crer

crer
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figyelembe vételével a kovetkezOképpen allitottuk Ossze: meghataroztuk a kalibracios
fenti szempontok, tovabba a standard oldatok elkészitéséhez rendelkezésre allo kalibralt
laboreszk6zok (pl.: lombikok, pipettak) térfogatanak figyelembe vételével a kovetkezo
szazalékban kifejezett higitasokat szamitottuk ki: 0 % (standard vak oldat), 0,04 %,
0,08 %, 0,2%, 0,4 %, 1%, 2%, 4%, 10 %, 20 %, 50 %, 100 %. A ,vak oldat”

kifejezést ujabban ,hattéroldat”-ként is szoktak nevezni.

Ennek megfeleléen a 6-7. dbran példaként bemutatott magnézium kalibracidés gorbe
standard oldatai mg/dm® mértékegységben kifejezett valés koncentracioi a kovetkezok
voltak: 0, 0,2, 0,4, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 250, 500 mg/dm®.

crer

A 6. dbra a magnézium 0-500 mg/dm® koncentracié tartoményban valo kalibracidjat
mutatja be. A 7. abran pedig ugyanennek a kalibracios gorbének az also része lathatod
,Kkinagyitott” formaban. Az abrdkon a fekete pontok a mérési eredményeket jelzik. A
6. abran az elsé-, masod- ¢és harmadfoku polinomokat, a 6. és 7. abrakon pedig az

illesztett egyeneseket/gorbéket tiintettiik fel.

Mind vizualisan, mind az R? értékébdl jol lathatd az illeszkedés josdga. A 7. abran
szemmel is jol lathato: a kalibracids pontokra egyenes illesztése komoly hibaval terhelt,
a kis koncentraciok felé haladva a kalibracids gorbe illesztésének hibajabol adoddan
akar tobb szaz szazalékos hibat is okozhatunk. Az elemek kalibracios pontjaira azonban
nem minden esetben a harmadfokti gorbe a legmegfelelébb. A legjobban illeszkedd

kalibracios egyenletek kivalasztasa alapos vizsgalatot igényel.

Megjegyezziik, hogy a vizsgalando elem és a detektalando fény intenzitasa kozott, — az
analitikai kézikdnyveknek és tankonyveknek megfeleléen — nagy valoszintiséggel kozel
linedris az Osszefiiggés a kiilonboz6 optikai és foként elektronikai elemek azonban
jelentdsen befolyasoljak a ,.detektalt” fény intenzitdsat. A kalibracidés gorbe felsd
tartomdnyaban, a nagy intenzitdsok vizsgéalatanal a fotoelektron-sokszorozo telitddése
Iéphet fel. Az als6 tartomanyaban, a kis fény intenzitdsokndl viszont nagy
valoésziniiséggel a fényszorodas ill. a kis vonalintenzitidssal Osszemérhetd hattér nem
kielégité korrekcidja jatszat szerepet, tovabba az, hogy a fotoelektron-sokszorozok

kvantum hasznositési tényezdje is megvaltozik az intenzitas csokkenésével.
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A mintdk mérésekor akkor varhatdé megfeleld pontossdgi eredmény, ha a fentiekben
részletezett kalibraciés standard oldatokat a matrixillesztés (matrix matching)
modszerével készitjiik. Ez azt jelenti, hogy igyeksziink biztositani azt, hogy az
alkalmazott standard oldatok matrixa a lehetd legnagyobb mértékben egyezzen meg a
vizsgalandé minta matrixaval. Ezt ugy érhetjiik el leginkabb, ha mind a mérendd
komponensek koncentraciojat, mind a mintaeldkészités soran kapott minta matrixat
probaljuk ,,utdnozni” a standard oldatok matrixa kialakitasa soran. Ez vonatkozik az
¢lelmiszer mintdk matrixdban taldlhatdé nagyobb koncentracidban 1évé elemek
koncentraciojara (pl. sok esetben nagy mennyiségii Ca, Mg, K, Na stb.). Bonyolult vagy
ismeretlen matrix, mint a legtobb élelmiszer minta esetén viszont nem lehetséges a

tokéletes matrixillesztés megvaldsitasa.
4.1.2. Standard addiciés modszer

Ha az analitikai mérés soran, valamilyen jelenlévé komponensnek jelcsokkentd vagy
jelndveld zavard hatasa van, akkor alkalmazhatunk egy olyan Un. standard addicios
modszert, amely ezt a zavaré tényez6t megsziintetni (eliminalni) vagy legalabbis
nagymértékben csokkenteni képes. A standard addicids eljards is egy lehetséges
kalibracios moddszer. Ezt a modszert akkor alkalmazhatjuk, ha pontosabb eredményt
szeretnénk elérni, mint amit a minta matrixa normal (kiilsd) kalibraci6 esetén lehetové
tesz. A minta matrixdnak tekintlink minden a mérenddn kiviili 6sszes komponenst. Ha
ezek az egyéb komponensek Osszessége, vagy csupan egynéhany komponense
valamilyen modon noveli vagy csokkenti (azaz zavarja) a mérendé komponens mért
jelnagysagat, akkor lehetdségiink van a standard addicios eljards alkalmazaséaval
pontositani a mérés eredményét. Ilyen mddszer hasznéalatakor fontos feltétel, hogy a
mért jel linedrisan valtozzon a mérendd komponens koncentracidjaval,
anyagmennyiségével, tovabba tobb mint 20%-kal ne valtozzon a kalibracids gorbe
meredeksége (azaz az érzékenység), valamint spektralis zavard hatasoktol
(interferenciaktol) mentes legyen. A maddszer kivitelezése soran, eldszor megmérjik a
komponens koncentraciojanak kb. 33%-at, 66%-at és 100%-at adjuk (8. abra) és azok
valaszjelét is meghatarozzuk az alkalmazott késziilékkel. A kapott koncentracio-
valaszjel adatparokat abrazoljuk a 8. abranak megfeleléen, ahol az x-tengelyen a

mintdhoz hozzdadott elemtartalmak taldlhatok, mig az y-tengelyen az addiciot
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megeldzden és az addiciot kovetden kapott valaszjelek. A normal mérési modszerhez
képest pontosabb koncentracid értéket az x-tengely és a kalibracidés egyenes metszete
adja, amely egyenest a legalabb 3 vagy 4 mért pont 0sszekotésével kapjuk. A kivitelezés
soran ligyelni kell, hogy a mért oldatok ne higuljanak nagymértékben, amelyet példaul
ugy kiiszobolhetiink ki, hogy viszonylag tomény standard oldatot hasznalunk a
komponens addiciondlasdhoz, igy csak igen kis (a minta térfogatdhoz képest elenyészd)
térfogatok hozzaadasara van sziikség. Természetesen ez a modszer mind eldnyokkel,
mind hatranyokkal rendelkezik. Eldnyként kell megemliteni, hogy hasznalataval

bizonyos zavar6 hatasok kikiiszobolésén keresztiil pontosabb koncentraciot eredményez
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(ez volt a célunk), mig tobb hatrany is felmeriil a hasznalataval. Ilyen példaul, hogy a
fentiek miatt id6- és mintaigényes, tovabba az elemzési koltségek miatt jelentds
koltségtobblet (3 minta hdromszoros, 4 minta négyszeres koltség) jellemzi. Ezért a
felhasznalok a legtobb esetben csak kis mintaszam esetén élnek a standard addicios

eljaras lehetdségével.

8. abra Egy standard addiciés modszer kalibracios gorbéje

A fentiekben részletezett eljards végén ugy torténik az eredmény (az x-tengely és a
kalibracios egyenes metszete) kiszamitdsa, hogy a legkisebb négyzetek moddszere
segitségével egyenest (y=m-x+b) illesztiink a mért adatparokra, meghatarozzuk annak
meredekségét (lasd a 4. abranal), majd az y=0 értéket (mivel a tengelymetszetnél y=0)

behelyettesitjiik a kapott egyenes egyenletébe €s kiszamitjuk a koncentraciot.
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4.1.3. Belso standard modszer

A Dbels6 standard modszer valojaban nem egy kiilon kalibracios moddszerként
hasznalatos, a jegyzetben viszont itt a kalibraciés technikak kozott targyaljuk, mivel a
normal kalibracioval mérheté eredmények pontossagat tudjuk nagymértékben javitani a
technika hasznalataval. Az alkalmazasdval mind a minta matrixatdl mind a késziilék
paraméterei valtozasabol eredé un. ,késziilék cstszasbol” eredé hibakat tudjuk
csokkenteni. Ezek k6zott a matrixhatastol szarmazo hibak kozott kell megemliteni a
mintabeviteli hatasfok, a transzport folyamatok ¢és az ionizacids folyamatokat
befolyasold (pl. a konnyen ionizalhaté elemek) hatasok valtozasatol szarmazo zavard

tényezoket.

A bels6 standard modszer folyamata a kovetkezd: minden egyes oldathoz (standard- és
mintaoldatokhoz, a vak mintdhoz is) hozzaadunk egy vagy tobb olyan anyag, elem (ezt
nevezziikk belsé standardnak) ismert és megfelelden nagy mennyiségét, amelyet a
mintank vagy nem, vagy elhanyagolhatdé mennyiségben tartalmaz. Lényeges szempont,
hogy a valasztott belsd standardként hasznalt oldattal ne szennyezddhessen el a minta, a
mintaelOkészitésnél ne keriilhessen bele a belsd standardként valasztott elem(ek), ne
okozzon spektralis zavarast a mérendd elemeken €s rajta se 1épjen fel spektralis zavaras,

tovabba ne 1dézziink el6 karos kémiai reakciot.

A késziilekek és a mérést vezérld szoftverek altalaban lehetdséget nyujtanak minden
egyes mérendd elem - belsd standard par beallitasara. Egyes vezérldszoftverek (pl. ICP-
MS szoftverek, lasd késobb) lehetové teszik azt is, hogy egy mérendd elem
meghatarozasa soran tobb belsd standardot (izotopot) is figyelembe vehessiink
egyszerre. Abban az esetben, ha a mérendd izotop tomeg/toltés (m/z) értéke a két
valasztott belsd standard m/z értéke kozé esik, akkor a szoftver interpoldl, tehat a
korrekcid soran attdl fiiggden, hogy melyikhez van tomeg szerint kdzelebb, azzal
aranyosan nagyobb mértékben, sulyozottan korrigdlja az intenzitasvaltozast. Olyan
esetben, ha nem a két belso standard elem m/z értéke kozé esik a mérendo elem adott

izotopjanak m/z értéke, csak azzal a bels6 standarddal korrigal, melyhez kdzelebb esik.

A megfeleld mérendd elem - belsd standard par kivalasztasa rendkiviil fontos, mivel ha
nem jol valasztjuk ki, akkor szélsdséges esetben még ellenkezd irdnyu eredmény (még

kisebb pontossag) is elérheté. A legfontosabb szempont, hogy a valasztott parok
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viselkedésiikben hasonld sajatsaguak legyenek. Feltételezziik, hogy a vizsgalandd
mintakban, a valasztott parokra vonatkozd érzékenység hanyadosa (a relativ
érzékenység) allando. Az ICP-MS kivételével viszonylag egyértelmii, hogy milyen
belsé standard kivalasztasa mutatkozik megfelelonek, viszont az ICP-MS-nél tobb
nézetet is vallanak a szakmaban jaratosak. Vannak, akik ugy gondoljak, hogy a kozeli
tomeg/toltés értéken talmenden fontos a hasonld ionizacids potencidl és kémiai
viselkedés is a megfeleld korrigalashoz, vagy van, aki fontosnak tartja az elsd és
masodik ionizacids potencial, entalpia, szabad energia, entropia, elektronegativitas €s az

oldatbeli toltés kapcsolatat a mérendd elem és a belsé standard kozott.

Osszefoglalva, a belsd standard kivalasztasanal a mérendé elemmel valé hasonlosagot
kell figyelembe venni, kiilonben nem megfelelé6 mértékben, legrosszabb esetben rossz

iranyba korrigal.

A kalibraciés gorbe abrazolasa soran az y-tengelyen a mérendo elem és a belsé standard
valaszjelének héanyadosa szerepel, az x-tengelyen pedig a mérendd elem (izotop)
koncentracioja talalhatdo (9. 4bra). A tovabbiakban a mérés és az eredmények

kiértékelése a 4.1.1. fejezetben részletezett elveknek megfelelden torténik.
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9. abra Kalibracios gorbe illesztése belsé standard alkalmazasaval

4.1.4. Izotophigitasos eljaras

Az ICP-MS technikaban (részletesen lasd késObb) alkalmazhat6 izotophigitasos eljarast

ugy tekinthetjiik, mintha egyszerre, egy tevékenységben 6tvoznénk a standard addicid
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¢s a belsd standard médszereket, ugyanis az addicionalt komponens (izotdp) a mérendd
elem mérésére hasznalt izotopjahoz képest, egy masik tdmegszamu izotdpja. Mivel
ennél a modszernél kiilonbozo izotopokat alkalmazunk, ezért ez a technika csak akkor

miikodik, ha a detektor alkalmas izotopok szelektiv meghatarozasara (pl. az ICP-MS).

A mintdban meghatidrozzuk a mérendd elem két izotopjanak mennyiségét és aranyat,
majd a mintdhoz az egyik izotop ismert mennyiségét addicionaljuk. Mivel ismerjiik az
addicionalt mennyiséget (tomegek), a koncentraciokat és az izotdparanyokat, az addicio

elott €s utan, a mérendod elem koncentracioja szamithato.

A hazai gyakorlatban viszont ennek alkalmazasa viszonylag korlatozott, amely foként

az addiciora alkalmas izotdp standard oldatok beszerzésének koltségébol szarmazik.
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4.2. Az optikai spektroszkopiai modszerek csoportositisa
Az optikai spektroszkopiai modszereket két nagy csoportra oszthatjuk:

1. Atomspektroszkopiai modszerek

2. Molekulaspektroszkopiai modszerek.

A 3. tdblazatban talalhat6 szdmos molekulaspektroszkdpiai modszer is, melyek koziil az
¢lelmiszer és élelmiszeralapanyag mintdk komponensei mindségi €s foként mennyiségi
meghatarozasara  leggyakrabban  alkalmazott  ultraibolya-lathatd  abszorpcios
spektrofotometriai modszer a jegyzet 4.3. fejezetében keriil részletesen targyalasra.
Mivel a jegyzet terjedelmi korlatai nem teszik lehetdvé az analitikai modszerek széles
korének a targyalasat, igy csupan a leggyakrabban alkalmazott mérési modszerek

bemutatasat végezzik el.

Az optikai spektroszkdpiai modszerek masik nagy és gyakorta hasznalt csoportjat az
atomspektroszkopiai modszerek képviselik. Az atomspektroszkdpiai mddszercsoportra
az jellemzO, hogy az analitikai informaciét a szabad atomok és szabad 1onok

elektrongerjesztésétdl szarmazo, éles vonalakbol all6 atomspektrum hordozza.

Az atomspektroszkopiai modszercsoportba szorosan héaromféle tipusu analitikai

méréstechnika tartozik (1. tablazat).

1. tablazat Atomspektroszkopiai modszerek

Atomspektroszkdopiai médszerek A mérés elve

1. Atomemisszids modszer fénykibocsatas

2. Atomabszorpciés mddszer fényelnyelés

3. Atomfluoreszcens modszer a megvilagito fény hatasara

kibocsatott sugarzas

Mivel az 1. tablazatban talalhatd atomspektroszkopiai modszerek majdnem lefedik a
mostanaban rutin eljarasban alkalmazott elemtartalmi vizsgalati modszerek nagy részét,
csupan az induktiv csatoldsu plazma tOmegspektrometria marad ki ezaltal a
csoportositas alapjan, amelyet egyébként egyre inkabb alkalmaznak mind hazai, mind

nemzetkozi élelmiszervizsgald laboratériumok, ezért a tomegspektrometriat is ide
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csoportositjuk, egy csokorban targyaljuk. Természetesen meg kell jegyezniink, hogy
addig, amig az atomspektroszkdpiai modszercsoportra az jellemzd, hogy az analitikai
informaciot a szabad atomok ¢&s szabad ionok elektrongerjesztésétdl szarmazo,
viszonylag éles vonalakbol 4all6 atom-, vagy ionspektrum hordozza, a
tomegspektrometridban viszont az elemzendd izotopok tomeg szerinti elvalasztasat
koveto, izotopok mennyiségének megszamlalasa torténik. Tehat a tomegspektrometria
szorosan nem tartozik, nem tartozhat az atomspektroszkopiai modszerek kozé. A fenti
megfontolas szerint az 1. tdblazatot, logikailag mddositva, a 2. tablazat mutatja be, mely
mar tartalmazza a tomegspektrometriat is. A jegyzetben, a tomegspektrometria egyre
novekvo elterjedésének, valamint jelentdségének koszonhetden, az atomemisszids €s

atomabszorpcids analitikai modszerekkel egylitt kertil targyaldsra.

2. tablazat Atomspektroszkopiai modszerek, kibovitve a tomegspektrometriaval

Atomspektroszkopiai mdédszerek A mérés elve

1. Atomemissziés (AES) modszer fénykibocsatas

2. Atomabszorpcios (AAS) moddszer fényelnyelés

3. Atomfluoreszcens (AFS) modszer a megvilagito fény hatasara

kibocsatott sugarzas

(Tomegspektrometriai modszer)

4. Tomegspektrometria (MS) tomeg/toltés

Az atomemisszids spektrometriaban (AES) (10. abra) termikus vagy elektromos energia
segitségével allitunk eld gerjesztett atomokat, vagy gerjesztett ionokat, amelyek
alacsonyabb energiaallapotba keriilve fényt bocsatanak ki, amely fénysugar

hullamhossza jellemz6 a meghatarozandé elem mindségére, mig ugyanezen fény relativ

crcr

Az atomabszorpcids spektrometridban (AAS) (11. abra) az analizalandd elemet
energiakozléssel (langban, vagy grafitkemencében) alapéllapoti szabad atomokka
alakitjuk, mely atomg6zon a vizsgalandd eclemre jellemz6 hullamhosszi fényt
bocsatunk at és mérjiik a fényintenzitas csokkenését. Az alkalmazott fény hullamhossza
az elem mindségét hatarozza meg, mig a fényintenzitas relativ csokkenése pedig

jellemzd az analizalandé elem relativ, vagy abszolit mennyiségére.
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11. abra Az atomabszorpcios spektrométerek elvi felépitése

Az atomfluoreszcens spektrometriadban (AFS) (12. dbra), hasonléan az atomabszorpcios
spektrometridhoz, szintén alapallapotu szabad atomokat allitunk eld. Tovabba ezeket az
atomokat szintén a vizsgalt elemre jellemzd hulldmhosszu fénnyel vilagitjuk meg,
viszont ebben az esetben, ezt a sugarzast nem a fényelnyelésre hasznaljuk, hanem ezzel
a fénnyel gerjesztjiik a mérendd atomot, majd a gerjesztett atomok altal kibocsatott
fluoreszcens fény relativ intenzitdsat mérjiik, amely ardnyos a mérendd elem

crer

jellemzd a meghatarozand6 elem mindségére.
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12. abra Az atomfluoreszcens spektrométerek elvi felépitése

Az elemtartalmi vizsgalatok teriiletén 30 éve jelent meg elséként az induktiv csatolasu

plazma tomegspektrometria (ICP-MS), mely manapsdg az egyik legnagyobb
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érzékenységgel bird analitikai moddszer. Az ICP-MS technikdban a vizsgalt elem
(izotop) ionjait allitjuk eld, amelyeket a tomegspektrométerbe vezetve, magneses vagy
elektromos térben az ionok tomeg/toltés (m/z) szerint kiiloniilnek el egymastol. Az adott
izotop tomeg-toltés aranya jellemzé az elem mindségére, mig a létrehozott ionnyalab

relativ intenzitasa ardnyos a meghatarozando6 elem relativ vagy abszolit mennyiségével.

—— —O

plazma tomegspektrométer detektor

13. abra Az induktiv csatolasu plazma tomegspektrométer elvi felépitése
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4.3. ULTRAIBOLYA-LATHATO ABSZORPCIOS
SPEKTROFOTOMETRIAI MODSZER

4.3.1. Elméleti hattér

A molekula vagy az atom alapallapota azt jelenti, hogy az elektronjai a legalacsonyabb
energiaszinten tartozkodnak ¢és akkor keriil gerjesztett allapotba (nagyobb
energiaszintre), ha megfeleld energiaji elektromagneses sugarzast abszorbeal (nyel el).
A gerjesztett molekula vagy a gerjesztett atom energiaszintjét pedig energia (foton)
kibocsatasa (emittalasa) kozben képes csokkenteni (nem feltétleniil az alapallapotig). Az
abszorbedlt, vagy emittalt sugarzasnak a hulldmhossza jellemz6 az anyagi mindségre
(mindségi analitikai informdacid), mig annak intenzitas valtozasa jellemz6 a vizsgalt

komponens relativ vagy abszolut mennyiségére (mennyiségi analitikai informacio).

A hétkdznapokban alkalmazott fehér fény kiilonboz6 hulldmhossziusaga sugarzas (fény)
keveréke. A spektroszkopiai vizsgélatokndl hasznalt fényt elézdéleg, hullamhossz
szerint, komponenseire kell bontanunk azért, hogy az analitikai vizsgalatokban
alkalmazhaté monokromatikus fényhez jussunk. A monokromatikus fény gyakorlatilag

egy nagyon sziik hulldmhossz tartomanyu fotonokat tartalmaz6 fénynyalab.

A mai rutin analitikai vizsgalatok kozott a spektroszkopiai modszereket és azon beliil az
ultraibolya-lathatdé  (UV-VIS=Ultraviolet-Visible) abszorpcios spektrofotometriai
modszereket, széles korben elterjedt, sot a legelterjedtebb vizsgélati mddszereknek
tekinthetjik. A rutin és kutatd laboratériumokban egyardnt megtaldlhatok az
ultraibolya-lathatd spektrofotométerek, mivel elterjedésiiket eldsegiti, hogy az
alkalmazasukhoz nélkiilozhetetlen szakértelem viszonylag egyszerlien és konnyen
megszerezhetd, tovabbd a mintaeldkészitéshez, valamint az analitikai vizsgalatokhoz

sziikséges miiszerezettség viszonylag alacsonyabb koltségek mellett beszerezhetd.

Az elektromdgneses sugarzas (3. tablazat), — amely hulldmhosszat tekintve a gamma
sugarzastol indul és az ultraibolya-lathatd spektrofotométerek szamara hasznalhatod
ultraibolya, lathatdé ¢€s kozeli infravords sugarzason keresztiill, egészen a
radidhullamokig tart — kolcsonhatdsba léphet a mintaval. Ez a kolcsonhatas lehet

abszorpcid (a vizsgalandé komponens fényt nyel el) vagy lehet emisszio (azaz a
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gerjesztett atomok vagy ionok energidt bocsatanak ki). Az elektromagneses sugarzas
tipusa, hulldmhossza és a kdlcsonhatas folyamatan alapuld spektroszkopiai modszerek a

3. tablazatban talalhatok.

3. tablazat Hullamhossztartomanyok és a spektroszkopiai modszerek

Hulldimhossztartomany Folyamat Spektl:OSZkOPIal
modszer
5103101 m ’ Mossbauer vagy
Gamma magatmenetek gammafluoreszcens
(0,5-10 pm) L
spektroszkopia
rontgen-emisszios,
rontgen-abszorpcios,
Rénteen | X-ra 10™M-10% m bels6 rontgen-
g y (0,01-10 nm) elektronatmenetek fluoreszcencias,
elektronmikroszondas
modszerek
(o 8 1 0.107
Tavo_ll FUV 10°-1,8-10" m
ultraibolya (10-180 nm) L
vegyértékelektronok atomabszorpcios
Ultra- 1,8:107-3,8-107 m|  SeHeszlese: atomemisszios,
ibolya uv (180-380 nm) kurlso atomfluoreszcencias,
3810778107 elektronatmenetek molekulaabszorpcios,
. - . m . .7
Lathaté VIS | ’ molekulaemisszios,
(380-780 nm) lumineszcencias
modszerek
Kozeli NIR | 7:8:107-10°m | elektrondtmenetek
infravoros (780-1000 nm)
‘s és forodsi
Analitikai | o | 10°3-10°m | O S infravoros
. S atmenetek al
infravoros (1-30 um) spektroszkopia
Tavoli FR | 3°10°-3:10%m tavoli infravoros
infravoros (30-300 pum) ' spektroszkopia
forgési atmenetek
mikrohullamu
Mikro- 3-10%1m spekoszkopia,
- 0.3-1000 mm) . ele tronsp_ln-
hullamok © elektronspin rezonancia
atmenetek spektroszképia
£aer magmagneses
Rad{“ 1-1000 m magspin atmenetek rezonancia
hullamok .
spektroszkopia
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lathatoé hullamhossztartomany

ultraibolya infravoros
| I |
~—— ———
—— ———
-_.-"""'--.._. -
T —— --"""--.-
-h""'--— a—"'-.-—‘_
"--..._.___-_.- _-—""-"——‘
- -
1
1
1
(]
___________ .l
| ] ] ] ]
| | ] ] ]
"““’22;’05” 5-1013_ 1011 101108 10%1,8107 | 1,8-107-3810” | 3,8-107-7,8107 | 7.8-107-10° 10-63-10° 3-10°3-10" 3-10%1 1-1000
fre'(‘l‘;')‘c" 6-10%"_3-101° 3-10%.3-10 | 3-10'5.17-10% | 1,7-10%.7,9-10' | 7,9-10™.3,8-10" | 3.8-10%3-10™ 3-10'%108 10131012 10'2.3-108 3-108.3-10°
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14. abra Az elektromagneses spektrum tartomanyai és azok fébb jellemzo6i
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Az elektromagneses sugarzas hullamhossza €s az energidja kozott az alabbi 6sszefliggés

irhato fel (Planck egyenlet):

EE—Ej_:_";E:h'v (9)
mivel

_l'_'

YT (10)
ezeért

E, E,=AE=h-v=h-o

) (12)
ahol

E;: kezdeti allapot energiaszintje (J)
E,: végallapot energiaszintje (J)
AE: kezdeti és a végallapot energiaszintje kozotti kiilonbség (J)

h: Planck-allando (6,624-107% J-s)

v: elektromagneses sugarzas frekvencidja (Hz= )
M

c: fény sebessége (levegdben 3- 108 5)

A: fény hullamhossza (nm)

A fenti Osszefiiggés azt jelenti, amennyiben ismerjilk az elektromdgneses sugarzas
(fény) hullamhosszat, abban az esetben a fenti egyszerli egyenletek segitségével
szamithatd elektromdgneses sugarzas frekvencidja, valamint az energiavaltozas

nagysaga.

A spektroszkdpiai modszereket egyrészt atom- és molekulaspektroszkopiai modszerekre
csoportosithatjuk, annak megfeleléen, hogy az analitikai informaci6 atomoktol vagy
molekulaktol szarmazik, masrészt az elektroméagneses sugarzas hulliamhossza szerint is
csoportosithatjuk. A spektrumot (szinképet) akkor kapjuk, ha a hulldmhossz
fliggvényében abrazoljuk az analitikai vélaszjelet (intenzitast vagy abszorbanciat). Az
ultraibolya-lathatd abszorpcios spektrofotometria esetén az abszorbanciat abrazoljuk a
hullamhossz  fliggvényében. A  szinkép (spektrum) jellege Iehet vonalas
(atomspektroszkopia, a valaszjel félértékszélessége: 0,005-0,03 nm), lehet savos (UV-

VIS-spektrofotometria, a valaszjel félértékszélessége 10-50 nm) és lehet folytonos,
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amikoris a spektrum strukturdltsdga eltiinik ¢és folytonos spektrum keletkezik, azaz a
spektrumban a vonalak és savok elmosodnak. Vonalas jellegli spektrum szdrmazik az
atomoktol, savok jelennek meg a spektrumban a molekulak gerjesztésébdl adoddan
(szervetlen és szerves oldoszerek felhasznalasa esetén példaul OH-gyokok és Co-gyokok),
mig folytonos sugarzast bocsat ki egy izz6 szilard test, de folytonos sugarzas keletkezik
rekombindcid esetén is. Ilyen rekombindcids sugédrzas jon létre az argonplazmakban,
amikor elektronok és ionok kolcsonhatasa révén semleges atomok keletkeznek és ezzel
emittalodnak. Az induktiv csatoldsu plazma optikai emisszids spektrométerekben ezaltal

megno a hattérintenzitas (1asd késébb az ICP-OES-nél).

Az ultraibolya ¢és lathatdé fény elnyelésekor (abszorpcidjakor) a molekuldk
elektroneloszldsa megvaltozik, az elektronjaik kisebb energidju palyakrol nagyobb
energidju palydkra ugranak, azaz gerjesztédnek. Egy molekula azon részét/részeit,
amely(ek)ben az elektrondtmenet(ek) létrejon(nek) (azaz a fény elnyelddik),
kromofér(ok)nak nevezziik. Azt az energiatartomanyt pedig, amelynél az adott
kromofor elnyel, elnyelési savnak nevezziik. Mivel az elnyelési sav hullamhossz
tartomanya (vagyis a gerjesztés energiaja) legfoképpen a kromofér anyagi mindségétol
fligg (megjegyzendd: a kromofdrral kdlecsonhatasban levd egyéb funkcids csoportok is
hatassal vannak rd), ezért ez az anyagi sajatsag jellemzd a vizsgalanddé komponens
mindségére. A mindségi informacidk mellett, fontos hogy azok mennyiségét is meg
tudjuk hatarozni. A vizsgéalatokhoz altaldban valamilyen folyékony halmazallapota
mintat allitunk el6. Amikor ezt a folyékony halmazallapott oldatot fénnyel atvilagitjuk
¢s a mérés eredményeként kapott fényelnyelést abrazoljuk a megvilagité fény
hulldmhosszanak fiiggvényében, akkor az in. abszorpcids spektrumot kapjuk. Mint a
Ezenkiviil mennyiségi informaciokkal is rendelkezik, mivel ha a vizsgalanddé mintat
atvilagitjuk egy lo intenzitasu, adott hullamhosszii (monokromatikus), azaz egy szik
hulldmhossz tartomanyu fénnyel, annak fényintenzitdsa a fény abszorpcidja miatt
lecsokken I-re. Az abszorpciot (fényelnyelést) egy mértékegység nélkiili mennyiség, az
abszorbancia jellemzi. Az abszorbancia (fényelnyelés) kiszamitasat a 12. egyenlet

mutatja.

Az UV-VIS tartomédny csak kevéssé alkalmas mindségi elemzésre (kvalitativ

analizisre), mivel a szinképtartoméany abszorpcids savjai nagyon szélesek, sét a
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kiilonb6z6 atomcsoportokra jellemzd savok egymassal atfedésben is lehetnek és ezaltal
nehezen rendelheték az adott atomcsoportokhoz (funkcids csoportokhoz). Az eldbbiek
alapjan megallapithatjuk, hogy az UV-VIS abszorpcios spektrofotometria nem alkalmas
minds€gi azonositasra, viszont kvantitativ analizisre az egyik legszélesebb korben
hasznalt modszer. A mennyiség meghatarozas alapja a Lambert-Beer torvény (nevezik
Bouguer-Lambert-Beer torvénynek is), amely a meghatarozandd komponens
koncentracioja (c) és a fényelnyelés, azaz az abszorbancia (A) kozotti Osszefliggést irja

le (13).

A= lgI—IEJ
I (12)
ahol
A: abszorbancia
lo: @ megvilagitod fény kezdeti intenzitasa
I: a megvilagitd fény végso intenzitasa
A=a-l-c (13)
ahol

A: abszorbancia
a: abszorpcios koefficiens
1: optikai uthossz, jelen esetben a kiivetta szélessége

c: a mérend6 komponens koncentracidja (a mért kromofoér koncentracidja)

Korébban a Lambert-Beer torvényben az abszorbanciat (A) extinkcidonak (E) nevezték,
melyben a moléris abszorpcids koefficiens (a) helyett a molaris extinkcios koefficienst
(e) hasznaltak, mely egyenlet ezaltal a kovetkezoképpen nézett ki (14):

Ip

E=1gT=E-1-c (14)

ahol
lo: @ megvilagitd fény kezdeti intenzitasa
I: @ megvilagitd fény végsd intenzitasa
E: extinkcid
e: extinkcios koefficiens
I: optikai uthossz, azaz a kiivetta szélessége

c: a mérendé komponens koncentracidja (a mért kromofér koncentracidja)
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Az abszorpcids koefficiens (extinkcids koefficiens) annak a valoszintiségnek a mértéke,
amely valdszintiséggel a fényutba esd molekuldk a fotonokat elnyelik. Az abszorpcids
koefficiens (extinkcids koefficiens) az anyagi mindségre jellemz6 allando, fiiggetlen a
koncentraciotol. Az abszorpcids koefficienst (extinkcidos koefficienst) az analitikai
vizsgalat alatt konstansnak (allandonak) tekinthetjiilk, viszont valdjdban nem egy
allandd, hanem értéke a mérendé komponens mindségén €s allapotan kiviil altalaban az
alkalmazott fény hullamhosszanak a fiiggvénye. Mivel a vizsgalatok kivitelezése soran
ugyanazt a monokromatikus fényt alkalmazzuk, igy a fenti Lambert-Beer torvényben
1évé abszorpcids koefficienst (extinkcids koefficienst) gyakorlatilag éallandonak

tekinthetjiik.

Az 1/ly viszonyt transzmittancianak (T) (mas néven ateresztésnek) nevezziik (15) és
annak szazszorosa, a T% szdzalékos fényatbocsatd képesség (transzmisszid %). A
vizsgalt oldat transzmittancidja (T) a beesd elektromagneses sugarzas (monokromatikus
fény) azon részét adja meg, amely a mintan athalad. Ennek értéke 0 és 1 (vagyis 0 és
100 %) kozott valtozhat. Abban az esetben, ha az alkalmazott monokromatikus fény az
oldaton 4thaladva teljes mértékben abszorbedlodik (elnyelddik), akkor a transzmittancia

érteke 0-nak (T% esetén 0%-nak) adodik.

=1 (15)

ahol
T: transzmittancia
lo: @ megvilagitod fény kezdeti intenzitasa

I: a megvilagitd fény végso intenzitasa

Figyelembe véve a 12. egyenletet és a fenti 15. egyenletet, adodik, hogy a

transzmittancia az abszorbancia negativ logaritmusa (16):
A=-IgT (16)

Egy adott hullamhosszi és adott intenzitdsi monokromatikus fénnyel a vizsgaland6
mintat atvilagitva, az alkalmazott fény részben a mintdban elnyelddik (abszorbealodik),
részben athalad rajta (transzmittalodik) és a maradék része visszaverddik (reflektalddik).
Az intenzitasokra (abszorpcid, transzmisszio, reflexio) tehat igaz az aldbbi egyenlet

a7):
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hb=Ir+Is+1g a7
ahol:
lo: @ megvilagitd fény intenzitasa
It: a transzmittalt (a minta altal dtengedett) fény intenzitasa
Ia: az abszorbedlt (elnyelt) fény intenzitdsa

Ir: a reflektalt (visszavert) fény intenzitasa

Olyan mintat vizsgalunk abszorpcios modszerrel, amelynek elhanyagolhato a reflexidja,
tehat altalaban a folyadékok, az oldatok és a gazok vizsgdlata lehetséges UV-VIS
abszorpcids spektrofotometridval. Csak ritkdbban szoktuk szilard anyagok vizsgalatat
végezni, mivel a szilard anyagok a fényt nem engedik 4t, ezért azokat csupan reflexios

modban vizsgalhatjuk.

A transzmittancia (T=atbocsatd képesség) ¢és annak szazszorosa, a szazalékos
fényatbocsatod képesség (T%=transzmisszio %) azt fejezi ki, hogy az abszorbeald kozeg
a rajta keresztiilhaladé fény intenzitdsdnak hanyadrészét, illetve hany szazalékat engedi
at. Ehhez hasonl6 fogalom az a abszorpcidfok, mely azt fejezi ki, hogy az abszorbedlo
kozeg a rajta keresztiilhalado fény intenzitasdnak hany szazalékat abszorbedlja (nyeli
el). Tehat a relativ fényintenzitas csOkkenésére ugyancsak hasznalhatdé mennyiség az

abszorpciofok (o).

Normal esetben, ha elhanyagolhatd a tiikrozési veszteség (reflexid), az ateresztés

(transzmittancia) és az abszorpciofok dsszege 1 (18):
T+a=1 (18)

A Lambert-Beer torvényt csak akkor alkalmazhatjuk, ha a kovetkez6 feltételek is

teljestilnek:

1. Csak viszonylag hig oldatokra (< 10 mol/dm® koncentracid) alkalmazhato.

crer

esetben az abszorpcids koefficiens értéke is megvaltozik, amelyet ekkor

korrigalni sziikséges az egyenletben.

2. A kromofor csoportot tartalmazo molekula kémiai reakcidi (adott molekuldk

..........

okozhatnak a Lambert-Beer torvénytdl valo eltérést.
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3. Az oldoszercsere a molekuldk energiadllapotait megvaltoztatja, mivel kiillonb6z6
energiaszinteket vesznek fel a meghatdrozand6 kromofér molekula alap és
gerjesztett allapotai. Ezaltal a 9-11. egyenleteket figyelembe véve megvaltozik
az abszorpcidhoz sziikséges energia nagysaga is, azaz megvaltozik az

abszorpcids spektrum (hullamhossztartomany) is.

4. A Lambert-Beer torvény csak sziik savszélességii fény alkalmazasara érvényes.
Amennyiben az abszorpcids spektrum emelkedd vagy leszallo szakaszan
végezzilk a mérést, valamint a monokromatikus fény a normal savszélességtol
nagyobb savszélességgel rendelkezik, akkor ez a Lambert-Beer torvényben
eltérést okozhat. Mivel ez a jelenség csak az elnyelés meredek szakaszan okoz
jelentdsebb eltérést, ezért a hiba kikiiszobdlésére célszerli az elnyelési spektrum

abszorpcids maximumanal (azaz a lapos szakaszon) végezni a mérést.

5. A Lambert-Beer torvény nem alkalmazhat6 abban az esetben, ha a vizsgalando
oldat jelentés mennyiségli kolloid részecskét tartalmaz. Ez esetben a kolloid
méretll (0,5-500 nm) részecskék 4altal okozott fényszorddas jelentds mértékii

mérési hibat okoz.

6. A vizsgaland6 oldat hoémérsékletének valtozasa is befolyasolhatja az
energiaszinteket, ennek megfelelden az elektronatmenetek energidjanak
nagysaga is megvaltozik. Ez az abszorpcids savok helyének, esetleg alakjanak,
s6t még intenzitasanak megvaltozasaval is jarhat. Csak a kozel megegyezd

homérsekleten végzett mérések adatait hasonlithatjuk Gssze.

7. A Lambert-Beer torvény alkalmazasahoz fontos tudnunk, hogy az abszorbancia
additiv tulajdonsag. Ez azt jelenti, ha az alkalmazott hulldmhossznél, a vizsgalt
oldatban tobb, egymas mellett eléforduld kromofort tartalmazd komponens

talalhato, igy azok fényabszorpcidja 6sszeadodik.

Az ultraibolya-lathat6 abszorpcids spektrofotometria mind szervetlen (4. és 5. tablazat),
mind szerves Gsszetevok (6. tablazat) vizsgalatara alkalmas. Mivel ezek szama szinte
végtelen, ezaltal elkeriilhetetlen, hogy az elsésorban folyadék halmazallapoti mintadkban
1év6 kiilonbozd kromofor csoportok savatfedési problémakat okozzanak. Ez a mérési
modszer ezen ok miatt nem hasznalhaté mindségi analitikai célra. Ha az elemzendd
komponensnek van elnyelése az UV-VIS tartomanyban, amely nem rendelkezik jelentds

zavard tényezdvel (pl. savatfedés), akkor kozvetleniil vizsgalhat6. Ezt az esetet



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 43

képviseli a lila szinli permanganat ion (MnO, ) mennyiségének a meghatarozasa is. Ha
viszont nincs olyan elnyelése a meghatdrozanddé komponensnek, amely kozvetleniil
elemezhetd, akkor keresniink kell egy olyan fényelnyelést mutaté kromofér csoportot,
amely sztochiometriai reakcioba tud 1épni a meghatarozni kivant komponenssel ¢és
ezaltal egy spektrofotometridsan elemezhetd vegyiiletet képez (4. tablazat). Ez a
vegyiiletképzés arra is lehetOséget biztosit, hogy eltolhassuk a meghatdrozando

komponens fényelnyelését, ha zavar6 spektrum atfedés 1épne fel.

4, tablazat Néhany kation ultraibolya-lathaté abszorpcios spektrofotometrias

meghatarozasanal alkalmazando6 paraméterek

Kation Reagens Kozeg Hullamhossz Vizsgélha’té koncentr_élci()
(nm) tartomany (mg dm™)

AI(INN) oxin k'gﬁgm 390 2-120

Ca(ll) |  murexid p‘ﬂzflsz 506 0,5-2

coqny | 1-roz0-2 g"ﬁ; 365 0,01-1

cu(ll) | ditizon k';ﬁ‘;ozrm 545 0,01-1

Fe(lll) | KSCN F‘)"ﬁi 490 0,1-5

Fe(Ill) SZ“'fZZf/a“C”' p‘é‘iis A 500 0,04-5

Ni(I1) g”‘?)i;?;tﬂérz F‘)"Ff:ez 530 0,1-1,2

Pb(I) | ditizon k"r’)ﬁ‘;‘gm 520 0,05-0,4

zn() | ditizon k";ﬁ‘;‘gm 530 0,1-1

5. tablazat Néhany anion ultraibolya-lathaté abszorpcids spektrofotometrias

meghatarozasanal alkalmazando6 paraméterek

Anion Reagens Szin Hulldm- Kimutatasi |
hossz (nm) | hatar (mg dm™)

NO, Griess-1losvay reagens vOros 530 0,01

NO;3; | Cd-os redukcio utin NO, -ként vOros 530 0,01

NO3 nincs reagens szintelen 214

NO;3 2,4-fenil-diszulfonsav sarga 540 0,05

SO~ p-amino-dimetil-anilin kék 662 0,01
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780
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6. tablazat Néhany gyakori szerves kromofor csoport abszorpcios jellemzoi

Kromofér Példa Oldészer| Amax (NM)
alkén CeH13CH=CH> n-heptan 177
konjugalt alkén CH;=CHCH=CH;| n-heptan 217
alkin CsH11C=C-CH3; n-heptan 178
alkin CsH11C=C-CH3; n-heptan 196
alkin CsH11C=C-CH3; n-heptan 225
karbonil CH3(C=0)CH3; n-hexan 280
karbonil CH3(C=0O)H n-hexan 180
karbonil CH3(C=0O)H n-hexan 293
karboxil CH3(C=0)OH etanol 204
amido CH3(C=0)NH, viz 214
azo CH3N=NCHj; etanol 339
nitro CH3NO, izooktan 280
nitrozo C4HgNO etiléter 300
nitrozo C4HgNO etiléter 665
nitrat C,Hs0NO; dioxan 270
aromas benzol (CsHe) n-hexan 204
aromas benzol (CsHe) n-hexan 256

4.3.2. A berendezés o részei

Az UV-VIS spektrofotométer fontosabb részei: sugarforras, optikai rendszer, detektor

¢és vezérlo-értékeld egység.
4.3.3. A sugarforras

A sugarforrds az alkalmazott hulldmhossz tartomanyban biztositja a megfeleld
fényintenzitasti fénysugarzast. Minden miiszeres analitikai alkalmazés sordn az egyik
legfontosabb kovetelmény a stabilitds. Ez elvarhat6 kovetelmény ennél az analitikai
modszernél is (az alkalmazott sugarforrdsra is), hogy az analitikai vizsgélatok teljes

id6tartama alatt stabil (minél kevésbé valtozo) fényintenzitast biztositson.

Az UV-VIS spektrofotométereket 160-1100 nm hulldmhossz tartoményban hasznaljuk
analitikai vizsgalatok kivitelezésére. Ennek a hulldmhossz tartoméanynak az als6 részén,
a vakuum ultraibolya és az ultraibolya tartomanyban (160-380 nm) deutérium lampat,

mig a felsd részén €s az infravords tartomany also részében is (350-2500 nm) volfram
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lampat szoktunk hasznalni. Mivel 350 nm hullamhossz alatt az liveg elnyeli a sugarzast,
ezért a deutérium ldmpdhoz kvarc kilépdablakot hasznalunk. A lampa 30-70 Pa

nyomason ¢s relative kis fesziiltségen (kb. 40 V fesziiltségii egyenaram) mukodik.

a

15. abra Deutérium lampak

A 350 nm f06l6tti hullamhossz tartomanyban izzoszalas ldmpat haszndlunk, amely az
egész tartomanyban folytonos spektrumot ad. Az izzoszalas lampaknal egy lezart és
evakualt liveggdmbbe spirdlld tekert volfram izzoszalat helyeznek, melyet miikodés
kozben izzésig hevitenek elektromos drammal. Az izzdszélas ldmpakon beliil, a volfram
halogénizzok egy specidlis tipust lampat jelentenek, mivel a kdzonséges t6ltdgazhoz
jodot adnak, amely reakcioba 1ép a lampa falan szublimalt volframmal. A keletkezd
volfram-jodid szublimalodik Ujra és az izzdészalon elbomlik. Majd az izzdészédlon a
volfram Ujra kivalik. Ez a tevékenység azt eredményezi, hogy az ilyen tipusu ldmpak a
teljes élettartamuk alatt a fénykibocsatasuk 90%-at képesek megdrizni. A volfrdm
halogénizzok burdjat is kvarcbol készitik, de ebben az esetben a lampaban uralkodo

3500 K-es hdmérséklet indokolja, nem az, hogy UV atlathato legyen.
4.3.4. Mintatarto (kiivetta)

A mintatarté (mas néven a kiivetta) a fentiekben részletezett fényforras és a detektor
kozott helyezkedik el. A kiivetta a legtobb esetben megkdzelitden egy centiméter
sz¢élességli négyzetalapti hasab. Mivel a mérés alkalmaval fényt kell atbocsatanunk a
kiivettakon, ezért fényateresztd anyagbol készitik, amely a legtobbszor kvare, iiveg,
esetleg muanyag lehet. Attol fliggben kell kivalasztanunk az alkalmazando6 kiivetta

anyagat, hogy mely hullamhossz tartomanyban szeretnénk a mérést kivitelezni. A



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 47

kvarckiivettat 190 nm-t6l megkozelitéen 4000 nm hulldmhosszig, az iivegkiivettat
350 nm-tél megkdzelitéen 3000 nm-ig haszndlhatjuk. Az tivegbdl késziilt eszkézok —
amennyiben atbocsatjuk rajtuk — az ultraibolya sugarzast (<350 nm) elnyelik, mas
szavakkal megfogalmazva, nem UV atlathatok. A miianyag kiivettakat foként a lathato
tartomanyban hasznaljuk. A kiivettdk szemkozti oldalai tokéletesen parhuzamosak,
amelyek a fénysugarral derékszoget zarnak be. Mivel barmely anyag (szennyezés),
amely a fényutba esik, meghamisit(hat)ja a mérést, ezért a kiivetta mérésre hasznalt
szembenlévo oldalait kézzel nem szabad megérinteni. A kiivetta mérésre nem hasznalt,
masik két szemkozti oldala matt. Azért, hogy az el6bbiekben részletezett zavard
szennyezd anyagok jelenlétét elkeriiljiik, a kiivettdk tisztitasara a legmegfelelobb a
salétromsav vagy a kirdlyviz. A savas mosast kovetden, desztillalt vizzel kell, teljesen
alaposan, eltavolitani a savat, majd meg kell széritani. A széritdshoz viszont nem szabad
tul nagy homérsékletet (izzitbkemence, lang) alkalmazni, mivel az esetben a fényut

hossza megvaltozik.
4.3.5. Optikai rendszer

Az optikai rendszer feladata a fenti tipust lampakkal kisugarzott fény felbontasa.

Mivel az UV-VIS spektrofotometrias mérésnél a fényelnyelést meghatarozott
hulldmhossz tartomdnyban mérjiik, ezért sziikkség van egy olyan eszkozre, amely az
adott hulldmhosszii fényt elkiiloniti a sugéarforrds fényének tobbi alkotdjatol.
Fényfelbontd egységként altaldban monokromatort, vagy szinsziiréket hasznalunk.
Altaldban az egyszer(ibb késziilékek (pl. a mobil analitikai berendezések) hasznalnak
szinsziir6ket. A szinsziirdknek két {6 tipusat ismerjiik: az abszorpcios €s az interferencia
szlir6k. Az abszorpcios szlir6k késziilhetnek zselatinbdl, tivegbdl, folyadékbol, vagy
milanyagbol. A sziirds spektrofotométerek egy sziird sorozatot tartalmaznak, amellyel
kivalaszthatjuk a megfeleld6 hullamhossz értéket (tartomanyt). Az ilyen tipusu

késziilékek foként a szélesebb savok hasznalatara alkalmasak.
4.3.6. Detektor

A spektrofotométerben a detektornak az a feladata, hogy megmérje a sugarforrasbol
kibocsatott fény intenzitdsat, az abszorpciot megelézden (Ip) és azt kovetden (I). A

kiilonbozd gyartok kiilonféle tipusti detektorokat alkalmaznak, mint pl. fotodiodék,
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fotoemisszios csovek, fotoelektron-sokszorozo (PMT) csovek és szilardtest detektorok
(CCD vagy CID). Az elébbi angol mozaikszavak a kovetkezdket jelentik:
PMT=Photomultiplier Tube, CCD=Charge Coupled Device, CID=Charge Injection

Device.

A fotodidda a ra es6 fényt alakitja at elektromos aramma. Az elektromos aram nagysaga
aranyos a beesd fény intenzitasaval. Léteznek olyan detektorok is, ahol tobb linedrisan
kapcsolt fotodioda talalhatd. Ezek szdma lehet 128-4096 db. Ezeket ugy nevezett

dioddasoros detektoroknak hivjuk.

A fotoemisszios csovek evakualt burkolatban talalhatd fotokatod-fotoandd
kombinaciok. A fotodiddahoz hasonldan a beesé fény hatasara elektromos jelet allit eld,
az elektromos jel nagysaga ardnyos a beesd fény intenzitdsdval. A fotoemisszids
csovekben a fotokatodot olyan anyagbdl készitik, mely feliiletébe becsap6dd fotonok
hatasara, a fotonok szdmaval aranyosan fotoelektronok 1épnek ki, amelyek a fotoanod

felé vandorolnak, elektromos aramot hozva létre.

A fotoelektron-sokszoroz6 csovek és a szilardtest detektorok is szintén a
fényintenzitassal aranyos elektromos jelet adnak a beesd fény hatasara, viszont mig a
fotoelektron-sokszoroz6 csovek egy viszonylag szik hullamhossztartomany
detektalasara képesek, addig a szilardtest detektorok, szimultin modon, szadmos
hulldmhossztartoméany detektalasat képesek elvégezni. A diddasoros detektorokhoz
hasonldan, ezaltal a fény nemcsak egy hullimhossz tartomanya intenzitdsdnak mérésére
alkalmasak, hanem vagy tobb egyedi hullimhossz tartomany egyidejii mérését, vagy a

vizsgalt minta fényelnyelésének spektrumat is képesek detektalni.
4.3.7. Az UV-VIS spektrofotométerek kiilonboz6 tipusai

A spektrofotométereket tobb szempont szerint is csoportosithatjuk:

a) a vizsgalathoz alkalmazhaté hullimhossz tartomany szerint:

- ultraibolya hulldmhossz tartomanyban miikodo
- lathat6 hullamhossz tartomanyban miikddo

- infravords hulldmhossz tartomanyban mikodo
- ezek bizonyos kombinacidja

b) az optikai rendszerben alkalmazott fényfelbontas tipusa szerint:
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- prizmas
- TAcsos
- szUuros

c) aspektrométer felépitése, mas néven a miikddési elve szerint:

- egyfényutas késziilékek
- kétfényutas késziilékek

A normdl rutin laborvizsgélatok soran altaldban folyékony halmazallapota (oldat)
formaban vizsgaljuk a mérendé mintdkat. A mérés alkalméaval megkozelitden 10°-10°°
mérést megeldzéen valamilyen tipust mintaelokészitd tevékenység sziikséges, mely
Iépés a jegyzet korlatait figyelembe véve, nem ennek a jegyzetnek a targyalasa soran

keriil kifejtésre.
Egyfényutas spektrofotométerek

Az analitikai mérés kivitelezésekor vagy egy egyfényutas (16. éabra) vagy egy
kéttényutas (17. 4abra) késziiléket szoktunk alkalmazni, melynél mindenképpen
szlikséges referencia anyag alkalmazasa. Referencia anyagként tiszta oldoszert vagy
minta nélkiili oldatot (vakoldat) szoktunk alkalmazni. Az egyfényutas késziiléknél az
oldatokat (referencia és mérendd oldatok) egymdasutdn mérjilk meg, mig kétfényutas
késziiléknél, a spektrofotométer, a fénysugarat felvaltva vezeti 4t a minta- és a
referenciaoldaton (gyakorlatilag egyidében végzi a mérést), kikiiszobdlve az alapoldat
(vakoldat) elnyelését. A legmodernebb késziilékek holografikus homortracsos
polikromatort és diddasoros detektort alkalmaznak. A diddasoros detektor, amely pl.
1024 pixellel rendelkezik, megkdzelitden 10-20 msec felvételi 1d6 alatt elvégzi a mérést
a teljes spektrumra vonatkozéan. Altaldban hosszitava stabilitissal és hullamhossz

reprodukélhatdsaggal rendelkeznek.
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16. abra Egyfényutas spektrofotométer elvi felépitése

Kétfényutas spektrofotométerek

A 17. abréan egy kétfényutas spektrofotométer elrendezése lathato. A berendezésben egy
deutérium vagy egy volfram lampat hasznalunk. A fénysugar fénye az optikai racsra

vetddik, amely forgathatd, igy tudjuk kivalasztani az alkalmazandd hullamhosszt. A

forgo tarcsa
(szaggato)

féligatereszté

D) tiksr

i rend ki|§ﬁ;6ré5 mintatarté+minta detektor
sugarforras optikai rendszer (kiivetta+minta) -
(deutériumva (fényfelbontd  / (fotoelek}ron
ériumvagy cgysée) 7 sokszorozd vagy
volfram lampa) B8Ysce ’ diédasor)
—),
tukor tukor

mintatartd +
referencia (vak) minta
(kiivetta+vak minta)

17. abra Kétfényutas spektrofotométer elvi felépitése

fényutban altalaban elhelyeznek egy szinsziirét a nem kivant szinképrendek
kirekesztésére. Egy szaggatd (chopper) kettévalasztja a fénysugarat (a fény egyik része
athalad, a masik része visszaverddik). Az egyik (athaladd) fénysugarat a mintat
tartalmazo kiivettan vezetjiik at, mig a visszaver6dd fénysugar a referencia kiivettan
(vakoldaton) halad at. A referencia kiivetta csak olddszert (pl. extrahald oldat vagy
nagytisztasagll viz) tartalmaz. Majd altalaban ugyanazzal a detektorral (vagy két

kiilonallod detektorral) mérjiik meg a fénysugarak intenzitasat.
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Az egy- és kétfényutas UV-VIS késziilékek koziil a kétfényutas miiszerek képviselik a

modernebb spektrométereket.

A sugarforras fényét a szaggatd (chopper) egy masodperc alatt tobbnyire néhanyszor
szaggatja, ezaltal valtogatja a fényit menetét és a két fényuton torténd elemzéssel
automatikusan kiilon-kiilon valé elemzéssel hasonlitja 6ssze a mért abszorbancia (vagy

transzmittancia) értékeket.

A kétfényutas spektrofotométerek az egyfényutas késziilékekhez képest a kovetkezd

elényokkel rendelkeznek:

- Az egyfényutas késziilékekbe a mintdt és a referencia oldatot felvaltva kell

behelyezniink, amely nem teszi til ,,kényelmessé” a mérést.

- Amennyiben tobb hulldmhossz alkalmazasaval szeretnénk elvégezni a mérést,
akkor az oldatok vizsgélatat egymdas utdn tudjuk csak megtenni minden egyes

hullamhossz beallitasaval.

- A kétfényutas spektrofotométerekben a minta oldat automatikus korrekcidja, a
referencia oldat mérésével egyidében torténik, ezaltal a vizsgalatok pontosabb,

precizebb eredményeket tesznek lehetdvé.

- A kétfényutas spektrofotométerekben automatikusan véltoztathatjuk az alkalmazott
hullamhosszat, valamint a minta és a referencia oldat mérése egyidoben torténik,
ezaltal a vizsgalatok szintén pontosabb és precizebb eredményeket fognak

szolgaltatni.

- A kétfényutas spektrofotométerekkel automatikus hulldmhossz pasztazas

(scanning) és folyamatos spektrum analizis is megoldhato.

Az UV-VIS molekulaabszorpcios spektrofotometria a kovetkezd alkalmazasi

lehetéségekkel rendelkezik:

- Az ultraibolya és lathaté tartomanyba tartozé fénysugar alkalmazasaval
lehetdségiink van az ¢élelmiszer ¢és ¢élelmiszeralapanyag mintdk kiilonb6z6

szervetlen és szerves komponensei azonositasara €s
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- ezeket az elemzéseket foként ezen komponensek mennyiségi meghatarozasara

alkalmazhatjuk.

- Az UV-VIS spektrofotometria, 6sszehasonlitva mas analitikai mérdmoddszerekkel,
valoszinlileg sokkal szélesebbkori elemzést tesz lehetdvé, mint barmely maés
analitikai modszer, azaz az élelmiszer és €élelmiszeralapanyag mintak legnagyobb

szamu komponensének analizisét tudjuk ezzel a mérési modszerrel kivitelezni.
-A10°%-10* M koncentraciotartomanyban viszonylag nagy érzékenység jellemzi.

- Viszonylag j6 szelektivitds ¢és pontossag, valamint megkozelitéen 1-3%-0s

precizitas jellemzi.

- Konnyli a kezelhetdsége ¢és konnyen megoldhatd adatgyijtés jellemzo a

spektrofotométerekre.
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4.4. Atomabszorpcios spektrometria (FAAS)
4.4.1. Az atomabszorpcios spektrometria elve

Mint ahogyan a 4.2. fejezetben is emlitettiik, az atomabszorpcids spektrometridban
(AAS), ezen beliil is a langatomabszorpcios spektrometridban (FAAS), a vizsgalando
elemmel energiat kell kozolniink. Jelen esetben a lang biztositja azt az energiat, amely
segitségével alapallapott szabad atomokat hozunk 1étre, melyen keresztiil a vizsgalandé
elemre jellemzd hulldmhossza fényt bocsatunk és mérjiik a fényintenzitas csokkenését.
A fényintenzitds csokkenésének mértékét az abszorbancia (A) jellemzi, melyet a
kovetkezoképpen lehet definialni. Az abszorbancia (A) az adott A hulldimhosszon mért
kezdeti lp (a fény intenzitasa abszorpcid el6tt) és az atomg6zon valo athaladas utan mért
| (a fény intenzitasa abszorpcid utan) hanyadosanak tizes alapu logaritmusa (19).
Iy

A=ley (19)

ahol
A: abszorbancia
lo: @ megvilagitd fény abszorpciot megel6zd kezdeti intenzitasa

I: a megvilagitd fény abszorpcidt kdvetd intenzitasa

Az abszorbancia mérését a kovetkezd egyenlet (20) alkalmazasa mellett hasznalhatjuk
mennyiségi meghatarozasra. Az abszorbancia egyenesen aranyos a vizsgalt elem

crer

egyenletet Lambert-Beer-térvénynek (Bouguer-Lambert-Beer torvénynek is) nevezziik.

A=a-c-1 (20)
ahol
A: abszorbancia
a: abszorpcios koefficiens
c: a mérendd atom koncentracidja az atomizalo térben

I: optikai Gthossz, jelen esetben a lang szélessége

nagyobb abszorbanciat (A) tudunk elérni. Ezt Ggy tudjuk elérni, ha a szorzat tagjait —
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normal értékek kozott — a lehetd legnagyobbra tudjuk ndvelni. Mivel a 20. egyenletben
az ,,a” abszorpcids koefficiens kozel allando, igy ennek nagysagat befolyasolni nem
tudjuk. Az elnyeld kozeg rétegvastagsagat (1) az atomizalé rendszer geometriai
elrendezésével adott hatarok (5-10 cm) kozott valtoztathatjuk. Az abszorbancia
nagysagat legnagyobb mértékben az alapallapoti atomok koncentracidjanak
valtoztatasaval befolyasolhatjuk. Az atomabszorpcidos modszerek kimutatasi

crer

atomizaldsa soran a fényutban minél nagyobb atomkoncentraciot hozunk létre.

Az abszorbancidval kapcsolatos tovabbi informaciokat az UV-VIS abszorpcios
spektrofotometria targyalasa sordn részletezett 14-18. egyenletek, mig a mar abszorbealt
fénnyel gerjesztett atomok fénykibocsatasat a 9-11. egyenletek tartalmazzak. Itt kell
megjegyezni, hogy a gerjesztett atom ebben a gerjesztett allapotban rovid ideig,

megkozelitéen 10”° masodpercig tartozkodik, majd visszaugrik az alappalyéra.
4.4.2. Az atomabszorpcios spektrométerek felépitése, mikodése

Egy atomabszorpcids spektrométer sematikus felépitése a 18. dbran lathato. Mivel az
atomabszorpcids technika fényelnyelésen alapul, igy az AAS rendszer mitkodéséhez
megvilagitd fényforrds sziikséges. A fényforrds fénye az atomizaldo téren halad
keresztiil, onnan jut a fényfelbont6 egységbe, ahol megtorténik az adott elem adott
hulldamhosszu vonalanak kivalasztasa. Az elemz6 vonal innen a detektorra esik, ahol a
fény intenzitasdnak mérése torténik meg. Az atomabszorpcids spektrométerek

vezérlését, az adatgylijtést és kiértekelést egy szamitdgép végzi.

fénymérés P elektronika
mintabetaplalas

fényforras fényfelbontas

adatgylijtés és
feldolgozas

X folyamatvezérlés

18. abra Az atomabszorpcios spektrométerek egységei
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4.4.3. Fényforras

Az atomabszorpcidés késziilékhez olyan fényforras alkalmazédsa sziikséges, mely
ugyanazt a hullimhosszusagu fényt bocsatja ki, mint amelyet a meghatarozandé szabad
alapallapott atom képes elnyelni. Ennek a feltételnek kétféleképpen tudunk eleget tenni.
Az egyik lehetdség, hogy tiregkatod lampat (HCL=Hollow Cathode Lamp) (régebbi
nevén vajtkadot lampat) alkalmazunk, melynek a vonalszélessége 0,01-0,001 nm. A
masik megoldas, hogy ugyanilyen vonalszélességli fényintenzitast tudunk eldallitani, a
200-800 nm tartomédnyban, intenziv folytonos sugarzasi nagynyomast xenoniv
lampaval. Mivel ennek a sugarzasa folytonos, igy ebben az esetben a megfelelden
keskeny vonalszélességet egy nagy felbontoképességii echelle-racsos spektrométerrel
tudjuk elérni. Mindkét technikai megoldédssal elegendden keskeny hulldmhosszat,
jobban mondva hullamhossztartomanyt tudunk eldallitani az abszorpciot megel6z6 (Io)

¢s a fényabszorpciot koveto (I) fényintenzitadsok méréséhez.

A manapsag beszerezhetd iiregkatdod lampdk, zart hengeres alaku iivegcsovek, amelyek
atmérdje 3-6 cm. A benniik talalhat6 t6ltégaz 100-500 Pa (0,001-0,005 bar) nyomast
nemesgdz. Tobbnyire argon vagy neon gazt szoktak alkalmazni. Az iiregkatod lampa
(19. abra, 1-2. képek) tivegbdl késziil, viszont ha az analizalandd elem hullamhossza az
ultraibolya tartomanyba esik, akkor a ldmpa végére, ahol a fény kilép az tiregkatod
lampéabol, kvarcablakot alkalmaznak. A ldmpa anodja volfram lemezbdl késziil, mig a
hengeres furatos katddot abbol az elembdl készitik (ha az elem mechanikailag jol
megmunkalhatd), vagy beleépitik, amely elemet vizsgalni akarunk. A katdd belso
atmérdje 2-5 mm. Az atomabszorpcids technikdban tobbnyire egyelemes lampakat
alkalmazunk, de léteznek tobbelemes lampak is. Ezek a multielemes lampak 2-6 elemet
tartalmazhatnak. Mivel a multielemes lampak beszerzési ara az egyelemes lampakhoz
képest nagyobb (akar kétszerese), az élettartamuk viszont inkédbb kevesebb, igy akkor
kifizet6dé a multielemes lampak hasznalata, ha azokat elemenként viszonylag kevesebb
iddtartamig akarjuk haszndlni. Ez azt jelenti, hogy minden elem analiziséhez kiilon
lampara van sziikség. Az iiregkatdd lampaknal altalaban 100-300 volt fesziiltséget €s 5-

20 mA flitéaramot alkalmazunk, melynek élettartama 1000-2000 {izemora.
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csatlakozdk katéd andd Uvegkdpeny kvarcablak

19. abra: Az iiregkatéd lampa

1. kép 2. kép

Uregkatéd lampa részei Uregkatod lampa vilagitas kézben

Szamos elem analizisre szant vonaldanak hullamhossza az ultraibolya tartomanyba
(200 nm kozelébe vagy az ald) esik (ilyen elemek példaul az arzén, a cink, a higany, a
kadmium és a szelén). Ebben a tartomanyban az iiregkatdéd lampak fénye altaldban mar
kis fényintenzitasu lesz, mivel a levegd molekularis oxigénje a kisugarzott fény jelentds
részét elnyeli. Ennek kikiiszobolésére fejlesztették ki az elektrod nélkiili kistilési
lampékat (EDL=Electrodeless Discharge Lamp). Az EDL lampa legfontosabb eleme
egy zart kvarcbol késziilt ampulla (2-3 cm hosszl, 1 cm atmérdjii). Az elemnek ebben
az ampulldban taldlhat6 illékony vegyiiletét, példaul halogenidjét kis nyomasu (100 Pa)
nemesgaz térben, nagyfrekvencias generatorral (27,12 MHz frekvencia) gerjesztik, mely
eredményeként a kibocsatott fény intenzitdsa az iiregkatéd ldmpahoz képest

megkozelitden 6-10-szerese lesz.
4.4.4. Mintabetaplalas

Az atomspektrometriai modszereknél altalaban lehetséges gaz, folyadék és szilard

halmazallapoti mintak vizsgalata is, viszont leggyakrabban folyékony halmazallapota
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mintak analizisét szoktuk végezni. Ezért abban az esetben, ha nem folyékony
halmazallapoti mintaval van dolgunk, akkor tobbnyire olyan mintael6készité modszert
alkalmazunk, mellyel a mintat oldatba vissziik. Ezek k6zé tartoznak foként a kiilonboz6
roncsolasi és extrakcidos modszerek. A vizes oldatok hasznalatait azok konnya
kezelhetdsége és homogenitasa indokolja, valamint fontos, hogy a vizes oldati mintat
egyenletes sebességgel, ellendrizhetd és reprodukalhatdé modon lehessen bevinni az
atomizalo térbe. Tovabba ezekhez tudunk egyszeriibben kalibraldo sort késziteni,
valamint a folyékony halmazallapoti mintak automatikus mérése, automata mintavaltok
segitségével megoldhatd. Ezaltal az analitikai berendezés kényelmesebb kezelhetdségét

eredményezi, valamint a mérd személy szdmara kedvezdbb idObeosztast tesz lehetove.

Az atomabszorpcios spektrometridban szamos mintabeviteli modszer all rendelkezésre,
amelyek koziil, a fenti megfontolasok miatt, az élelmiszer mintdk vizsgélatira a
porlasztasos technikak terjedtek el széleskoriien. Az oldatok porlasztdsanal a
folyadékokbol mikroméretii cseppeket hozunk létre. Altalaban pneumatikus porlasztot,
ritkdbban ultrahangos porlasztot (USN=Ultrasonic Nebulizer) és nagyon-nagyon ritkan
hidraulikus nagynyomdsu porlasztot (HHPN=Hidraulic High Pressure Nebulizer)
hasznalunk. A pneumatikus porlasztdval torténd mintabevitelnél szinte minden esetben
a lang égését taplaldo gazt (altaldban levegdt) hasznaljuk porlasztogazként is. A
kiilonb6zd porlasztasos technikakat (pneumatikus porlasztas, ultrahangos porlasztas és

hidraulikus nagynyomas porlasztas) a 4.5.4. fejezetben részletezziik.

A folyadékok porlasztasanal a két legfontosabb paraméter a mintabevitel sebessége €s a
porlasztasi hatasfok. A mintabevitel sebessége a porlaszto altal iddegység alatt
felszivott, elporlasztott oldat térfogata, tobbnyire Cm3/perc (mL/perc) mértékegységben.

Az atomabszorpcios porlasztok esetén a mintabeviteli sebesség atlagban 4-6 cm?/perc.

A mintabevitel (porlasztas) hatasfoka azt fejezi ki, hogy a porlasztott oldatbol hany
szazalék jut be az atomizald térbe, a langatomabszorpcios spektrometria esetén a

langba. A langok alkalmazasakor a pneumatikus porlasztok hatasfoka altaldban 5-10%.

A hazai és nemzetkdzi szakirodalmak szerint a porlasztott cseppek megkozelitéen
10 pm alatti frakcidja jut be a langba. Ezen frakcié mennyisége, pneumatikus porlasztok

esetén, a Nukiyama-Tanasawa empirikus Osszefliggés segitségével hatarozhatdé meg.
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Fq: a porlasztogaz térfogati aramlasi sebessége

Minden analitikai technikaban, igy az atomabszorpcios technikaban is az egyik
legfontosabb elvaras, hogy a mérés alatt, az 6sszes paraméter, igy a porlasztasi sebesség
¢s hatasfok is 4alland6 legyen. A Nukiyama-Tanasawa egyenletben részletezett
paraméterek (a vizsgalt oldatok feliileti fesziiltsége, siirlisége, viszkozitdsa, aramlasi
sebessége) figyelembevétele mar eldrevetiti szamunkra, hogy a miiszeres analitikai
modszerekben nagy jelentdséggel bir, hogy a kalibrdld €és a minta oldatok minél

teljesebb hasonlosagat (Matrix Matching) megoldjuk, biztositsuk.
4.4.5. Atomizalasi modszerek

Az atomabszorpcids spektrometriai méréseket harom tipusba sorolhatjuk: 1.)
langatomabszorpcios spektrometria (FAAS=Flame Atomic Absorption Spectrometry),
2.) grafitkemencés atomabszorpcios spektrometria (GF-AAS=Graphite Furnace Atomic
Absorption Spectrometry), 3.) hidrid ¢és hideggdz technikds atomabszorpcids
spektrometria (HG-AAS=Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry, CV-
AAS=Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry). A hidrid és hideggdz technikas
atomabszorpcids spektrometriat a 4.5.4.2. fejezetben fogjuk bdvebben targyalni, mely
technika az induktiv csatolast spektrométereknél is alkalmazhatd specidlis mintabeviteli

technikaként.
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4.4.5.1. Lang mint atomizalé tér

A 4.4.4. fejezetben részletezett mintabetaplalas segiti el6, hogy egyenletes sebességgel,
reprodukalhatdé modon juttassuk be a mintat a langatomabszorpcids spektrométer
atomizalo terébe, ahol megtorténik a vizsgalandé elem alapallapotu szabad atomokka
alakulasa. Ezt a folyamatot, azaz a porlasztobol a langba bejuté nedves aeroszol

fontosabb atalakulési 1épéseit mutatja be a 20. abra.

(ion) M*
ionizacio I
(atom) M
atomizacio

s

(g4z halmazillapot) M
parolgas

(olvadék aeroszol) o
olvadas

(szilard halmazallapot, szaraz aeroszol) [ ] (MX),

deszolvatalas

(oldat, nedves aeroszol) . \ M(H,0)",, X

20. abra A langba belépd nedves aeroszol legfontosabb atalakulasi folyamatai

A 20. abra also részén lathatd aeroszol részecske 10 um alatti méretli, melyet azért
hivunk nedves aeroszolnak, mivel vizes oldat esetén hidratalt (egyéb olddszer esetén
szolvatalt) allapotban talalhatd, melynek deszolvatdldsa mar megkezdddik az égdfejbe
lépésekor, ugyanis az atomabszorpcidés méréseknél hasznalt acetilén-levegd lang réses
¢gofejének lizemi hémérséklete 110-120°C. Amikor az aeroszol részecskék beparlodasa
megtorténik, akkor a szildrd halmazallapoti szaraz aeroszol részecskék vagy
megolvadnak ¢€s aztan parolognak el, vagy kozvetleniil szilard halmazéllapotbol
gazhalmazallapotba mennek, azaz szublimalodnak. A gaz halmazallapoti molekuldk
homolitikus bomlés kdvetkeztében szabad, alapallapotu atomokkd alakulnak. Az
atomabszorpcids spektrometriaval foglalkozok az ebben az allapotban 1év6 frakcid
aranyat probaljak mindinkdbb novelni, ugyanis az iiregkatod lampabol szarmazo
karakterisztikus sugarzast (az adott elemre jellemzé hullamhosszl) a szabad,

alapallapot atomok tudjék abszorbealni. Ezéltal vagyunk képesek az analitikai mérést
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Kivitelezni. Mivel a langban egyszerre kiilonb6z6 allapota részecskék fordulnak eld,
mint példaul szabad, alapallapotu atomok (ez szamunkra a lényeges), nem szabad
atomok (molekuldk), gerjesztett atomok, ionok, gerjesztett ionok, ezért nagyon fontos
kivalasztani azt a kompromisszumos paraméteregyiittest, amely alkalmazasanal a
szabad, alapéllapoti atomok minél nagyobb hanyadat tudjuk eldéllitani a
fényabszorpcidhoz. Példaul, ha a lang homérséklete nem elegendden nagy, akkor az
adott elem nem képes atomizalodni, fémoxidok, fémhidroxidok formajaban marad. Ha
viszont a lang hdmérséklete til nagy, akkor az atomizacios 1€pés utani ionizaciot, vagy
gerjesztést segitjilkk eld, mellyel viszont csokkentjiilk a szabad, alapallapotii atomok

aranyat.

7. tablazat A langatomabszorpcios spektrometriaban hasznalt langok és azok

paraméterei
. . I crn [ égési lang-
egl:iezto 0x1(;zzllo rea(l?(c\]l;) ho h(ﬁi};l:léz:g:tsl(l() sebesség | homérséklet
g g (cm/s) (K)
acetilén p
(CoH) leveg6 1260 620 160 2500
1 dinitrogén-
?‘g“He;l oxid 1680 180 3100
hidrogen |0 oes 250 800 310 2300
(H2)
hidrogén | oxigén
250 720 1400 3000
(Ho) (C2)
propan p
(CaHa) leveg6 2220 510 80 2200
butan p
(CaHuo) leveg6 2890 490 80 2200

Az atomabszorpcids spektrometria elmult 60 éve sordn foként acetilén-levegd langot
alkalmaztak, mely gazelegy égetésével mindig azonos homérsékletii, kémiai Gsszetételii
langot tudunk eldallitani, azaz megfelelden tudjuk reprodukalni. Az égéshez egy éghetd
¢s egy oxidalo (az égést taplalo) gazra van sziikségiink, melyek ardnyat gaz-
aramlasmérével tudjuk szabalyozni. Az atomabszorpcios spektrometridban kiillonb6zo
Osszetételll langokat probaltak ki, viszont manapsag nagyrészt az acetilén-levegd langot,
masodsorban az acetilén-dinitrogén-oxid langot hasznaljak. A tobbi langtipus

gyakorlatban valé alkalmazasa elenyészonek mondhato. Az acetilén-dinitrogén-oxid
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lang 3100 K hémérséklete (7. tablazat) és redukald tulajdonsaga folytan gyakorlatilag

minden elemet képes atomizalni.

A 21 4bra azt mutatja meg szamunkra, hogy mely elemek vizsgalhatok
langatomabszorpcids spektrometriaval, valamint milyen tipust lang alkalmazésa

ajanlott, hogy minél nagyobb hanyadt, szabad alapallapoti atomokat hozzunk 1étre.

Természetesen annak megitéléséhez, hogy egy lang milyen mértékben felel meg a
gyakorlatban, nem csupan a lang hdmérséklete fontos szadmunkra, szamos egyéb
paramétert is ismerniink kell, mint példaul az égbfej és a lang geometridjat,
hémérséklet-eloszlasat, a langot 1étrehozd gazelegy mindségét, koncentracidaranyat, a

gazelegy kiaramlasi sebességét az égoéfejen, a lang égési sebességét, a langban
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eléforduld gyokoket, valamint azok térbeli eloszlasat, a lang kémiai jellegzetességét,
redukald vagy oxidaloé tulajdonsagat. A 22. dbran egy égbfejet és a mérés soran

kialakul6 acetilén-levegd langot vehetjiik szemiigyre.

22. abra Az FAAS égofej és az acetilén-levego lang

A 23. abra bal és jobb oldalan parhuzamosan lathatjuk, hogy egy atomabszorpcios
spektrométer milyen egységekbdl épiil fel, valamint hogy azokban milyen fizikai
folyamatok jatszodnak le. Az 4bra bal oldalan 1évd liregkatdd lampa karakterisztikus
fényt bocsat ki, amelyek koziil, lehetdség szerint, a legintenzivebb hullamhossza
vonalat vélasztjuk ki, amely az abra jobb oldaldnak kozepén talalhat6. A kovetkezd
lépésben a minta beporlasztasa torténik meg az atomizald térbe, amely
langatomabszorpcid esetén lang, grafitkemencés atomabszorpcido esetén pedig
grafitkemence. Az atomforrasban képz6dé szabad alapallapoti atomok fényt
abszorbedlnak, mely fénygyengiilés gyakorlatilag az oldatbeli koncentraciojukkal
aranyos. Az optikai rendszer segitségével valasztjuk ki az elemzésre legalkalmasabb (a
legnagyobb fénygyengiilést ado) vonalat. Az elem legérzékenyebb vonala abszorpciot
megeldzd (Ip) és az azt kovetd intenzitdsanak (I) ismeretében képezziik az abszorbanciat
(A), amely a Lambert-Beer torvénynek (20. egyenlet) megfeleléen egyenesen aranyos a
meghatarozandé elem (az analit) koncentracidjaval (c). Az atomabszorpcios

spektrometria relativ mérési modszer, amely azt jelenti, hogy a mérést megelézden

crer
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ismeretlen koncentracioji oldat mérésekor addodd abszorbancidt behelyettesitjiik az

illesztett kalibracids gdrbébe és megkeressiik az abszorbanciahoz tartoz6 koncentraciot.

iiregkatod lampa
tapegység

a fényforrasbél
szarmazo6 emittalt
fény vonalai

iiregkatéd lampa
(vonalas fényforras)

hullamhossz
optikai rendszer

szabad atomok
abszorpcioja az
atomforrasban

atomforras (lang
vagy grafitkemence)

optikai rendszer
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Az atomabszorpcids
késziilék felépitése Az AAS mérés folyamat

23. abra Az atomabszorpcios spektrométer felépitése és az abban lejatsz6do

fényabszorpciora alapulé mérési folyamat

4.4.5.2. Grafitkemence mint atomizalo tér

"o

A szabad alapallapoti atomok eldallitasit nemcsak lang segitségével Ilehet

megvalositani, hanem a 20. abran bemutatott folyamatok kivitelezéséhez sziikséges
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homérsékletet (mint a langoknal 1évé 2500-3000 K), termikus energiat, grafitcsGben is
biztosithatjuk, melyhez az energiat elektromos dram szolgaltatja. A grafitkemence egy
20-30 mm hosszusagl 5-8 mm belsé atmérdjli vizszintesen elhelyezkedd grafitcsé (24.
abra). A grafitcso felso részén, hosszanti dimenzidjat tekintve a kézepén, egy 1-1,5 mm
atmérdjii lyukon lehet a csdbe bejuttatni az 5-50 pL térfogati mintat. A grafitcsovet két
szénrad fogja kozre. Manapsag a csO flitését tobbnyire keresztiranyu fiitéstire alakitjak
ki, mivel ez jobb megoldast, mint a hosszantiiranyu fiités. A keresztiranyt fiitéssel a
grafitkiivetta felflitése soran egyenletes, azaz ugyanolyan homérsékletii lesz a grafitcso
a csO teljes hossza mentén. A grafitkemence also része kdrnyékén vezetik be a grafitcsé
védelmét biztositd argongdzt, amely daramlésaval végeredményben kiviil-beliil
korbeveszi a grafitcsovet, ezaltal megvédi a levegd oxigénjétél. A meghatarozando
oldatot, vagy kozvetleniil a grafitcsObe (24. dbra) tessziik bele, vagy egy tgynevezett
L’vov platformba (3. kép), amelyet a grafitcso aljaba helyeziink. A L’vov platform ugy
van kialakitva, hogy beilleszthetd legyen egy grafitcsé alsod részébe (3. kép). A L’vov
platform alkalmazasaval elérhetjiik, hogy az atomizald tér homérséklete elegendden
magas legyen a minél teljesebb atomizacié kialakuldsdhoz. Ehhez hdmérséklet
késleltetést kell alkalmazni, amit a L.’vov platformmal meg tudunk valositani. A L’vov
platformmal, amely egy kis peremmel ellatott pirolitikus grafitlap, tehat mind
analitikailag, mind élettartamat tekintve kedvezdbb koriilményeket tudunk elérni.
Ugyanez a megéllapitas igaz a pirolizalt grafitcsovekre (4. kép) is, melyek
alkalmazasaval megakadalyozhatjuk az oldatok beszivodasat a grafitcsd faldba. Egy
modern grafitcsé élettartama megkozelitden 200-1000 felfiités, mely értéket a vizsgalt

minta osszetétele, valamint az alkalmazott maximalis hdmérséklet hataroz meg.
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24. abra A grafitkemencés atomabszorpcios spektrométerben hasznalt grafitcso
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3. kép 4. kép

L’vov platform Pirolizalt grafitcso

Miutan a folyékony halmazallapoti mintat becsoppentjiik a grafitcsébe, akkor egy
felfiitési programot alkalmazunk a grafitkemencés atomabszorpcios késziilékben, mely

hémérsékletlépcsodit a 25. abra szemlélteti.
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25. abra A grafitkemence fiitési programja

A becsoppentés utan az els6 1€pés a szaritas (105-150°C). A széritds folyaman a minta
beparlodik. Az olddszer (tobbnyire a viz) elparolog, a szarazanyag pedig a grafitcso
belsd falan marad. A szaritasi hdmérsékletet az oldoszer forraspontjahoz kell igazitani.

Ha ez a hémérséklet magasabb, mint az olddszer forraspontja, akkor a forrasban 1évo
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minta szétfrocsog és szétkenddik a cs6ben. Ha viszont tal alacsony, akkor nem torténik

meg a minta beszaradasa.

A masodik 1épcs6 a hamvasztasi 1épés (300-1500°C). Ebben a 1épcsdben torténik meg a
minta hamvasztasa, hobontasa, amely soran az Osszes kiséré anyag, foként szerves
anyag elbomlik és szervetlen anyagga alakul. Ezéltal olyan illékony, szervetlen
komponenseket tartalmazé mintat hozunk létre, amelynek a kdvetkezd 1épésben torténd
atomizaciojaval minél kisebb zavar6 hatast tudunk elérni. Olyan hémérséklet értéket
érdemes beallitanunk, amely soran a kisérdé anyag eltavozik, viszont az analizalando

elem teljes mennyisége a grafitcsoben marad.

A harmadik 1épés az atomizalas (1200-2700°C). Ebben a Iépésben az 0sszes szilard
anyag elparologtatdsa, majd az analizishez sziikséges atomgdz (szabad alapallapott
atomok) kialakitdsa torténik. Ebben a Iépésben a vizsgalt elem tulajdonsagai

figyelembevételével kell megvalasztanunk az optimalis hémérsékletet.

A kovetkezo futési 1épcsében (2000-2800°C) a grafitcsd tisztitasa torténik meg, mely
soran az Osszes visszamarad6 terméket eltavolitjuk a cs6bdl. Ezaltal felkészitjiik a

csovet a kovetkezd minta mérésére (memoriaeffektus elkeriilése).

A flitési program utolsdé 1épése a grafitcsd lehiitése, mely sordn a grafitcsovet
megkozelitben szobahdmérsékletre hiitjiilk vissza, azért hogy a kovetkezd mintat

becsoppenthessiik.
4.4.5.3. Az FAAS ¢és a GF-AAS kimutatasi hataranak osszehasonlitasa

A grafitkemencés atomabszorpcios spektrométerek (GF-AAS) megkozelitben harom
nagysagrenddel kisebb koncentraciok meghatarozasara alkalmasak, mint a
langatomabszorpcios spektrométerek (FAAS). Ennek kialakulasahoz a kovetkezd f6

tényezok jatszanak szerepet:

- A grafitcsoben ¢€s a langban az liregkatod lampa fénynyaldbja egyarant egy
szlik csatornat vilagit at. Viszont, amig a langban a szabad alapallapotu
atomok nagy sebességgel dramlanak el ebben a csatorndban, ahol az atomok

tartdzkodasi ideje csupan 10°-10 s (22. 4bra), addig a grafitcsében a szabad
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porlaszto

kapillaris

alapéllapoti atomok tartdozkodasi ideje masodperces idétartamt. Ez a
tényez0 jelentésen ndveli az abszorbancia nagysagat (20. egyenlet).

Mivel a grafitcsé (24. abra, 4. kép) egy kisebb méreti atomizald teret
képvisel (hosszisaga: 20-30 mm, bels6é atmérdje: 5-8 mm), mint amit egy
széles (szélessége: 5-10 cm) égbfejen kialakitott keskeny keresztmetszetii
(mélysége: 1-3 cm) lang (26. dbra) képvisel, igy a langba beporlasztott minta
nagyobb higuldsaval kell szamolnunk, mint grafitcsd esetén.

A grafitkemencében a mintabevitel hatasfoka megkdzelitdéen 100%, mivel az
atomizaciokor a becseppentett minta kozel 100%-a a csdben fog tartdozkodni
(27. abra). A langba viszont, a porlasztasi hatdsfok miatt, csak a beporlasztott
minta maximum 10%-a fog bejutni (28. abra).

Az Osszehasonlitds eldbbi pontjdhoz tartozik még, hogy az FAAS esetén
percenként néhany milliliter (4-6) mintabol fog beporlasztdédni a 10%-a, a
GF-AAS esetén pedig az 5-50 pLL mintdnak marad bent a kdzel 100%-a. Ez a

tény a lang esetén biztosit nagyobb minta hanyadot az atomizalé térben.
oldalnézet elolnézet
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26. abra Az FAAS késziilék porlaszto-¢goé rendszere
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mintabevitel

1‘; \ f/:r

atomizacio

27. abra A grafitkemence mintabeviteli hatasfoka megkozelitoen 100%

4.4.6. Optikai rendszer

Egy- és kétfényutas atomabszorpcios késziilékek

A kiilonbozd késziilékgyartok, optikai elrendezés szerint, forgalmaznak egyfényutas és

kétfényutas, valamint egycsatornas €s tobbcsatornas atomabszorpcids késziilékeket. Az

egyfényutas késziilék sematikus egységeit a 28. dbran, mig a kétfényutas késziilék

egységeinek elrendezését a 29. abran lathatjuk.

forgd tarcsa
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optikai
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szamitogép

28. abra Az egyfényutas atomabszorpcios spektrométer sematikus vazlata
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29. abra A kétfényutas atomabszorpcios spektrométer sematikus vazlata
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Az egyfényutas elrendezés (28. 4bra) esetén az iiregkatdod ldmpa fénye kozvetleniil az
atomizalo téren keresztiil jut be az optikai rendszerbe, majd a detektorba. A minta
atomizalo térbe vezetése eldtt mérjiik az Iy kezdeti fényintenzitast. Erre az értékre
torténik a késziilék nullazasa. Majd a mérés kozben ehhez a kezdeti fényintenzitashoz
hasonlitjuk az abszorpciot kovetd fényintenzitast (I). A mérés alatt viszont ha
megvaltozik a lampa fényintenzitdsa (pl. barmely elektromos ingadozas miatt), akkor
ezaltal hibaval terhelt eredményt kapunk, mivel a kezdeti (koradbbi) fényintenzitdshoz
hasonlitjuk. Ezt a hibat a kétfényutas atomabszorpcids késziilekkel (29. abra) tudjuk
kikiiszobdlni, melyben egy forgd tarcsat (chopper) alkalmazva, az abszorpciot megel6zo
¢s az azt kovetd intenzitast egyidoben mérjiik és az aktualis fénygyengiilést a kettd
kiilonbsége fogja adni. A forgd tarcsa forgatdsaval (17. és 29. abra) a mérés alatt
masodpercenként 50-100-szor felvaltva méri a késziilék mindkét fényintenzitast.
Amikor a forgd tarcsa nyildsara esik az iiregkatéd lampa fénye, akkor a fény
kozvetleniil az atomizaldo téren (lang vagy grafitkemence) halad keresztil és
megtorténik a fényabszorpcid. Amikor a forgd tarcsa tiikor része kertiil a fényutba, akkor

innen tiikrok segitségével kikeriilve éri el a detektort fényabszorpcid nélkiil.

Mig az el6z6 abrakon az AAS késziilékek sematikus egységeit lathattuk, addig az 5. és a
6. képeken vehetjiik szemiigyre, hogy hogyan is néz ki a valdsagban egy
langatomabszorpcios késziilék. Az 5. képen egy Zeiss, mig a 6. képen egy Perkin-Elmer
gyartmanya (kinyitva az atomforras ¢és az lregkatdd lampa tartd része, hogy

megfigyelhessiik alaposan) langatomabszorpcios késziilék képe 1athato.

5. kép Zeiss gyartmanyu AAS késziilék
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6. kép Perkin-Elmer gyartmanya AAS késziilék

Egy- és tobbcsatornas atomabszorpcios késziilékek

Ezen tulmenden léteznek egy- és tobbcesatornas atomabszorpcids késziilekek. Az AAS
késziilékek ilyen besorolasa alatt azt értjiik, hogy egyszerre hany elemet tudunk mérni a
késziilékiinkkel. A manapsag kereskedelmi forgalomba keriild AAS késziilékek, anyagi
megfontolasok miatt, tobbnyire csupan egycsatornasak. Ez azt jelenti, hogy az AAS

késziilék egyszerre egy lampa alkalmazasaval egyidoben egy elemet képes csak mérni.

Mivel az elemzés egy hullamhosszon torténik, amely a 23. 4dbra jobb oldalan is lathato,
ezért az Tlregkatod lampa fényébol, lehetéleg a legalkalmasabb (a legnagyobb
abszorbanciat eredményezd) fénysugarat érdemes kivalasztanunk, amelyet az optikai
rendszer segitségével tudunk elvégezni. A vizsgalatra szant vonal (hullimhossz)
kivalasztasat monokromator segitségével végezziik. A monokromator sz6 mono elétagja
»egy ’-et jelent, mig a goérdg chromos sz6 ,,szin”-t jelent. Tehat szo szerinti forditasban
»egy szin”, azaz egy adott hullamhossz kivalasztasat jelenti, melyben a f0 szerepet az
optikai racs, a szird, vagy a prizma latja el. A szird lehet festéksziird, vagy
interferencia-sziir6. Ezek koziil a legmodernebbnek, leginkabb hasznalt eszkéznek az
optikai racs szamit. A manapsag alkalmazott reflexids optikai racsokon nagyszamu (70-
4800 vonal/mm) ugyanolyan alaku, egyforma tavolsadgra 1évd, parhuzamos bardzdat
alakitanak ki, amelyre bees0 fényt onnan visszaverédve, a racs kiilonb6zo
hullamhosszisagi komponensekre bontja. Minél nagyobb szdmu barazdat tartalmaznak,
annal nagyobb azok fényfelbontd képessége. Az optikai racsrdl visszaverddd adott

hullamhosszti  fénynek, a fényfelbontast kovetden, egy iranyban nemcsak egy
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hulldmhosszsagu fénye jelenik meg, hanem annak tobbszordsei (n-A) is, amelyeket

szinképrendeknek neveziink.

Tiz évvel ezelbtt jelent meg a piacon a nagyfelbontdsu, folytonos sugarforrassal
rendelkez6 AAS, melyben xenoniv-lampat alkalmaznak. Hulliamhossztartomanya 185-
900 nm. A fényfelbontéast Echelle optikaval (1asd részletesen a 4.5.5. fejezetben) végzik,
melynél a megfeleld fényfelbontast tigy érik el, hogy a vizsgalatra alkalmazott
hullamhosszat a szinkép 50-150. szinképrendjében hasznaljak. Emellett kell
megemliteniink, hogy a fenti megfeleld fényfelbontast az Echelle optikaban prizma és
optikai racs egyidejii alkalmazasaval érik el. A nagy felbontasi AAS késziilékben a
fényintenzitds detektalasa szilardtest detektorral torténik, mely a kereskedelmi
forgalomban kaphatd késziilékben CCD (Charge Coupled Device) detektor. A gyari
késziilékek detektalast végzoé felillete 1024X1024 pixelbdl all, amelyben az egyes
pixelek mérete 24X24 um. Az Echelle optikanak és a folytonos sugarforrasnak
koszonhetden az egyes pixeleket egyidejiileg tudjak megvilagitani és azokbol kiolvasni
a mérési eredményeket. Ezaltal lehetéveé valik a szimultan multielemes AAS mérés

megvalositasa.

Hattérkorrekcios modszerek

Az atomabszorpcidés mérésben a fénygyengiilést nemcsak fényabszorpcid eredményezi,
hanem fényszorddas is. (Megjegyzés: ha egy lampa elé tessziikk a keziinket, akkor
fénygyengiilést tapasztalunk, viszont ez kozel sem nevezhetd abszorpcionak.) Az
atomabszorpcids spektrometriaban ilyen jelentds zavard hatast akkor tapasztalunk, ha
grafitkemencét haszndlunk. Ez esetben a fényutba keriild szilard részecskéken torténd
fényszorodas is fénygyengiilést eredményez, amelyet a késziilékkel latszolagos
fényabszorpcionak érzékeljik. A nettd fényabszorpciot akkor kapjuk meg, ha
valamilyen tipusti hattérkorrekcios modszert alkalmazunk az optikai zavard hatas

kikiiszobolése céljabol.
A hattérkorrekcios modszerek:

- Kétvonalas modszer
- Deutérium lampas hattérkorrekcio

- Zeeman hattérkorrekcid
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- Smith-Hieftje hattérkorrekcio

A kétvonalas mddszer esetén a mintat két szinképvonalon mérjiikk. Az egyik a vizsgalt
elem elemzdévonala, a masik egy olyan (kozeli), amely nem a vizsgalt elemtdl

szarmazik.

Mivel a fényszorddas hullamhosszfiiggd jelenség, ezért foként az ultraibolya
szinképtartomanyban sziikséges hattérkorrekciot alkalmazni. Erre az egyik
legmegfelelobb a deutérium lampas hattérkorrekcio. A D, lampa 180-400 nm
tartoményban folytonos szinképet szolgéltat. A magasabb hulldmhossz tartomanyban
ugyanez wolfram lampaval oldhaté meg. Az iregkatod lampaval és a deutérium
lampaval kiilon-kiilon (gyakorlatilag egyidoben) végzett mérési eredmény kiilonbsége

eredményezi a nettd abszorbanciét.

deutérium
(D,) ldmpa

Uregkatad atomizald optikai

detekt
(HCL) lampa tér rendszer etextor

szamitogép

30. abra A deutérium lampas hattérkorrekcio sematikus elrendezése

A Zeeman hattérkorrekciés modszer a Zeeman effektuson alapul, mely soran a vizsgalt
vonal magneses térben szimmetrikusan felhasad (a vizsgalt vonal bal és jobb oldalan
jelenik meg két vonal). Amikor be van kapcsolva a magneses tér, akkor ezeken csak
fényszorodas van, ha nincs bekapcsolva, akkor abszorpcid és fényszorddas is van. A

kettd mérés kiilonbsége adja a nettd intenzitast.

A Smith-Hieftje hattérkorrekcios modszer az emisszids szinképelemzésben jol ismert
Onabszorpcion, mas néven vonal-visszafordulason alapul. A  Smith-Hieftje
hattérkorrekcio alkalmazasa esetén az iiregkatdd lampat egyik pillanatban a normal

lizemi aramerdsséggel, a masik pillanatban pedig nagy arammal fiitjiik. Ebben az
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esetben is képezziik a két mérés kiilonbségét. Ez viszont csak akkor lehetséges, ha olyan

elemeknél hasznaljuk, amelyeknél teljes vonal-visszafordulas kovetkezik be.
4.4.7. Detektor

A mérésekben a detektor feladata, hogy a fényintenzitast (fényabszorpciot) elektromos
jellé alakitsa. Az AAS technikaban altaldban fotoelektron-sokszorozot (PMT=Photo
Multiplier Tube) hasznalnak. A fotoelektron-sokszorozoban egy fotokatod, egy anod és
koztiik dinddok talalhatok. A fotokatodot ha fény éri, elektronok Iépnek ki beldle.

A katodbol kilépd elektronok a legkdzelebbi dinddba iitkdznek, majd innen kétszeres-
Otszords mennyiségli szekunder elektron 1ép ki a kovetkezd dinddba. Ez folytatodik igy

tovabb addig, mig mérhetd jel nem keletkezik.

A legujabb fejlesztésti AAS késziilékekbe a fentebb targyalt szilardtest detektorokat
épitik be, melyek kozott a CCD (Charge Coupled Device = toltés csatolt), illetve a CID
(Charge Injection Device = toltés injektalasos) detektorokat kell megemliteni.

4.4.8. Az AAS mérésben jelentkezo zavaro hatasok

Az atomabszorpcids spektrometriat kezdetben ugy mutattak be, mint zavar6 hatasoktol
mentes modszert. A késébbiekben viszont kidertilt, hogy ugyan spektralis zavar6 hatas

tényleg kevés jelenik meg, viszont szamos egyéb zavar6 hatassal kell szamolnunk.
Langban fellépo zavaro hatasok

A zavard hatasokat kordbban spektralis, fizikai, gazfazisa, valamint kondenzalt fazist
kémiai zavard hatdsokra csoportositottak. Manapsag viszont a I[UPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry = Alap ¢és Alkalmazott Kémia Nemzetkozi
Uniodja) altal elfogadott nevezéktan van érvényben, mely szervezet csupan két f6 zavaro

tényezd csoportot hozott létre: spektralis és nem-spektralis zavar6 hatasok.
Spektralis zavaro hatasok

Spektralis zavar6 hatdst akkor tapasztalunk, ha a vizsgalt komponens altal elnyelt, ill.
kibocsatott sugarzast nem tudjuk teljesen elkiiloniteni egyéb sugarzasoktol, vagy

fénygyengiiléstdl.
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Az atomabszorpcios spektrometridban a vonalegybeesés nagyon ritka. Annak az esélye,
hogy a langban vagy a grafitcsében az atomizéacio soran képz6do savos szinképek kozel
essenek vagy egybeessenek a vizsgalt elem abszorpcids vonaldval, annak mar nagyobb
a valoészintisége. Ezek kikiiszobolésére vagy egy masik alkalmas hulldmhossz
megvalasztasaval van lehetdséglink, vagy a fentiekben targyalt Zeeman vagy a Smith-
Hieftje hattérkorrekcios modszer lehet nagy segitségiinkre. A fényszordodas okozta
zavard hatéas kikiiszobolésében a fentiekben targyalt (4.4.6. fejezet) hattérkorrekcios

modszerek jatszhatnak nagy szerepet.
Nem-spektralis zavaro hatasok

A nem-spektrélis zavaré hatdsok kozé azokat soroljuk, amelyek a szabad atomok
képzddését befolyasoljak. Ezeket aszerint csoportositjuk, hogy a zavar6 hatds a szabad
atomok eldallitdsanak mely 1épésében jelentkezik. Ezek alapjan a kovetkezd nem-

spektralis zavaro hatasokkal kell szamolnunk:

- Transzport =zavarasok: ebbe a csoportba azok tartoznak, amelyek
befolyasoljak a vizsgalatra bevont megfigyelési magassagnal az idéegység
alatt megjelend minta mennyiségét. Ebbe a csoportba tartoznak a porlasztasi
sebességet, porlasztdsi hatasfokot €s a beparlodott (deszolvatalt) frakciot
befolyasold tényezok.

- Oldott anyagok parolgasi zavarasa: a vizsgalt elem parolgasat befolyasolod
zavard hatasok tartoznak ide, példaul azok, amelyek a szaraz aeroszol
részecskék parolgasi sebességének megvaltozasabol erednek.

- Gazfazisu zavar6 hatasok: amelyeket a vizsgalandd elem gbézfazisbeli
disszocialt vagy ionizalt hanyadéaban tortént valtozasok okoznak.

- Térbeli eloszlas zavarasa: amelyek akkor jelentkeznek, ha a zavar6d anyag
sebességét vagy tomegaramlasi eloszlasat a langban.

- lonos TUjraeloszlas zavard hatdsa: amennyiben a kiilonb6zé méretil

cseppekben eltér az ionok koncentracio aranya.
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4.4.9. A zavaro hatasok kikiiszobolési modszerei

Fenti zavar6 hatasok koziil a gyakorisagat és nagysagat tekintve legfontosabbak a nem-
spektralis zavarasok, azok koziil is elsdsorban az oldott anyag parolgési és a gézfazisa
zavard hatdsok. A nem-spektralis zavar6 hatasok altal okozott mérési hibak
csokkentésére, ill. kikiiszobolésére tobb eljarast alkalmaznak. A leggyakoribbak a

kovetkezok:

-Standard addicids eljaras: a modszer részletezése a 4.1.2. fejezetben talalhato.

-Szimulacios technika: minél inkabb hasonld sajatsagu standard oldatot
készitiink, mint a minta oldatunk, igy a zavar6 hatasok mindkét oldatban
hasonlok lesznek.

-Puffer-addicios technika: valamilyen spektrokémiai puffert adunk mind a minta-,
mind a kalibralé oldathoz azért, hogy a mérés kevésbé legyen érzékeny a
zavard elemek koncentracidjanak valtozasara. Ezek az ugynevezett
spektrokémiai pufferek.

» felszabadito adalék, amely csokkenti a vizsgalt elem parolgasat zavard
hatdsokat azaltal, hogy vegyiiletet képez a zavar6 agenssel. Erre jo
példa, amikor kalciumot szeretnénk mérni és az alkalifém-foszfatok
okozta zavaro hatast kikiiszoboljik lantan-klorid hozzaadasaval.

» védo adalék, amely kémiailag vegyiiletet képez az analizaland6 anyaggal,
igy gatolva meg a zavar6 anyag hatisat. Példaul a kiilonb6zo
komplexképzd ligandumok gyakran zavarjak az atmenetifémek mérését.
Ezeket a zavar6 hatasokat kalium-cianid hozzaadasaval lehet
kikiiszobolni, ugyanis az 4atmenetifémek a cianiddal adjdk a
legstabilisabb komplexet.

» ionizacidés puffer, amely ndveli a szabad elektronkoncentraciot a
langgédzokban, igy visszaszorul az ionizaci6 vagy stabilizalodik az
ionizécio foka.

» parolgast eldsegité adalék, amely noveli a kiséré komponensek
illékonysagat, vagy illékonyabb vegyiiletet képez a vizsgalando
anyaggal.

» telité adalék, a mintaoldatokhoz nagy koncentracidoban adott zavard

agens, amellyel a zavard hatas allando szintjét lehet beallitani.
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-Grafitkemencében fellépd zavarasok kikiiszobolése matrixmodositokkal: A
grafitkemencében  lejatsz6dé  atomizéacios  folyamatokat gy  kell
befolydsolnunk, hogy minél kedvezObb atomizaciés koriilményeket
teremtsiink, valamint kikiiszoboljiik, vagy legalabbis csokkentsiik, foként a
kondenzalt ¢és géazfazisi zavard hatdsokat. Ennek érdekében kiilonbozd
adalékanyagokat hasznalunk. Ezek kozott kell megemliteni az ammoénium-
nitratot (réz elemzésénél), nikkel-sokat (arzén, szelén és tellar elemzésénél),
ammonium-hidrogén-foszfatot (kadmium elemzésénél), valamint alkalmaztak
sokféle elem analizisénél molibdén vegyiileteket, kalium-bikromatot ¢&s
magnézium-nitratot is, mint matrix moddositokat. Tovabbd univerzalis
matrixmodositoként tartjdk szamon a palladium-sok és a magnézium-nitrat

elegyét.
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4.5. Induktiv csatolasu plazma optikai emisszios spektrometria

4.5.1. Az induktiv csatolasu plazma torténeti attekintése

Az elsé atomemisszios megfigyelés 1752-ben Glasgowban tortént, amely Thomas
Melville nevéhez flizodik. Tapasztalatai szerint az alkohol és tengeri s6 keverékével
eléallitott lang fényes sarga fényt bocsat ki. A s6 hianyaban viszont nem tapasztalhato
sarga fény. A spektrokémiai modszerek hoditd Gtja minden bizonnyal sokkal korabban
kezdddott volna el, ha Thomas Melville egy évvel késobb 27 éves kordban nem

halalozott volna el.

1776-ban Alessandro Volta szikra késziiléket alkalmazott kémiai analizisre. Kisérletei
alapjan megallapitotta, a kiilonbodz0 szilard anyagok hasznélataval eltérd szint szikrakat

allithat elo.

A 18. szdzad végén 19. szazad elején Fraunhofer és més kutatok a langok és szikrak
emisszids spektrumat a Nap és a bolygok szinképéhez hasonlitottak. Talbot 1826-ban

kozolte a kiillonbozd dsvanyi sok szinfestését a langban.

1859-ben Kirchhoff ¢és Bunsen feltételezték, hogy a langokbol szarmazod éles
szinképvonalak nem a molekuldkhoz, hanem az atomokhoz rendelhetdk. Ez volt az els6
alkalom, hogy megprobaltak értelmezni a szinképek természetét. Az emisszios
spektroszkopia alkalmazasaval, Kirchhoff és Bunsen 1860 és 1864 kozott, tobb elemet,

példaul a céziumot, a rubidiumot, a talliumot és az indiumot fedezte fel.

A XX. szazad kozepéig a legjobb analitikai eszkozként az iv és szikra gerjesztést
alkalmaztak. Sajnos foként szilard anyagok vizsgalatara volt alkalmas, az eldkészités
elektromosan nemvezetd mintak esetén kissé nehézkes ¢€s iddigényes volt. Az
eredmények 5-10 % szorasa pedig elfogadott eredménynek mindsiilt. Mig az iv és
szikra gerjesztéses emisszios technikdkat foleg a szilard fém mintdk vizsgalatara
alkalmaztak, addig a langspektroszkopiat csupan az alacsony gerjesztési energidju
elemek (pl. alkdli fémek) analizisére. Megjegyzendd, hogy torténetileg az iv- és a
szikragerjesztés volt az elsd két multielemes meghatirozasi modszer, melyek koziil

foként a szikra gerjesztést még manapsag is széleskorlien alkalmazzak a fémiparban.
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Az 1960-as évektdl jelentésen csokkent az iv és szikra atomemisszids alkalmazasa,
mivel az atomabszorpcids spektrometria (AAS) kezdett egyre inkabb teret nyerni a
szinképanalitikai modszerek kozott. Az AAS technika a fenti modszerekhez képest
kevesebb zavar6 hatassal rendelkezik, valamint a mérés nagy precizitassal (0,2-2 %)
végezhetd. Nagy hatranya azonban, hogy mig az emisszids moddszerek szimultin
multielemes moddszerek, addig az AAS szekvens monoelemes. Az AAS és szamos
analitikai modszer folyékony halmazallapoti mintdk elemzésére alkalmas. A szilard
halmazallapoti mintdk elokészitéséhez vagy egy megfeleld oldasi vagy egy roncsolési

modszer alkalmazasa sziikséges.

A grafitkemencés atomabszorpcios spektrometria (GF-AAS) bevezetésekor nagyon sok
zavar6 hatassal rendelkezett, s a reprodukalhatosdga is messze elmaradt az FAAS
technikdban megszokott értékektdl. A deutérium ¢és a Zeeman hattérkorrekcio
kidolgozéasaval ¢s alkalmazasaval azonban a GF-AAS moddszer mind a két emlitett

hatranya csokkent, tovabba kimutatasi hatara is jelentés mértékben javult.

A késdbbiekben mind a lang, mind a grafitkemencés atomabszorpcios spektrometriat
széleskoriien alkalmaztak elemek vizsgalatara, néhany kivételtol eltekintve azonban az
AAS késziilékek csak monoelemes meghatdrozasra alkalmasak. Az analitikai
méréstartomanyuk csupan kettdé vagy harom nagysdgrend, ezért szamos esetben

meghatdrozas eldtt higitanunk kell a mintakat.

1964-ben Stanley Greenfield els6ként adott hirt egy 0j tipusi atomemisszids
spektrometriai sugarforrasrol, az atmoszférikus nyomast induktiv csatolasti plazmarol
(ICP). Munkéjukban 6sszehasonlitottdk az induktiv csatolasu plazma optikai emisszios

spektrometria (ICP-OES) elonyeit az iv, a szikra és a lang sugarforrasokkal:

-Az (j tipusu plazma sugarforras nagy stabilitassal rendelkezik, ezért a hatranyos
zavaré hatasok kikiiszobolhetok.

-A periddusos rendszerbdl a hagyomanyos kémiai langokhoz képest joval tobb
elem meghatarozasara alkalmas az ICP-OES technika.

-A kimutatési képességében feliilmulja az el6bb emlitett modszereket.

-A plazma miikodtetése sokkal egyszeriibb, mint a hagyomanyos iv és szikra
modszerek kezelése, kiilondsen oldatok, folyékony halmazallapoti mintak

esetén.
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-A plazma eldallitdsa elektrodot nem igényel, ezaltal szennyezddésmentesen,

tovabba nagyon alacsony zavard hattér mellett valdsithaté meg az elemzés.

Kezdetben az ICP-OES modszer nem mutatott jelentdés attérést az elemek
lehetdséget az analitikusok szdmdra. Velmer Fassel azonban Greenfield munkai
tovabbfejlesztésével optimalta, finomitotta az ICP-OES modszer paramétereit.
Megkereste ¢s kikiiszobolte az ICP-OES késziilékben keletkezd lehetséges
zajforrasokat, tovabba j tipust plazma torchot (mas néven plazmaégdt) hozott 1étre. A
70-es évek elejére Fassel kutatomunkaja kovetkeztében az ICP-OES technika feliillmulta
minden addig ismert analitikai modszer teljesitOképességét. Az optimalt koriilmények
kozott miikodé ICP-OE spektrométer igen kedvezd kimutatéasi hatdrokkal rendelkezett,
amely mentes volt zavard hatasoktol, tovabba tdg dinamikus kalibracios tartomany
hasznalatat tette lehetévé. Az elso korszert induktiv csatoldsu plazma optikai emisszios
spektrométer (ICP-OES) elsdként 1974-ben valt beszerezhetévé a kereskedelmi

forgalomban.

Manapsag az ICP-OES technika a rutin elemanalitika teriiletén a leggyakrabban
hasznalt mérési eljards. Emellett a hazai és nemzetkézi gyakorlatban az ICP-OES
késziilekek mellé egyre gyakrabban beszereznek egy induktiv csatoldsu plazma
tomegspektrométert is (ICP-MS). A két mérési modszerrel a szervetlen elemek
nagyrésze meghatarozhaté a mintakban, nagyon jé kimutatési hatarok (ng/dm?®) mellett.
Tovabba az ICP-MS berendezés az elemek kiilonb6zd izotdpjainak meghatarozasara is
alkalmas. A Magyarorszdgon val6 nagyobb elterjedésének sajndlatos modon a

beszerzési ara €s fenntartasi koltségei szabnak hatart.
4.5.2. Az ICP-OES mérés elvi alapjai

A T70-es években kidolgozott ICP berendezés megkozelitéen 70 elem rutin
meghatarozasara alkalmas. A mai napig a Fassel altal kifejlesztett plazmaégd
elrendezést hasznaljuk a plazmaemisszids spektrometridban. A plazmaégd 3
koncentrikus kvarc (vagy egyéb megfeleld anyaga) cs6bdl all, amint a 31. dbran lathato.
A kiils6 cs6 fels6 része koril egy 2-4 menetes réz tekercs talalhato, amely
radiofrekvencias (RF) generatorhoz csatlakozik. A kereskedelmi forgalomban kaphato

ICP-k radiéfrekvencias (RF) generatora 27 (27,12 MHz) vagy 40 MHz-es (40,68 MHz),
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bar készitettek mar kisérleti jelleggel 56 és 78 MHz-es ICP-ket is. A plazma inditasakor
Tesla-, vagy piezoelektromos szikra alkalmazasa sziikséges, hogy az argon atomokbol
bizonyos mennyiségli elektront tegylink szabadda, majd az RF generatorbol szarmazo
energiat (kicsatolt teljesitményt) a réz tekercs az argon gaz szabad atomjainak adja at,
ezaltal nagy energidju elektronok képzddnek. A nagysebességii elektronok az argon
atomok titkdzésével Gjabb elektronokat tesznek szabadda, s ezaltal nagy homérsékletii

plazmaallapot alakul ki. Ezt a folyamatot induktiv csatoldsnak nevezziik.

ahlitdgar
4
L
. o plarma
megfigveles
magassag mdulicids
ketromet tekercs
spektrometer o
o

leilsd csd ———=

hitégaz —s

kézépsd cod —

—— «— segédoar

belsé cod — o[

potlasetdghs + asroszol

31. abra A plazmaégo részei

Az ICP késziilékek altalaban argon gézzal miikodnek, bar léteznek hélium gazzal
miik6do plazmak is. Gazdasagossagi okok miatt viszont ezek a plazmék nem terjedtek

el.

A 31. abrén is lathatd, hogy a kiils6 csé és a kozépso cs6 kozott aramlik a hiitdgaz, vagy

mas néven plazmagéz. A nevébdl is adoddan kettds funkcidja van:

- plazmagéz: fenntartja a plazma miikddését (az egyetlen gdz, amely nélkiil
nem lehetséges plazmat eldallitani),
- hiitégaz: ellatja a plazma ¢és a kiilsd cs6é kozotti térrész hiitését, nem

megfeleld beallitas esetén dsszeolvad (megolvad) a kiilsd cso.

A kozépso és belso cso kozott aramlik a segédgaz, melynek szintén két funkcidja van:
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- a megfeleld nagysdgu aramléasi sebességgel megemeli a plazmat, amely
alkalmazaséaval azt érjiik el, hogy nem ég Gssze a plazmaégd vége, vagyis nd
az élettartama,

- stabilizalja a plazma mikodését, ezaltal stabilabb plazmat (eredményt)

kapunk.

A bels6 csében aramlik a mintagdz, vagy mas nevén porlasztégaz (van olyan késziilék,

ahol ez ténylegesen két kiilon gazt jelent), nevébol adoddan ennek is két funkcidja van:

- porlasztogaz: elvégzi a folyékony halmazéllapoti minta porlasztisat, az
aeroszol képzését,
- mintagdz: a mdar porlasztott minta azon részének szallitasat latja el a

plazmaba, amely finom aeroszol részecskékbdl all.

Néhany ICP-OES késziiléknél a plazma ¢és a spektrométer kozott Oblitdgazt
alkalmaznak, melynek az oxigén molekula kizarasa a szerepe, ugyanis a 200 nm
(pontosabban a 194 nm) alatti hullamhosszi emisszidés vonalak intenzitasa jelentOs
mértékben csokken, mivel a levegdben 1év0 oxigén abszorbedlja az ebben a
hulldmhossztartomanyban 1év6é vonalak jelentds mértékii intenzitdsat. Ebben a
hullamhossztartomanyban talalhat6 pl. az arzén, higany, kén és foszfor érzékeny vonala

1s. A jellemzd dramlasi sebessége kisebb, mint 0,5 L/perc.

Vannak viszont olyan késziilékek, melyeknél vagy vagogazt (shear gas), vagy az ICP-
MS technikaban is hasznalt konuszokhoz hasonl6 formdju (csak nagyobb lyukatmérd;jii)
konuszt alkalmaznak, mellyel egyrészt elkeriilik, hogy a levegd oxigénje abszorpciot

vagy a plazma hidegebb részein 1év6 atomos allapotu atomok dnabszorpcidt okozzanak.
A fenti gazok jellemzd dramlési sebessége:

hiitégaz (plazmagaz): 10-20 L/perc
segédgaz: 0,5-2 L/perc

mintagaz (porlasztogaz): 0,8-2 L/perc
vagogaz (shear gas): 30-40 L/perc

Amint a 32.abra mutatja, a plazma kiilonb6z6 részekre oszthatd: also része a
vizsgalandd aeroszol eldmelegitését végzi el, s feljebb haladva, egyre nagyobb

homérsekletii reakciotér taldlhatdo. A 32. dbran a plazma kiilonb6z6 részeinek az
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elméleti elkiilonitése és azok elnevezése lathatd. A 32. abran jelolt induktiv tartomany a
10000 K hémérsékletével a plazma legmelegebb része. A réz tekercs ebbe az induktiv
tartomanyba taplalja be az energiat, ahonnan az tovabbterjed, valamint a fehér fény
nagyrésze — argon kontinuum — is ebben a tartomanyban jelentkezik. Analitikai célra,
kozvetleniil a plazmamag (a 32. abran a fekete rész) folotti kivalo tulajdonsagokkal
rendelkez0 részt hasznalhatjuk.
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G200 K
G500 K

6800 K
000 K

i
10000 K—O

analitilcail tatrtomany

a sugarras kezdeti része

induletiv tartomany
eldmelegitd zdna

32. abra A plazma Kiilonb6z6 részei elnevezése és a kozépsé csatornajanak

homérséklet valtozasa

Az induktiv csatolasu plazmaban lejatsz6dd atomok és ionok gerjesztésével foglalkozo
szamos publikacio jelent meg a nemzetkozi szakirodalomban. A plazméban végbemend

folyamatok pontos leirasa azonban a mai napig nem tisztazott.

Mint emlitettiikk, az ionizdcidhoz és a gerjesztéshez sziikséges energiat a plazmdba
taplalt radiofrekvencids energia (kicsatolt teljesitmény) szolgaltatja. (Az ICP
technikdban altaldban 1000-1600 W kicsatolt teljesitményt alkalmazunk.) Az RF
energia atadasat négy lépésre kiilonithetjiik el:

1. Az RF energia betapldlasa a plazma kiils6 részébe.

2. Az energia tovdbbaddsa a plazma belsejébe. Ebben a tartomanyban

talalhatok az analizalandé komponensek.
3. Az aeroszol részleges atomizaldsa és ionizalasa.

4. Az atomok és ionok gerjesztése.
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Emisszios szinkép csak abban az esetben keletkezik, ha az atomok/ionok megfelelden
nagy energiat vesznek fel, azaz gerjesztett allapotba keriilnek. Az atomok/ionok
gerjesztése azaltal valosul meg, hogy legalabb egy elektronjuk az alapallapothoz képest,
energiafelvétellel, egy magasabb energiaval rendelkezd -elektronpalyara kertil.
Gerjesztésen altaldnos értelemben azt az egész folyamatot értjiik, melynek végén az
adott vizsgalati elem a ra jellemzd hullamhosszusagii sugarzast bocsatja Ki. A
vizsgéalandé minta a kdvetkezd folyamatokon megy keresztiil, mig eléri a jellemzd fény

kibocsatasat (33. dbra):

. Vo)
(ion) M \\0“
C s
ionizacio I %
\\
(atom) @m“‘
atomizacio

(gaz halmazallapot) MX

parolgas
(olvadék aeroszol) .
olvadas ‘
(szilard halmazallapot, szaraz aeroszol) . MX),
deszolvatalas

(oldat, nedves aeroszol) Q M(H,0)" , X

33. abra A vizsgalati minta gerjesztési folyamata

A 33. abran lathato, hogy a minta aeroszol alakjaban jut a reakciotérbe, az olddszer
elparolog, majd a Vizsgélati minta gézaillapotba kertil, atomjaira esik szét és 1onizaciods
gerjesztett  allapotba  keriilnek, majd energia leadassal a rdjuk jellemzo
hullamhosszisagu fény kisugarzasa kdzben egy alacsonyabb energiaallapotot érnek el.
Az alacsonyabb energiadllapotba valo keriiléssel kisugérzott fény lehet atomvonal

(gerjesztett atom sugarozza ki) és lehet ionvonal (gerjesztett ion sugarozza ki).

A vizsgalt mintdban az adott elem mennyiségére az emittalt fény intenzitisa ad
felvilagositast szamunkra. A kisugarzott fény intenzitasa (I) és a géztérben talalhato
mérendd elem koncentracidja (c) kozotti dsszefiiggést az emisszids szinképelemzésben

korabban ismert Scheibe-Lomakin-egyenlet fejezi ki:
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Leg =K-c™ (22)

A 22. egyenletben a K ¢és m konstansok, a kisérleti koriilményektdl fiiggd allandok. A
felirt egyenlet latszolag egyszerii, azonban mint a 33. abran is lathato, szamos fizikai €s
kémiai folyamat megy végbe, mig a vizsgalati mintatdl szarmazd, a mennyiségi elemzés
szamdra nélkiilozhetetlen fényemissziot kapjuk. Ezek a folyamatok természetesen sem a
vizsgalt elemek koncentracidjatdl, sem egymds kimenetelétdl nem fliggetlenek.
Ennélfogva a K és m valojaban nem allandok, igy az értékiiket meghatarozni sem lehet.
A K a gerjesztési €s egyéb paramétereket foglalja magaban, az m mint exponencidlis tag

a kisugarzott fénynek a kisebb hdmérsékletli géztérben torténd abszorpcidjara utal.

A T hémérsékleti termikus egyensulyban 1évo rendszerben a p atomi szinten talalhato

részecskék stirtiségének (n(p)) kiszdmitdsara a Boltzmann-eloszlas alkalmazhato:

_ . | B _1?#
n(p)=n, [EE{T}] . (23)

ahol
N,: 8z a atom dsszkoncentracidja
Op: a p szint statisztikus sulya
Z4(T): az a atom eloszlési fiiggvénye
Ep: a p szint gerjesztési energidja
k: Boltzmann-allandé (k=1,380622-10% J/K)

T: abszolut hGmérséklet

Azt a homérsékletet, amely az n(p) értekét alapvetden meghatarozza, gerjesztési

hémérsékletnek (Tg) nevezziik.

A Kklasszikus Rutherford-Bohr atomelmélet, valamint a hullamelmélet szerint az atomok
elektronhéjaban az  elektronoknak diszkrét energiaértékei vannak. Energia
felvétel/elnyelés (abszorpcid) vagy energia leadds (emisszio) is csak diszkrét energia
mennyiségek alakjdban lehetséges. Az alapallapotndl magasabb energia szinten 1€vo
atomok vagy ionok allapotat gerjesztett allapotnak nevezziik. A gerjesztett allapotban
1év6 részecskék instabilak, energia leadéassal keriilnek stabilabb energia allapotba. Az
energia leadas egyik lehetséges modja, hogy a gerjesztett részecskék iitkozések kdozben

nem gerjesztett allapotban 1év0 atomoknak, ionoknak adjak at folosleges energiajukat.
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Ilyenkor az energia hové alakul. Az emisszids technikdkban az energia leadds egy masik
gerjesztett részecskék elektromagneses sugarzas formdjaban bocsatjak ki a felvett
energiat. A fénykvantum emittalasaval jaro p és q energiaszintek kozotti atmenet
energiavaltozasa és a fény frekvencidja, hullamhossza kozotti osszefliggést fejezi ki a

Planck-egyenlet (24. egyenlet):

hd x|

(24)
ahol

Ep: kezdeti allapot energiaszintje (J)

Eq: végallapot energiaszintje (J)

AE: kezdeti és a végallapot energiaszintje kozotti kiilonbség (J)

h: Planck-allando (6,626196-107%* J-s)

v: elektromagneses sugarzas frekvencidja (Hz= )

m

c: fény sebessége (levegdben 2,99792510% )

A: fény hullamhossza (nm)

Mivel minden elem adott energiaszintekkel és ennélfogva energia atmenetekkel
rendelkezik, igy az emittalt fény hulldmhossza (24. egyenlet) az illeté elem mindségére
jellemzd, mig a kisugarzott fény intenzitdsa a 22. egyenletnek megfeleléen a

koncentracioval aranyos.
4.5.3. Az ICP-OES Kkésziilék felépitése

Az ICP-OES berendezés f6 egységei (34. abra): az argon gaz, perisztaltikus pumpa, a
mintabeviteli egység, a fényfelbontd egység, a plazmaégd (torch) (sugarforras), az
optikai rendszer, a detektor és a szamitdgép. Kordbban fizikailag nagyobb méretli
berendezéseket gyartottak (7. kép), mivel csak abban volt biztosithatdé a megfeleld
optikai felbontassal rendelkezé mérés, tovabba szamos nagyméretii elektronikus egység,
panel latta el a késziilék miikodését, vezérlését. Mostanaban viszont mar a kor

elérehaladtaval kisebb méretli elektronikus egységeket éllitanak eld, valamint kisebb
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méretll (desktop) ICP-OES késziilékekben is képesek megfeleld optikai felbontast elérni
(8. kép).

A késziilékben alkalmazott gazok és a plazmaégd felépitése a 4.5.2. fejezetben mar

részletesen targyalasra kertilt.

A folyékony halmazallapoti minta plazmaba viteléhez egy perisztaltikus pumpara, a
porlasztashoz pedig porlasztdégaz alkalmazasara van sziikség. Egy perisztaltikus pumpa
lathato a 9. kép bal oldalan, mig ugyanennek a perisztaltikus pumpa fejének a hatoldala
lathat6 a 9. kép jobb oldalan, melyen az ICP kezeldje éppen bedllitja a szoritdé pofak
szoritderdsségét. A perisztaltikus pumpa segitségével vagyunk képesek a pumpacséd
belsd atmérdjétdl és a fordulatszamtol (100-1000 fordulat/perc) fliggden bedllitani a

szallitott folyékony minta térfogatdramat. A pumpacsdvek szinjelolése jelenti a belsod

atmérdjiiket.
optika

radio | BT W) i

frekV§l:ClaS spektrométer

generator
PMT

argon porlasztd
porlasztd mikroprocesszor
kamra és elektronika ™
—»

\,

hulladék

szamitogép

34. abra Az ICP-OES késziilék fontosabb részei
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8. kép Thermo Fisher Scientific gyartmanyu ICP-OES késziilék
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9. kép Gilson gyartmanyu perisztaltikus pumpa

45.4. Az ICP-OES technikaban alkalmazhato mintabeviteli modszerek

4.5.4.1. Porlasztasos modszerek

Mar a 4.4.4. fejezetben is emlitettiik, hogy az atomspektrometridban lehetséges ugyan
gaz, folyadék és szilard halmazallapotii élelmiszer mintdk vizsgalata, ugyanakkor a
pontossag, precizitas, automatizalhatosag (a mérési id6 minél kedvezébb kihasznalasa)
érdekében leggyakrabban a folyékony halmazallapoti mintdk analizisét szoktuk
elényben részesiteni. Ugyanez a helyzet az ICP-OES technikaban is, ahol a folyékony
halmazallapoti mintak elemzéséhez altalaban valamilyen porlasztdsos modszert, azon
beliil is f6ként valamilyen pneumatikus (slritett gazzal miikodd) porlasztdt szoktunk
alkalmazni. A porlasztorendszerek két alapvetd egységbdl allnak (34. abra kdzepén), a
porlasztobdl és az ehhez csatlakoz6 porlasztokamrabol. Miikodés szerint haromféle
porlasztasi technikat kiilonboztetiink meg (8. tadbldzat): pneumatikus, ultrahangos és

hidraulikus nagynyomasu porlasztast.
8. tablazat A porlasztasos mintabeviteli technikak felsorolasa

1. Porlasztasos mintabevitel

1.1. Pneumatikus porlaszté
Koncentrikus porlasztd

Mikrokoncentrikus porlasztd
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Keresztaramt (cross-flow) porlasztd
Babington-porlaszto
V-bevagatu (V-groove) porlasztd
Szogporlaszto (conespray)
GMK porlasztod
,»Mist” (Burgener) porlasztok

1.2. Ultrahangos porlaszté

1.3. Nagynyomasu porlaszto

Az ICP technikaban hasonl6é pneumatikus porlasztokat alkalmaznak, mint amilyeneket
az FAAS moédszerekben hasznalhatunk, viszont ahogyan a 4.4.4. fejezetben is
targyalasra keriilt, a folyadékok porlasztdsdndl a két legfontosabb paraméter a
mintabeviteli sebesség és a mintabevitel hatdsfoka. Ez a két paraméter az AAS-
technikdban szokasos 8-10 L/perc levegbaramnal 4-6 mL/perc és 5-10%, viszont
ugyanezen adatok az ICP technikandl, ahol csupan 1-2 mL/perc porlasztogéz (argon)

térfogataramot hasznalunk, altaladban 1 mL/perc és megkdzelitéen 1%.
Pneumatikus porlasztas

A pneumatikus porlasztok (8. tablazat) koziil leggyakrabban a koncentrikus porlasztdkat
(35. abra) hasznaljuk, ahol a megkdzelitden 200-400 um atmérdji folyadékkapillaris
koriil nagy sebességgel aramlo argongaz a kapillaris végén a Bernouille-egyenlet
értelmében szivohatast hoz 1étre, amely a folyadék folyamatos porlasztisat
eredményezi. A koncentrikus porlasztok altalaban 1%-0s, maximum 2%-os porlasztasi
hatasfokkal rendelkeznek ¢és tobbnyire megkdzelitéen 1 mL/perc mintabetaplalasi

sebességet hasznalnak.

, «3== minta

argongaz
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35. abra Koncentrikus porlaszté

Abban az esetben, ha mindezt kisebb méretek mellett allitjak eld, akkor beszéliink
mikrokoncentrikus porlasztorol (36. abra). Ebben az esetben a kisebb folyadékkapillaris
belsé atmérd (megkozelitéen 100 um) kisebb aeroszol részecskeméretet eredményez,
ezaltal a mintabeviteli hatasfok a 10-20%-ot is eléri. A mikrokoncentrikus porlasztok

10-100 pL/perc folyadék aramot igényelnek.

argongaz

l}
minta =:>b; T._\

36. abra Mikrokoncentrikus porlaszté

A keresztdramu porlasztok (37. abra) is hasonld adatokkal jellemezhet6k, mint a
koncentrikus porlasztok. Taldn a sétoleranciajuk jobb, azaz kissé nagyobb oldott szilard

anyag mennyiséget képesek elviselni, mint a koncentrikus porlasztok.

Ezutan a kovetkezo porlasztd a Babington-porlasztd (38. abra), majd az tin. Babington-
csalad (38-40. abrak). A Babington-porlasztorol elmondhatjuk, hogy ilyen porlaszto
manapsadg mar nem létezik, viszont torténetileg sziikséges a targyalasa, ugyanis az azt
kovetkezd porlasztokat pedig modositott Babington-porlasztoknak nevezziik. Tehat a
Babington-porlasztoé elvileg a kovetkezoképpen mikodik: az iiveggdmbon van egy
lyuk, mely eldtt csak a véletleniil elaramlo folyadék fog porlasztodni. Emiatt aztdn

semmilyen egyéb adat emlitése nem értelmezhetd vele kapcsolatban.
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argon minta

37. abra Keresztaramu (cross-flow) porlaszto

minta

argongaz

38. abra Babington porlaszté

A V-vijatos (V-bevagati) porlasztoba (39. 4bra) megkozelitéen 1 mL/perc minta
aramlasi sebesség sziikséges ¢és a hatasfokuk kedvezObb, mint a koncentrikus
porlasztoké (nagyobb mint 1%, akar 2% 1is lehet). A V-vajatos porlasztoban, a
Babington-porlasztohoz képest mar nemcsak véletleniil aramlik el a gazbevezetés el6tt a
folyadék, hanem kialakitottak egy V formdji mélyedést, melyben a lefelé aramlod
folyadékot argongéz porlasztja el. A 39. abran is jol lathatd, hogy a mintabevezetd csd
nagyobb atmérdjli, mint az alatta talalhaté argongaz cs6é. Ezért ez a porlasztd alkalmas
egyrészt nagyobb sotartalmu oldat (20%) porlasztasara, mdasrészt ezzel a tipust
porlasztdval biologiai és ahhoz hasonld tipusii mintak is hatékonyan, duguldsmentesen

porlaszthatok. Még szuszpenzidk porlasztasara is lehetdség van ezzel a porlasztoval.
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minta
argongaz

39. abra V-bevagati (mas néven V-vajatos=V-groove) porlaszt6 (modositott

Babington porlasztd)

40. abra Szogporlaszté (modositott Babington porlasztd)

A szogporlasztok (40. dbra) és a GMK porlasztok (41. abra) is mddositott Babington-
porlasztoknak mindsiilnek, ahol ,kényszeritjiik” a folyadékot, hogy az argon gaz
bevezetdcsove eldtt aramoljon el a minta. Ezen porlasztok mitkddéséhez megkozelitden

1 mL/perc dramlési sebesség szlikséges €s 1-2% porlasztasi hatasfok jellemzi dket.
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minta —
argongaz
iitk6zé gomb S €

hulladék

41. abra GMK porlaszté (modositott Babington porlasztd)

Az utdbbi években alakitottak ki a kiilonbdz6 Burgener gyartmanyu porlasztokat (10. és
11. kép). Burgener, mint a cég vezetdje termékei a kiilonb6zd porlasztd paraméterek
széles lehetdségeit fedi le. A cégétdl beszerezhetd porlasztok a pontos tipustol
(OpalMist, VeeSpray, SeaSpray, MicroMist, MiraMist, Conikal, DuraMist, AriMist)
fliggden 0,05-2,5 mL/perc mintabetdplalasi sebességtartomanyban allnak rendelkezésre,
a porlasztasi hatdsfokuk 1-10% kozott taldlhatd és akar HF-ot tartalmazo oldat és akar
30%-0s Osszes szilard anyag beporlasztasara is képesek. Miukodésiikben,
elrendezésiikben, a fenti porlasztok koziil, leginkdbb a V-vjatos porlasztokhoz
hasonlitanak abban a sajatsagukban, hogy egy kisebb (az argongdz bevezetésére) és
folotte egy nagyobb atmérdjii csdvel rendelkeznek a minta bevezetésére (a 42. 4bra bal
alsd részén lathatdo szembdl és oldalrol). Ezaltal, tipustol fliggden, csupan kisebb
mértekll eldugulas veszélye allhat fenn. Kijelenthetjiik, hogy a pneumatikus porlasztok
kozott, hasonld aramlési sebesség mellett az egyik legkisebb eldugulasi hajlammal

rendelkeznek (példaul a MiraMist porlasztd). Az anyaguk lehet liveg, PEEK, vagy PFA.

10. kép MiraMist porlaszto
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W

11. kép DuraMist porlaszto

(el 4 ﬂi &—minta

C e &= argongaz
—— mmtacso

4=I argongaz bevezetés

42. abra A MiraMist porlaszté sematikus elrendezése
Ultrahangos porlasztas

Az clébbiekben lathatdo volt, hogy a pneumatikus porlasztds kis mintabeviteli
hatasfokkal rendelkezik. Az analitikusok az Osszes klasszikus és miiszeres analitikai
lépést folyamatosan probaljak fejleszteni, az analitikai lehetdségek kihasznalasaval, a
kisebb kimutatasi hatdrok irdnyaba kiterjeszteni. Ennek egyik lehetdségét jelenti a
mintabeviteli hatasfok novelése. Ezt segiti eld a tovabbi két porlasztdsos mintabeviteli
technika alkalmazasa (8. téblazat), nevezetesen az ultrahangos porlasztas
(USN=Ultrasonic  Nebulization) ¢és a hidraulikus nagynyomasu porlasztas
(HHPN=Hydraulic High Pressure Nebulization) hasznalata. A 43. &bran lathatjuk az
ultrahangos porlasztdo egységeit, valamint egy kereskedelmi forgalomban kaphato
ultrahangos porlasztot a 12. képen, melynek f6 eleme egy piezoelektromos kristaly. Erre
a kristalyra elektromos energiat kapcsolva nagyfrekvenciaval (>500 kHz) rezeg. Ha erre
a kristalyfeliiletre (transzducer) folyamatos aramlasi sebességgel (0,5-2,5 mL/perc)
oldatot visziink, a kristaly rezgése kovetkeztében az oldat aeroszolla alakul. Mivel ezek
az aeroszol cseppek kisebb atmérdjliek, mint a pneumatikus porlasztokban, ezért a

porlasztasi hatasfok megkdzelitéen 10-20%.
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plazma

ﬂ]{fﬂ hiits N

hulladék
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mintagaz —>
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hulladék
43. abra Az ultrahangos porlaszto egységei

Mivel ebben a rendszerben a porlasztast a kristaly rezgése végzi, a képz0dott aeroszol
plazmaba valo6 szallitdsdhoz mintagazra van sziikség. Az alkalmazott mintagaz dramlasi
sebessége altalaban 0,5-1,5 mL/perc. Mivel a mintabeviteli hatasfok megkozelitéen
tizszerese a pneumatikus porlasztokhoz képest, igy ezt a folyadékmennyiséget mar a
plazma kapacitasa nem képes elviselni, kialszik a plazma. Ezt elkeriilendéen a minta

plazmaba keriilése eldtt, deszolvatalni (az olddszert eltavolitani) sziikséges.

12. kép Cetac gyartmanyu ultrahangos porlaszté

A deszolvatalod berendezéssel az aeroszolbdl el tudjuk tavolitani az aktualis oldoszert,
tobbnyire a vizet. A nedves aeroszolt fitott livegesovon keresztiil vezetjiik, melyben a

hoémérseklet 120-160°C. Ebben az egységben az olddszer gaz halmazallapotba keriil,
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majd az olddszer nagy részét kondenzaltatjuk egy hiitott szakaszon, mely hdmérséklete
(-20°C)-(+10°C). Végeredményben a plazmaba az olddszerbdl nem jut be relative nagy
mennyiség (sot kevesebb, mint a pneumatikus porlasztoknal), ezaltal a plazma lehiilése
kisebb lesz (elényos), mig az elporlasztott aeroszolbél a meghatarozandd elem
anyagarama megkozelitben egy nagysdgrenddel (azaz tizszeresére) javul. Ezaltal
elemtdl fiiggéen megkozelitden tizszer kedvezdbb (kisebb) kimutatasi hatarokat tudunk

elérni (elemtdl fliggden 2-100-szoros javulas érhet6 el).
Hidraulikus nagynyomasu porlasztas

A porlasztasos technikak koziil a legnagyobb porlasztasi hatasfokkal az 1988-ban
bevezetett hidraulikus nagynyomdsu porlasztas (HHPN) (44. 4bra) rendelkezik,
megkozelitéen 40-50%-o0s lehet vizes oldatok esetén, mig szerves olddszeres mintak
esetén elérheti akar a 90%-ot is. A modszer azon alapszik, hogy nagynyomassal (40-200
bar) préseljik at a mintat egy 10-30 um atméréjua furaton, amely eredményeként egy
folyadékszalat kapunk. Hogyha ennek a folyadékszalnak az utjaba egy iitkdzotestet (6-
8 mm atmérdjii liveggdmbot) teszlink, az oldatunk nagy része igen kis részecske
atmérdvel rendelkezd aeroszol cseppekké alakul. Egy hazi készitésti hidraulikus
nagynyomasu porlaszté képét figyelhetjik meg a 13. képen, mig a 14. képen

ugyanennek a HHPN rendszernek a porlasztokamrajat és az abban képzddott finom

-

HPLC injektor
eluens —— punpa

deszolvatalo egység

aeroszol képzddését figyelhetjiik meg.

nagynyomasu porlasztas ICP-OES

Peltier hiités—

44. abra Hidraulikus nagynyomasu porlaszto egységei
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A 13. kép aljan és a 44. abra fels6 részén lathatjuk, hogy a folyékony mintat egy
nagynyomasu folyadékkromatografias (HPLC) pumpaval préseljiik a rendszerbe. A
pumpa 4ltal eldallitott folyamatosan aramld vivofolyadékba injektaljuk bele egy
bemérdcsap segitségével a 100-1000 pl térfogatu mintat. A tényleges porlasztd egy
fémfoglalatban elhelyezett 2 mm atmérdju ipari gyémant, vagy rubin lapka, amelyben a
porlaszto frontja felé sziikiilé kiipos furat talalhatd. A furat sziik részének atmérdje a

fentiekben emlitett 10-30 pum.

13. kép Hidraulikus nagynyomasu porlaszto

14. kép A hidraulikus nagynyomasu porlasztoé porlasztérendszere

A HHPN rendszert az ultrahangos porlasztoval 6sszehasonlitva megéllapithatjuk, hogy
ehhez a porlasztdshoz sem sziikséges porlasztogaz. A plazméba vald bejuttatashoz
mintagazra van sziikkség. Mivel ebben a rendszerben a mintabeviteli hatasfok még
nagyobb, mint az ultrahangos porlasztasnal, és mar annal is kioltotta volna a plazmat a

tal sok olddszer mennyiség, ezért természetesen itt is még inkdbb deszolvatdlni
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szlikséges a porlasztott aeroszolt. A deszolvatalo berendezéssel az aeroszolbol el tudjuk
tavolitani az aktualis olddszert. A nedves aeroszolt szintén flitdtt iivegesdvon keresztiil
vezetjiik be, melyben a hdmérséklet 120-300°C lehet, tobbnyire 140°C elegendd. Ebben
az egységben az olddszer gaz halmazallapotba keriil, az oldott sorészecskék pedig
természetesen szilard halmazéllapotban maradnak. Majd az olddszer nagy részét
kondenzaltatjuk egy kétlépcsds hiitd egységben. Az elsd 1épcsdben egy normal
folyadékhiitét alkalmazunk, a madasodik Iépcsében pedig akar -40°C-os hitést is
alkalmazhatunk. Ezzel még a szerves olddszerek nagy részét is kifagyaszthatjuk.
Szerves olddszereket gyakorta haszndlunk speciaciés (modosulat —analitikai)
elemzésekben. A kifagyasztasi eljaras utan gyakorlatilag kozel szaraz aeroszol jut be a
plazmaba. Ezzel a porlasztdsi technika alkalmazasaval kiss¢ még tudjuk javitani az
idéegység alatti anyagaramot, mellyel ezaltal elemtdl fliggden még kedvezdbb (kisebb)

kimutatasi hatarokat tudunk elérni, mint az ultrahangos porlasztoval.
4.5.4.2. Egyéb mintabeviteli modszerek

A porlasztisos mintabeviteli technikdk, melyeket az ICP-OES, vagy az ICP-MS
késziilékben vald analizisekhez hasznalunk, azaz a 4.5.4.1. fejezetben felsorolt

technikak nagyrészt lefedik az élelmiszermintak (€s egyéb tipusii mintdk) mintabeviteli
9. tablazat Mintabeviteli technikak felsorolasa

1. Porlasztasos mintabevitel

2. Hidridgeneraldsos mintabevitel

3. Elektrotermikus atomizalasos mintabevitel
4. Direkt behelyezéses mintabevitel

5. Kozvetlen befecskendezéses porlasztas

6. Ablécios (elparologtatdsos) mintabevitel

6.1. fv ablaciés mintabevitel
6.2. Szikra ablacios mintabevitel
6.3. Lézer ablacids mintabevitel
7. Slurry technika (szilard mintdk szuszpenzi6 formajaban

torténd analizise)
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lehetdségeit, viszont a minta elemzési céljatol, a meghatarozandd elemek
koncentraciojatol, a minta halmazallapotatol, mennyiségétdl, valamint fizikai és kémiai

tulajdonsagaitdl fliggéen egyéb mintabeviteli technikak is 1éteznek.

A 9. tablazatban tiintettiik fel azokat a mintabeviteli modszereket, amelyeket
altalanossagban tudunk alkalmazni a kiilonbozé tipusi mintdk nagymiszeres

elemtartalmi vizsgalatdhoz.
Hidridgeneralasos mintabevitel

Az élelmiszermintdk atomspektrometriai modszerekkel vald vizsgéalatdban, a
porlasztasos mintabeviteli technikdk mellett, a mésodik leggyakrabban alkalmazott
mintabeviteli modszer a hidridgeneralasos technika (45. abra). A hidridgeneraldst
(HG=Hydride Generation) a kovetkezd elemek tudjak kisebb-nagyobb mértékben
teljesiteni: As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn és Te. Ezen kiviil, ugyanilyen koriilményeket
igényel a Hg elemzése is, de a higanynal nem hidridképzés valdosul meg, hanem elemi
gazhalmazallapoti higany keletkezik. Ezért a higany esetén hideggdz technikanak
hivjuk (CV=Cold Vapor). Ezek az elemek az alabbi reakcidegyenletnek megfeleléen
képzik a hidrideket:

As(11I) AsH,
+NaBH, +H*

Se(IV)m—————) ScH, (25)

Hg(1IT) Heg,,

A képzddott hidridek gazhalmazallapotiak, melyek képzddésének hatdsfoka és
sebessége az alkalmazott savtol, a sav és a tetrahidroborat koncentraciojatol flgg,
tovabba befolyasolja a hidridképzd elem oxidécios allapota is. A hidridképzésnek két
elénye van. Az egyik, hogy mivel a hidridek gazok, igy azokat elkiilonitve a
mintaoldattol, gyakorlatilag 100%-ban bevihetok a plazmaba. A masik elénye, hogy
szamos bonyolult matrix esetén, melyek nagymértékben hatranyosan befolyasoljak a
minta mérését, a hidridképzés eredményeként azoktol elvalaszthatok. Ezaltal az As, Se
¢s Hg elemek megkdzelitden szazszor-ezerszer kedvezébb, azaz kisebb kimutatdsi hatar

mellett mérhetok.
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Tehat a 25. egyenlet szerint képz6dott gazok, a 45. dbra jobb oldalan lathaté gaz-
folyadék szeparatorban elvélasztasra, tovabbad a matrixtdl elkiilonitésre keriilnek,

ahonnan argongaz 6blitéssel kozvetleniil az ICP-be juttat.
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45. abra Hidridgeneralasos mintabevitel
Elektrotermikus atomizalasos mintabevitel

A szilard, vagy folyadék halmazallapotd mintanak, a grafitkemencés atomabszorpciods
technikdhoz hasonldan, grafitkemencében végezzik a minta elektrotermikus
elparologtatasat (46. abra), majd az igy keletkez6 atom- és molekulagézok a hideg
argon gaz hatasara mikrokristalyokka kondenzalodnak. Ezeket az aeroszolokat vezetjiik
a plazmaba. A plazma magas hdmérsékletén (32. abra) pedig minden sziikséges fizikai

folyamat megtorténik (33. abra), amely a minta atomemisszios elemzéséhez sziikséges.

Direkt behelyezéses mintabevitel

A direkt behelyezéses mintabevitel egyaltalan nem terjedt el az atomspektrometridban.
Ezt az elrendezést akkor alkalmazhatjuk, amikor nem szeretnénk mintael6készitést
alkalmazni az adott élelmiszermintank eldkészitésénél, hanem koézvetleniil kivanjuk
elvégezni a mintank mérését. Ez foként szilard mintdk elemzésére ajanlott. A 47.

abranak megfelelden a plazmaégd kozepén van egy grafitriid, melyre ra tudjuk helyezni
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az elemzendd mintat, majd feltoljuk a plazméaba és a plazma 6000-10000 K
hémérsékletén itt is megtorténik minden sziikséges fizikai folyamat (33. dbra), amely a

szilard minta fénykibocsatasahoz sziikséges.
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46. abra Elektrotermikus atomizalasos mintabevitel

1 . W- grafit elektréd
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47. abra Direkt behelyezéses mintabevitel (Direct Insertion Device)

Kozvetlen befecskendezéses porlasztas

Az ICP vizsgalatok teriiletén olyan mintabeviteli technika is Ilétezik, ahol a

mikrokoncentrikus porlaszton keresztiill (porlasztokamra nélkiil), nagynyomasu
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folyadékkromatografids pumpaval a mintat kozvetleniil a plazmaba irdnyitjdk. A
kozvetlen befecskendezéses porlasztoval (DIN=Direct Injection Nebulizer) (48. 4bra) a
mintabeviteli hatasfok 100%. Ezt a technikat olyan elemeknél alkalmaztdk sikerrel, ahol

jelentds memoriaeffektusok 1éptek fel. Ilyen elemek a jod, a higany és a bor.

«——plazmaégé

kapillaris

«— mikrokoncentrikus
porlaszté

HPLC | ]
pumpa
ﬁ_— ——

48. abra Kozvetlen befecskendezéses porlasztas (Direct Injection Nebulization)

Ablacios mintabevitel

Az ablaciods (elparologtatasos) mintabevitelt, altalanossagban, kivitelezhetjiik iv, szikra
¢s lézersugar alkalmazasaval. Mivel az iv- ¢és szikraporlasztds hasznalata csak
elektromos aramot vezetd szilard mintdk esetén lehetséges, ezért az élelmiszerek
vizsgédlataira nem alkalmas. Leginkabb fémotvozetek gyors elemzésére szoktak

alkalmazni (49. abra).
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49, abra Lézer ablacios késziilék

Az ablécids (elparologtatasos) mintabevitel megoldhatd 1ézersugar alkalmazésaval is.
Ennek eldnye, hogy a lézersugar jol fokuszalhato, mely lehetové teszi olyan feliileti
mikroanalizis elvégzését, amely a korabbi modszerekkel nem volt megoldhatd. Egyes
esetekben elényds, mas esetekben viszont hatranyt jelent, hogy a lézersugar
alkalmazasdval roncsoldsmentesen igen kis (10-100 ug) anyagmennyiséget

parologtatunk el.
Slurry technika

A slurry technika (a szilard mintdk szuszpenzié formdjaban torténd porlasztasa) szilard
mintak roncsolasmentes vizsgdlatdnal egy lehetséges mintabeviteli technika. Ebben az
esetben olyan pneumatikus porlasztot és porlasztokamrat kell hasznélni, amely nagyobb
részecskék beporlasztasat is lehetévé teszi. Példaul V-vajatos vagy MiraMist tipusu
porlasztok hasznalhatok Scott-féle kodkamraval. A megfeleld allagu, homogén
szuszpenzid eléréséhez a kiillonbozd szildard mintdk megfeleld Orlésére van sziikség,
amelyben a szemcseméret kisebb, mint 5 um. Manapsag ezt a legtokéletesebben a
folyékony nitrogénben tortént fagyasztast kovetd Orléssel tudjuk kivitelezni. A
porlasztas kozben a szuszpenzidt magneses keverdvel, vagy ultrahangos mosoban

folyamatosan homogenizaljuk.
4.5.4.3. Porlasztokamrak

A pneumatikus porlasztokban eldallitott aeroszol részecskéket egy porlasztokamran
(mas néven kddkamran) vissziik keresztiil. A porlasztokamranak kettds szerepe van. Az
egyik szerepe, hogy csupan a megkozelitden 10 um-nél kisebb atmérdjii részecskéket
engedi be a plazméba, a masik pedig, hogy a porlasztokamra kdzbeiktatasaval csokkenti
a porlasztott részecskék térfogataramanak pulzalasat. Ezaltal stabilizalja a plazma
miikddését. Az ICP technikdban haromféle tipusi porlasztokamra terjedt el (10.
tablazat). Az ICP-OES technikaban leginkdbb a Scott-féle kétutas és a ciklonrendszer(i
kodkamrakat, mig az ICP-MS technikaban a kupalaku (Conical) egyutas, legtobbszor
hiitott kodkamrakat alkalmazzak, melyben {itk6z6gomb is talalhatd. A porlasztokamrak
hiitésével az oldoszer (példaul a viz, de foként az illékony szerves oldoszerek)

mennyisége csokkenthetd a keletkez6 g6zok kondenzaltatdsaval, mellyel egyrészt a
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plazma terhelését, masrészt a képzodd oxidok, hidroxidok mennyiségét tudjuk
csokkenteni. A porlasztokamrdk aljan Osszegyiild folyadékcseppekbdl, amelyek thl
nagy méretiieck, hogy bejussanak a plazmaba, folyadékzarat alakitunk ki, ezaltal

megakadalyozzuk, hogy az argon géz azon a nyilason tavozhasson el.
10. tablazat Porlasztékamra tipusok

1. Ciklonrendszeri

- egyutas

- kétutas
2. Kupalaku (Conical) (egyutas)
3. Scott-tipusu

- egyutas

- kétutas

A ciklonrendszerti (50. abra) és a kupalaku porlasztokamrakat (51. dbra) boroszilikat
tivegbdl és valamilyen tipusi muanyagbol is készitik, amely viszonylag kisebb
sotartalm mintak vizsgalatara alkalmasak, a Scott-féle kodkamrakat (52. dbra) viszont
egyarant készitik tivegbdl, de tomény savaknak és lugoknak ellenalld anyagbdl is

(Ryton polimer).
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50. abra Ciklonrendszerii egyutas kodkamra
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51. abra Kuipalaku porlasztokamra (egyutas)

52. abra Scott-tipusu kétutas kodkamra
4.5.5. Optikai rendszerek

Az ICP-OES technikdban lehetéség van mind axialis, mind radidlis
plazmamegfigyelésre (53. abra). Az axidlis plazmamegfigyelésnél a plazma magjaban
keletkezd fényemissziot tudjuk vizsgalat céljara haszndlni, ahol a plazma hémérséklete

megkozelitden 8000 K.

plazma

mintacsatorna

megfigyelési zona

plazmaégd

radialis
plazmamegfigyelés

axialis
plazmamegfigyelés
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53. abra Radialis és axialis plazmamegfigyelési modok

A radialis plazmamegfigyeléssel viszont a 6000 K homérsékletli térrészhez fériink
hozza. Minél melegebb a plazma, annal nagyobb aranyban keletkeznek atomok és
ionok, valamint annal hatékonyabban tudja gerjeszteni az atomokat és ionokat. Ennek
megfelelden megkozelitden tizszeres fényintenzitdst kapunk axidlis megfigyelésnél,
mint amelyet radialis plazmamegfigyeléssel érhetiink el. Ezért az axialis megfigyeléssel,
az elemek atlagosan tizszer kedvezobb (kisebb) kimutatdsi hatarait tudjuk elérni, mint
radialis megfigyeléssel. Abban az esetben viszont, ha nagyobb sétartalmi mintaban,
relative kisebb elemtartalmak meghatarozasat akarjuk megvalositani, akkor axialis
megfigyelés esetén szamolnunk kell a megkozelitden tizszeres intenzitdsu
elemzavarasok megjelenésével is. Ha el akarjuk keriilni a nagyobb elemzavardsok
megjelenését, valamint a mérendd koncentraciok is lehetdévé teszik, akkor ajanlatos a

radialis plazmamegfigyelési mod alkalmazasa.

Az induktiv csatoldsu plazma optikai emisszids spektrometridban harom plusz egy féle
optikai elrendezésli késziilékek koziil valaszthatunk (11. tdblazat). A legegyszerlibb
optikai rendszert a monokromator jelenti, mely rugalmas, de lassi mddszernek
tekinthetd. A  monokromator hasznalata rugalmas, mert a 160-850 nm
hullamhossztartomanyban a barmely ICP-vel vizsgalhato elem koziil, barmely
hullamhosszi vonala elemezhetd. De lassunak is nevezhetd, mivel a mikodése

szekvens, azaz az egyes elemek adott vonalait egymasutan tudja megmérni.

A polikromator alkalmazaséaval gyors (de rugalmatlan) vizsgalat valosithatd meg, mivel
egyszerre, szimultin moédon nagyon sok (4ltalaban maximum 60 elem, vagy kiilonb6z6
hulldmhosszi vonal) analizise valosithatd meg. A moddszer rugalmatlansdga annak
tudhaté be, hogy a polikromatorral csupan azok az emissziés vonalak elemzése
végezhetd el, amelyek bedllitdsa a gyarban megtortént. A fejezet elején emlitett plusz
egy tipust azért emlitettiik, mert az ICP késziilékiink beszerzésekor gy is donthetiink,
hogy egy kombinalt, azaz egy monokromatorral €s egy polikromatorral egyarant
rendelkez6 késziiléket vasaroljunk meg, amely 6tvozheti a fenti tipusok eldnyeit, azaz
rugalmas €és gyors modon is képes a vizsgalatokat kivitelezni. Ennek beszerzési ara

viszont koltséges.
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Koltségkimélébb megoldasnak nevezhetd az az ICP-OES késziilék, mely Echelle-
optikai elrendezéssel rendelkezik. Ezzel a berendezéssel gyakorlatilag mi valaszthatjuk
meg akar naprol-napra, hogy mely elem mely hulldmhosszu vonalat hasznalva végezziik

a vizsgalatainkat. Ennek beszerzésével tehat rugalmas és gyors mérési modszert kapunk.
11. tablazat Optikai elrendezések

1. Monokromator (rugalmas, de lassu)
e Czerny-Turner rendszeri
e Ebert rendszerti

2. Polikromator (gyors, de rugalmatlan)
e Paschen-Runge elrendezés
e Rowland-kor

3. Szilardtest detektor (rugalmas és gyors)

Az ICP-OES késziilékekben Czerny-Turner vagy Ebert rendszerli monokromatorokat
alkalmaznak.

beléporés beléporés
homoru tiikkor P

EO

homoru tiikor '

homoru tiikor

] optikai racs H | optikai racs
s I —
kiléporés ’ kilépérés
fokusztavolsag

54. abra Czerny-Turner (a) és Ebert rendszerii (b) monokromatorok

A monokromatorba a belépdrésen bejutd fehér fénybdl a homoru tiikdr parhuzamos
sugarnyalabot allit eld, mely az optikai racsra (diffrakcios racsra) keriil. Az optikai
racson megtorténik a fehér fény kiilonb6z6 komponensekre valo bontdsa (55. édbra). Az

optikai
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55. abra Diffrakcios optikai racs

rcs 1éptetd motorral vald forgatasaval valasztjuk ki a mérend6 elem adott hullamhosszi
vonalat és ez azutdn szintén egy homoru tiikkdr segitségével keriil a kilépOrésre.
Természetesen az optikai racs €s a kiléporés egyiittes hasznalataval tudjuk meghatarozni
azt a hullimhosszt, jobban mondva azt a sziik hulliamhossztartomanyt, amellyel mérhet6
az analizdlandé elem fényemisszidja. A Paschen-Runge elrendezésli polikrométor
minden egyes optikai egységét (belépdrés, optikai récs, kiléporések) egy korivre kell
elhelyezni, amelynek a neve Rowland-kor (56. abra). Ezzel szimultin mddon tobb
hullamhossz elemzése lehetséges, amely a fentiekben részletezett okok miatt relative
gyors mérést tesz lehetdvé.

!

plazma

detektorok
fotoelektronsokszorozok

gyujto
lencse

beléporeés
kiléporések <

\Wd-kﬁr

optikai racs



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 109

56. abra Paschen-Runge elrendezésii polikromator

A harmadik lehetséges optikai elrendezés, az Echelle-rendszerli optika (57. ébra). A
késziilékgyartok manapsag forgalmaznak olyan modern induktiv csatolasti plazma
optikai emisszios spektrométereket, amelyek egyrészt mind radialis mind axiélis
plazmamegfigyelésre alkalmasak (az 57. dbran szdmitdégépvezérelt tiikkrok végzik el a
megfigyelési mod kivalasztasat), masrészt valaszthatdé modon nagyon sok hulldmhossz

egyidejli vizsgalatat teszik lehetové.

Az Echelle-rendszerti  késziilékekben az optikai racsrol reflektalt sugarzas
fényhasznositidsa nagyon jo, igy az elemzéshez sziikséges jo fényfelbontast ugy érik el,
hogy az 50-150. rendii spektrumok fényintenzitasat hasznaljak az elemek
felbontésat, hogy a spektrumszeletek egymas mellé keriilnek és kétdimenzios spektrum
keletkezik a detektoron. A kétdimenzids spektrumot gy lehet elképzelni a 2x2,5 cm
dimenzioja szilardtest detektoron (CCD vagy CID), hogy a kiilonb6z6é rendi
spektrumok névekvd hullamhossztartomany sorai jelennek meg egymas alatt. Ezaltal a
detektor bal fels§ sarkdra esik a legkisebb vizsgalhatdo hulldmhossz, mely érték a
sorokban balrol-jobbra ¢és feliilrdl lefelé egyarant novekszik. Az ICP-OES
berendezésekben toltés csatolt (CCD=Charge Coupled Device), vagy toltés injektalasos
(CID=Charge Injection Device) szilardtest detektorokat hasznalnak. Az Echelle-
rendszeri ICP-OES késziilékek egyidejiileg minimum 250 kiilonb6zd emisszids vonal
(szlik hullamhossztartomany) egyidejii vizsgalatara alkalmasak. Mivel az ICP-OES
berendezésekkel 72-74 elem szimultan mérése lehetséges egyszerre, igy szélsOséges
esetben, azt is megtehetjiik, hogy az ismeretlen mintdk elemtartalmanak
meghatarozasdhoz minden elemnél egy nagyon érzékeny, egy kozepes érzékenységii és
egy kevésbé érzékeny vonalat allitsunk be. Ezéltal kis, kdzepes és nagy koncentraciok

érzékeny mérése is megoldhatd egy mérésen beliil.
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57. abra Echelle-rendszerti optikai elrendezés
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4.5.6. Detektorok

A monokromatoros és polikromatoros induktiv csatolasti plazma optikai emisszios
spektrométerekben az  ultraibolya ¢és lathatd tartomdnyban leggyakrabban
fotoelektronsokszorozo csovet (58. abra) (PMT=Photomultiplier Tube) alkalmaznak. Az
abrarol is lathatd, hogy az adott hulldmhosszu fény (hv) a fényérzékeny fotokatodra
beesik ¢és ez az elektrodfeliiletbdl elektront tesz szabadda, amely a dinodok kozotti
szabalyozhato potencidlkiilonbség hatdsara felgyorsul és becsapodik a dinddba, ahonnan
megsokszorozddva (négyszer-hatszor) 1épnek ki elektronok, amely folyamat a tovabbi
dinddokon is folytatddik (az elektronsokszoroz6 1épés ismétlddik). A legtjabb
késziilékekben pedig félvezetd alapu érzékeldket, CCD ¢és CID detektorokat
alkalmaznak. Ezekkel a detektorokkal egy késziiléken beliil, vagy egy detektorral tudjak
lefedni a 160-850 nm analitikai hullamhossztartomanyt, vagy 2 kiilonallo detektorral.
Az utdbbi esetben egy mérésen beliil, idoben (egymasutan) két 1épésben végzi a minta

elemzését UV és lathato tartomanyban.

L fotokatod
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58. abra Fotoelektronsokszorozo csé (Photomultiplier tube)
4.5.7. Zavaro hatasok és kikiiszobolésiik lehetéségei

Az induktiv csatoldsu plazma emisszios sugarforrasként vald bevezetése (1964.) utan a
korai irodalmak, mint zavard hatasoktol mentes modszerrol szamoltak be. Késobb, az

alaposabb vizsgalatok soran viszont kideriilt, hogy az analizis eredményét szamos
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effektus nagymértékben befolydsolja. Az ICP-OES technikanal jelentkezd zavard

hatasokat négy csoportba sorolhatjuk:
1.) Fizikai zavar6 hatasok

a. A porlasztand6 oldat fizikai tulajdonsagaitdl fiiggd hatasok (az oldat striisége,

viszkozitasa, feliileti fesziiltsége, illékonysaga, hdmérséklete, stb.).

b. A porlasztandé oldatban talalhatdo elemek mindségétdl és mennyiségétol fliggd

matrixhatasok (a plazma homérsékletének csokkenése).

c. A kiilonb6z6 berendezések szerkezeti sajatsagaitdl fliggd zavard hatdsok (a
porlasztok tipusa és méretezése, a porlasztokamrak felépitése, a plazmaégd

konstrukcioja, az indukcios tekercs hdmérséklete, stb.).
2.) Spektralis zavar6 hatasok

a. Vonalkoincidencia, vagy vonal egybeesés, amely nemcsak a plazmaba taplalt
oldat elemtartalmatdl szarmazhat, hanem a plazméban 1év0 argon vagy a

plazmaég6bdl kioldddo szilicium elemektdl is.

b. Savkoincidencia, amely nagymértékben megvaltoztathatia a mérendd elem
hatterét. Szamos esetben a plazmaba jut6 disszocialatlan molekuldk (N2, Cy, CN,

CH, OH, stb.) emisszioja okozza.

. Vonalkiszélesedés, amelyek kozott a Doppler kiszélesedés mértéke megkozelitden

egy nagysagrenddel nagyobb, mint az 6sszes tobbi hatdsa egylittvéve.

d. Hattérnovekedés, melyet okozhat a szort fény, valamint a mintdban talalhato
viszonylag nagy koncentracioban 1évé elemek (Ca, Mg, K, stb.) ion-elektron

rekombinacidjabol szarmazo folytonos sugarzas.

3.) Kénnyen ionizalodo elemek hatasa, melyet a kis ionizacids potenciallal rendelkezd

elemek (K, Na, Cs) nagy koncentracioja idéz elo.

4.) Memoria effektus akkor jelentkezik, amikor a standard vagy minta oldatot

viszonylag nagy koncentracioban juttatjuk be a késziilékbe.

Az ICP-OE spektrometridban ismertté valt fent emlitett zavard hatdsok szamos
veszélyforrast jelentenek a gyakorlati analitikusok szdmara. Rutin mérések alkalméval
néhany egyszerli szabaly figyelembevételével azonban a zavard hatdsok nagy része

kikiiszobdlhetd.
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A vizsgalandd ¢és kalibralo oldat slriisége, viszkozitasa, feliileti fesziiltsége,
illékonysaga, valamint hémérséklete kozotti kiillonbségbdl szarmazd zavard hatas (1a.)
nagymértékben csokkenthetd, amennyiben a mintaeldkészitéshez alkalmazott tipusu
savat ugyanabban a koncentracioban tartalmazzak a kalibralo oldataink is. Az oldatokat
pedig a mérés elott a kalibrald oldatokkal egyiitt ugyanazon a helyen vagy

megkozelitden ugyanolyan homérsékletti helyen taroljuk.

Az 1b. zavaré hatasokat a leginkabb tgy tudjuk kikiiszobdlni, ha minél inkabb olyan
elemtartalmit (mind az elemek mindségében, mind azok mennyiségében) standard
oldatokat készitiink az ICP-OES késziilék kalibralasahoz, mint amilyen elemtartalmt

mintak vizsgalatat végezziik.

A fizikai zavar6 hatdsok koziil a kiilonb6zd berendezések szerkezeti sajatsagaitol fiiggd
zavar6 hatasok (1c.) nem jatszanak jelentds szerepet, amennyiben vizsgalataink kézben
nem valtoztatjuk meg a késziilékiink kiillonb6z6 szerkezeti elemeit (példaul a porlaszto,

valamint a plazmaég6 tipusat és méretét).

A késziilékgyartok ugyan az ICP-OES berendezés Gsszedllitasa eldtt a mindig jelenlévd
argon ¢és szilicium, valamint a vizsgdland6 mintdk nagy koncentracidoban talalhatd
matrix elemeitdl szarmazd vonalegybeesései (2a.), tovabba a savkoincidencidk (2b.)
ismeretében valasztjak ki az elemek analitikai hullamhosszat — ezaltal szdmos vonal- és
savkoincidenciatol szarmazo zavard hatast kikiiszobolnek —, az ICP-OES hasznalatakor
mégis a spektralis zavard hatasok jelentik a legtobb problémat a gyakorlati analitikusok
szamara. Az interferencia kalibracid, vagy mas néven a zavar6 elem kalibracio alkalmas
a viszonylag nem tul nagy zavar6 hatasok csokkentésére. (Nem nagy zavaro hatasrol
beszéliink abban az esetben, ha a vizsgdlt elem intenzitdsa nem Osszemérhetd a
zavarasbol szarmaz6 intenzitassal.) Az interferencia kalibréacio, tovabba az elemek valds
koncentracidja az utobbi idében eldallitott ICP-OE spektrométerek vezérld és értékeld
szamitogépével, az iteraciok megfeleld szamanak beallitasaval szamithato. Az ICP-OES
késziilékek tobbnyire rendelkeznek olyan adatbéazissal, amelyben feltiintett¢k a
lehetséges vonalegybeeséseket, amelyek segitségével a zavard ionok megjosolhatok. A
zavard effektusok nagysagat az ICP-OES késziilékek sajatsdgai nagymértékben
meghatarozzak. Ezért a vizsgalanddo minta elemtartalmatol fliggéen viszonylag nagy

crcr

bevezetésekor el kell végezniink. Ha viszont til nagy spektralis zavaras 1ép fel, akkor a
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modern ICP késziilékekben lehetdségiink van egy masik olyan vonal kivalasztasara,

amelyen az adott tipusii mintandl nem tapasztalunk elemzavarast.

A vonalkiszélesedés (2c.) jelensége a kalibracids gorbe elhajlasanal (telitési effektushoz
hasonlo) jatszik szerepet, amely jelenség a fotoelektronsokszorozok (fotomultiplierek)
fesziiltségének, erdsitésének, azaz a kalibracids gorbe dinamikus méréstartomanyanak
megfeleld megvalasztasaval keriilhetd el. Tovabba helyes kalibracios tevékenység

(polinom illesztése) is eldsegiti a minél pontosabb mérési eredmény elérését.

A spektralis zavard hatasok kozott feltiintetett hattérndvekedés (2d.) szintén
automatikusan kiiszobolheté ki az utdbbi idoben eldallitott ICP-OE spektrométerek
segitségével. A hattérnovekedést a vonal kozvetlen kornyezetében végzett
hattérmérésének a brutté jelbdl torténd levondsaval tudjuk kikiiszobdlni. A hattér
mérésénél megkiilonboztetiink bal-, jobb- és kétoldali hattérkorrekciot. A megfeleld
oldalon wvégzett hattérkorrekci6 megfeleld6 mértékben képes kikiiszobolni a
hattérnovekedésbol szarmazd zavard tényezot. Az elemz6 vonalak bal (kisebb a
hullamhossza, mint a vonalnak) vagy jobb oldalan (nagyobb a hulldmhossza, mint a
vonalnak) a disszocidlatlan molekuldktol (N, C,, CN, CH, OH, stb.) vagy szdmos
elemtdl szarmaz6 zavar6d emissziot tapasztalhatunk. Ezek ismeretében kell kijelolniink a

vonalak hattérmérésének a helyét.

Az induktiv csatolast plazma sugarforrasként valo alkalmazéasa kapcsan szamos kutato
foglalkozott a konnyen ionizalodo elemek (Li, Na, K) hatasaval (3.). Ezek vizsgélatat
egyrészt az atomabszorpcios késziilékek langjdban lejatsz6do fizikai folyamatok
folytatasaként, masrészt a nagy sétartalmu tengerviz vizsgélata céljabol végezték el.

Ezek hatasat a legjobban Uigy tudjuk kikiiszobolni, ha minél inkédbb olyan mindségli és

crer

Az atomspektrometriai moddszerekben memoria effektust tapasztalhatunk a
porlasztorendszerben, vagy példaul az ICP-MS konuszain, ha a beporlasztott oldat
viszonylag nagy koncentracioban tartalmazza a meghatarozandoé elemet. Kikiiszobolését
a mintak kozott alkalmazando mosdoldat mosasi idétartamanak novelésével, valamint a
minta higitasaval és olyan porlasztérendszer megvalasztasaval tudjuk csékkenteni, mely

kisebb memoria effektust eredményez.
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4.6. Induktiv csatolasi plazma tomegspektrometria

4.6.1. Induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria elve

1975-ben az els6 olyan cikket Alan Gray publikalta, az angliai Lutonban, az
egyenaramu ivplazmaval végzett vizsgalatokrdl, melynek soran izotdparanyokat
hatarozott meg tomegspektrometrias detektalds alkalmazasaval. Harom évvel késobb
Alan Gray ¢s Velmer Fassel kozosen kezdtek el kutatasokat folytatni, mely
kutatomunkéarél 1980-ban jelent meg az els6 induktiv csatoldsi plazma
tomegspektrometriaval (ICP-MS) foglalkozo cikkiik, tobb tarsszerzdvel egyiitt. Tovabbi
harom évre volt sziikség, hogy 1983-ban bemutatasra keriiljon az elsé kereskedelmi

forgalomban kaphatd ICP-MS késziilék.

Az induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria, a nevébdl is adodoan két {6 részbol
all. Az els6 része az induktiv csatolast plazma, mig a masodik, az elvélasztast és az azt
kovetd detektalast végzo rész, a tomegspektrométer. Amit az el6zé fejezetben
részletesen bemutattunk az induktiv csatolast plazma optikai emisszios spektrométerrel
kapcsolatban, annak nagy részét, mint ismeretanyagot ennél a résznél is
felhasznalhatjuk, ismételt targyaldsat nem tartjuk indokoltnak. Mivel mindkét mérési
modszer (ICP-OES és ICP-MS) esetén gyakorlatilag szinte ugyanarrdl az ICP-rél van
sz6 (34. abra), igy az ICP-OES ismeretanyaga a ,,plazma végéig” megegyezik az ICP-

MS hasznalatahoz nélkiilozhetetlen ismeretek elso részével, azaz az ICP résszel.

Az ICP-MS mérésben a plazma viszont mar nem sugarforrasként jatszik szerepet,
hanem ionforrasként. A 33. abran bemutatott folyamat természetesen az ICP-MS
plazmajaban is végbemegy, viszont ebben a rendszerben a fénykibocsatas csak mint
mellékfolyamat jatszodik le. Az ICP-MS plazméjanak az a legfontosabb feladata, hogy
— lehetdség szerint egyszeresen pozitiv toltéssel rendelkezd — ionokat képezzen,
amelyeket a tomegspektrométer a késObbiekben szétvalasztani és detektalni képes. A
képzodott kationok elkiilonitése ¢és detektdldsa tomeg/toltés (m/z) szerint torténik,

melynek a mértékegysége amu (Atomic Mass Unit=atomi tomegegység).
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4.6.2. Az ICP-MS késziilék felépitése

Az ICP-MS {6 részei bemutatdsara is hasznalhatjuk a 34. abrat, azzal a kiilonbséggel,
hogy az ICP-OES késziiléknél az optika, a spektrométer ¢és a detektor helyett, az ICP-
MS berendezésben a tomegspektrométer talalhatd, amely tartalmazza az ionoptikat, az
analizatort és a detektort (59. és 60. dbra). A tomegspektrométer miikodéséhez tovabba
nélkiilozhetetlenek még az ionforrds (plazma) utidn taldlhatdo konuszok (mintdzo és
meritd), majd az iitk6zési és reakcio cella (ez nem feltétlentil sziikséges egység, nem is
tartalmazza minden ICP-MS) az analizator el6tt. A tomegspektrométer megfeleld
miikodéséhez nélkiilozhetetlen a nagyvakuum elérése, amely akar a 10°-10"° bar
nyomasu is lehet. Ezt kétlépcsdés nyomascsokkentéssel érjiik el. A készilek kiilsd
terében természetesen 1 bar uralkodik, a mintazé és merité konuszok kozott 103 bar,
mig az ionoptikat és a kvadrupolt, valamint a detektort tartalmazé térrészben 107°-10"
19 bar nyomas talalhaté (61. abra). Ezt a nagyvakuumot egy rotaciés és legalabb egy
turbomolekularis pumpdaval érjiik el (60. abra). A nagyvakuumot azért kell
biztositanunk, hogy elkeriiljik a részecskék (ionok, molekulaionok) mésodlagos

litkozését (karos mellékreakciok). Az ionoptika egyrészt eltériti az ionnyalabot,

masrészt fokuszalja az ionokat az analizator beléporésére.

analizator ionoptika |
(kvadrupol) S

N
‘‘‘‘‘

7
‘ nyomasmérs |

59. abra Az ICP-MS berendezés tomegspektrométer részének sematikus felépitése

(feliilrél) (CCT=Collision Cell Technology, lasd részletesen a 4.6.5. fejezetben)
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CCT szelepek
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60. abra A tomegspektrométer egységei (oldalrol)

mintazo konusz meritoé konusz
lazmaégo
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61. abra A nyomasok alakulasa az ICP-MS-ben
4.6.3. A plazma, mint ionforras

Az ICP késziilék plazma részét, az axialis elrendezésii ICP-OES berendezésekhez
hasonléan vizszintesen helyezik el (15. kép). A plazma azért szolgalhat ionforrasként,
mert az argon ionizaldédasaval (az argon elsd ionizacios energiaja 15,76 eV), a plazma
olyan potencialt képvisel, amelybe a bekertiil6 elemek jelentds része (tobb mint 50 elem)
90%-ban, vagy még nagyobb mértékben ionizalodni képes ilyen potencial mellett. Ez
annak tudhato be, hogy az elemek tobbségének az ionizacios potencialja kisebb, mint az

argoné, azaz a plazma homérséklete (6000-8000 K) biztositja az elemek ionizaciojat.
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15. kép A mintazo konusz, az indukcios tekercs és a plazmaégé bemutatasa

A plazmaba bekeriild atomok termikus ionizaciojanak mértéke a Saha-egyenlettel irhato

le (26).

1] &

N,y _(Z-H-nl-k-T} _
n; n, - h? gi (26)

ahol
Ni+1: 1+1-edik ionizacids szinten 1évo részecskék szama
n;: i-edik ionizacios szinten 1évd részecskék szama
Me: az elektron tomege (9,1095- 103 kg) (a proton tomegének 1836-od része)
k: Boltzmann-allandé (k=1,380622"10% J/K)
T: abszolut (elektron) hémérséklet
Ne: az elektron stirlisége
h: Planck-allandé (6,626196-10* J-s)
gi+1: az i+1-edik szint statisztikus stlya
gi: az i-edik szint statisztikus sulya

V: az ionizacids potencial

A plazmabol az ionok a mintdzo konuszon (16. kép) €és a merité konuszon (17. kép)
keresztiil jutnak be a tomegspektrométerbe. Ezek a konuszok jo hévezetd fémbdl kell
hogy késziiljenek, mivel a koénuszok intenziv vizhiitést igényelnek. Ezért ezeket
tobbnyire nikkelbdl, néha platindbdl, aluminiumboél, vagy rézbdl készitik. A mintazo
koénuszon (Sampler Cone) 1évo furat atmérdje megkdzelitden 1 mm (altalaban 0,8-1,2
mm). A masodik kénusz, azaz a meritd konusz (Skimmer Cone) kisebb atmérdju

furattal rendelkezi, tobbnyire 0,4-0,8 mm.
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Amennyiben viszonylag nagyobb sotartalmu mintdk elemzését végezziik az ICP-MS
késziilékkel, tigy szamos esetben a hidegebb merité konuszon jelentds sokirakodas

figyelhetd meg (18. kép) (akar el is tomddhet teljes mértékben), mig a melegebb

allapoti mintazé kénuszon szinte semmilyen szemmel lathatd sokirakddas nem jelenik

@

16. kép Nikkel mintaz6 konusz

© b

17. kép Platina merit6é konuszok

meg.

18. kép Meritoé konuszok tisztan és sokirakédassal
4.6.4. Analizator tipusok

Az analitikaban tobbféle analizator hasznalatos kiilonféle analitikai célokra, viszont az
elemanalitika teriiletén csupan haromféle tomegspektrométer terjedt el, amely

végeredményben négyféle analizatort jelent.
12. tablazat Tomegspektrométer tipusok

1. Kvadrupél (Q=Quadrupol)

2. Repiilési id6 analizator (TOF=Time of Flight)

3. Kettds fokuszalasa (nagy felbontdképességii) (HF=High
Resolution, SF=Sector Field)
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Az élelmiszervizsgalatok kutatési €s rutin elemtartalmi vizsgalatai soran leggyakrabban
a kvadrupdl, kisebb mértékben a nagy felbontoképességii és még ritkabban a repiilési
1d6 tomegspektrométereket alkalmazzédk az ionnyaldb ionjai szétvalasztasara &s

detektalasara.
Kettos fokuszalasa (nagy felbontoképességii) ICP-MS

A kettés fokuszalasu, mas néven nagy felbontoképességli ICP-MS berendezéseket a
hazai és nemzetk6zi szakirodalomban mozaikszoval roviditve HR-ICP-MS (High
Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, vagy ICP-HR-MS) és SF-
ICP-MS (Sector Field Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, vagy ICP-SF-
MS) névvel is illetik.

A kettds fokuszalas elnevezés onnan szarmazik, hogy két analizatort alkalmaznak

benne, az els6 a magneses, a masodik az elektrosztatikus analizator (62. dbra).

A magneses analizator esetén a plazmabdl szarmazd egyszeresen pozitiv ionokat
nagyfesziiltségli térben gyorsitjak, ezaltal kozel azonos kinetikus energidjuk lesz. Az
ionok a tomegspektrométer belépdrésén lépnek be a magneses térbe, amelyek a
tomeg/toltésiik (m/z) szerint eltériilnek. A kationok ezaltal szeparalodnak, a kisebb

tomegliek kisebb sugart korpalyan haladnak, mint a nagyobb tomegtiek.

A masodik analizator az elektrosztatikus analizator, mely egy pozitiv (kiilsé ivli lemez)
¢és egy negativ (bels6 ivli lemez) elektrodbol all. Kiillonbozd sebességli €s azonos m/z
értékli ionok 1épnek ki a magneses analizatorbdl €s a résen keresztiil 1épnek be az
elektrosztatikus analizatorba. Az elektrosztatikus analizdtor a kinetikus energidjuk
alapjan szeparalja és fokuszalja az ionokat, amely ionok végiil becsapddnak a
detektorba. Ezzel az elrendezéssel a legjobb (nagy) felbontoképesség 10000. A HR-
ICP-MS késziiléken tovabbi két felbontoképesség allithatd be; az egyik a kozepes,
amely 4000 és a kisfelbontastt mod, amely 300. Mivel a felbontoképességet a ki- €s
belépdrések szélességének allitasaval lehet valtoztatni, ezért a felbontoképesség
novelésével egyre kevesebb ion jut be a detektorba, amely ezéltal a késziilék
érzékenységét megkdzelitden tized-szazad részére csokkenti. A nagyfelbontas

alkalmazasaval jelent6s mértékben romlik (né) a modszer kimutatasi hatara.
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62. abra A kettos fokuszalasa ICP-MS rendszer felépitése

A nagyfelbontasu tomeganalizatorban a felbontoképességet (R=Resolution) az un. 10%
volgy definicioval szokas megadni, amely azt fejezi ki, hogy milyen tomegkiilonbséggel
tud szétvalasztani két kationt. Ez alapjan két egyenld intenzitast cstics akkor valik szét,
ha a volgy a két csucs kozott a csticsmagassag 10%-anal nem nagyobb. Az R
felbontoképességet a 27. egyenlet szerint kell kiszdmitani, ahol a 63. dbrén is lathatéan
az m az adott ion tdmegét, mig a Am a két kation tdmegének kiillonbségét adja meg. A
felbontoképességet a kvadrupol késziilékeknél a csucsmagassag 50%-4nal mérik
(64. abra).

p_m
~ Am (27)

ahol
R: felbontoképesség
m: az ion tomege

Am: a két kozeli kation tomegének kiilonbsége
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63. abra A felbontoképesség szamitasa nagyfelbontasti ICP-MS rendszernél

64. abra A felbontoképesség szamitasa kvadrupdl ICP-MS késziiléknél
Repiilési ido analizator

A plazmébdl a konuszon keresztiil az ionok bekeriilnek a taszito racshoz, ahol a gyorsitd
fesziiltség alkalmazasaval azonos kinetikai energidju ionokat hozunk Ilétre. Az
ionforrasban keletkezett kiilonb6z6 m/z hanyadosu kationokat elektromos erdtérrel
gyorsitjuk a gyorsitasi régidban, majd az ionok becsapddnak a vakuum alatt 1évo
replilési csovon keresztiil a detektorba (65. abra). Mivel az Osszes ion egyszerre azonos
kinetikus energiaval 1€p be a repiilési térbe, ezért a detektorig tartd repiilési idejiik a
tomegiiktdl fog fiiggni. Az azonos toltésii, kisebb tomegii ionok sebessége nagyobb
lesz, ezért rovidebb 1d6 alatt érik el a detektort. A legnehezebb ionok maximum 50 ps
alatt érik el a detektort, ezutan vezethetiink be jabb ionokat a rendszerbe. Ez az ICP

plazmajanal problémat jelent, mivel az egy folytonos ionforras.

Az ICP-TOF-MS késziilékeknél tobbnyire az ortogonalis elrendezést alkalmazzak,
amelyben az ionnyaldb haladasi irdnyara merdlegesen alkalmazzdk a gyorsitd
fesziiltségimpulzust. Amig az 6sszes ion el nem éri a detektort, addig nem inditanak

ujabb impulzust. Tehat a plazmébol szarmazd folyamatos ionnyaldbot diszkrét
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ioncsomagokra bontjak. Ezaltal az ICP-TOF-MS berendezés egy masodperc alatt
megkozelitben 30ezer komplett spektrum kivitelezésére képes. Az ortogonalis
elrendezésnél az ionok behatolnak a reflektronba, mig kinetikus energiajuk nulla nem
lesz, majd megallas utan visszafelé kezdenek gyorsulni (visszaverddnek), mikozben
ujrafokuszalodnak és igy csapddnak bele a detektorba. Az iontiikér homogén

elektrosztatikus terti novekvo fesziiltségli drothalogytriik sorozata.

gyo’rs!'t’a'si
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65. abra Az ortogonalis elrendezésii ICP-TOF-MS késziilék

Amennyiben 10%-os volgy definicioval akarjuk megadni az ICP-TOF-MS
felbontoképességét, akkor megkozelitden 450-500 tartoméanyba esik, mig az 50%-0s

szamitas hasznalataval 1200-1300 tartomanyba esik.
Kvadrupdl analizator

A kvadrupol analizatorban (a nevébdl adodoan is) négy parhuzamosan elrendezett fém
(példaul molibdén) rud végzi az ionok elvalasztasat, az m/z értéknek megfeleléen. A
rudak 40 cm, vagy attol kisebb hosszasaguak. A két-két szemben 1évé rudon
egyenaramot ¢és valtakozo nagyfesziiltséget hoznak létre (66. abra). A szemben 1évo
valtakozo6 fesziiltséggel, az adott m/z értékkel rendelkezd ionok rezonalni fognak és
szinusz gorbe mentén haladnak a detektor felé. Azon ionok, melyek nagyobb vagy
kisebb m/z értékkel rendelkeznek, azok egyre nagyobb amplitudéval rendelkezd
mozgast irnak le (nem tudnak rezonalni) és végiil kiesnek az ioncsatornabol. Ugyanez a
jelenség torténik a masik két szemben 1év6 rad kozott is. Az eldbbi két-két rad kozotti

szinusz gorbék mentén torténd mozgas ereddjeként a kvadrupdlban vandorld ionok egy
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spirdlis palyan vandorolnak a detektor felé. A fesziiltség értékének valtoztatasaval
tudjuk meghatarozni azt a tomeg/toltés értéket, azt a megkozelitben 1 amu
tomegtartomanyt, amelyet detektalni szeretnénk. Ezek az ionok fognak becsapodni a

detektorba.

rezonaldion

detektor
(elektronmultiplier)

kvadrupdl rudak

plazma egyenaram és valtakozé dram

(ionforras)

©

66. abra A kvadrupol tomeganalizator vazlatos rajza

A kvadrupdl tomegspektrométerrel altaldban a 2-260 amu tomegtartomanyban
végezhetjiik a vizsgélatokat. Mivel a kvadrupol ICP-MS késziilékek megkdzelitden
egységnyl tomegek elvalasztisara alkalmasak, ezért kis felbontdképességgel
rendelkeznek (R=m/Am=300). Relative nagyobb felbontoképesség alkalmazésara is van
lehetdség, de ebben az esetben megkozelitben 0,5 amu egységek kiilonithetok el

egymastol.

Mivel a kvadrupol tomegspektrométerrel az adott tomegen vald elemzési modszer,
valamint a tomegpasztdzdsos (Scanning) modszer is gyors, igy az I[CP-MS-mddszerrel
nagyszamu elem hatidrozhaté meg viszonylag rovid id6 alatt, amely igy a mintak
mérésidejét figyelembe véve (mintaszdmban és elemszamban) teljesitménye
Osszevethetd a szimultdn multielemes induktiv csatolast plazma optikai emisszios

spektrometriai modszerekével.

A kvadrupol tomegspektrométernél lehetdség van, a plazma kezelését, hdmérsekletét
tekintve, haromféle mérési mod alkalmazasara. Ezek a kovetkezok: normal mod, forro
plazma ¢s hideg plazma. A hideg- és forroplazma hasznélatinal egy arnyékolo
nikkelgylrit illesztiink be a plazmaégd kiilsd kvarccsove és az indukcids tekercs kozé.

Emellett ha a mintagaz dramlési sebességét noveljiik, valamint a kicsatolt teljesitményt
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jelentés mértékben csokkentjiik (550-700 W értékre), ugy a plazma hémérséklete 2000-
3000 K-nel csokken, vagyis hidegplazmat hozunk 1étre. Ez esetben, figyelembe véve a
Saha-egyenletet (26), a kisebb ionizacios potenciallal rendelkez6 elemek (foként az
alkali és alkalifoldfémek) 2-3 nagysagrenddel kedvezobb (kisebb) kimutatasi hatar
mellett vizsgalhatok. A gyliri alkalmazasaval egyrészt kedvezébb ionizacids hatasfok
érheté el bizonyos elemeknél, valamint a hdémérséklet jelentds csokkenésével,
nagymértékben csokken a plazmaban megjelend molekulaion zavardsok nagysaga.
Amennyiben a normal plazma paraméterek mellett viszont alkalmazzuk a nikkelgyfirtit,
akkor forr6 plazma modot tudunk elérni. Ezaltal a hattér intenzitasok nem valtoznak,
viszont a jelintenzitasok jelentds emelkedése figyelheté meg. gy altaldnossagban,
megkozelitéen kétszeresére né a mérési modszerek érzékenysége. Osszefoglaloan
megallapithatjuk, hogy a nikkelgyiirli alkalmazésa mind a hideg, mind a forr6 plazma
esetén pozitiv hatdsokat eredményez. Nagyon fontos viszont kiemelniink, hogy mindez

csak az elemek bizonyos csoportjaira teljesiil, nem az ¢sSzesre.
4.6.5. Zavaro hatasok és kikiiszobolésiik lehetéségei

Mint ahogyan a fentiekben mar tobbszor is emlitettiik, az induktiv csatoldsu plazma
tomegspektrometria ugyanazokat a jegyeket hordozza szamos esetben, mint az induktiv
csatolasu plazma optikai emisszids spektrometria, mivel ennél a modszernél is az
analitikai jel forrdsa egy induktiv csatolasu plazma. Ezért ebben a fejezetben sem
kivanjuk mégegyszer részletezni a 4.5.7. fejezetben mar targyalt kozosnek nevezhetd
zavard tényezoket. Az ICP-OES ¢és az ICP-MS technikdknal kézosen jelentkezd zavard

hatasokat négy csoportba sorolhatjuk:

1.) Fizikai zavaro hatasok (a., b. és c. tipusok)
2.) Spektralis zavard hatasok
3.) Kénnyen ionizalddo elemek hatasa

4.) Memoria effektus

Az 1., 3. és 4. pontokban részletezett zavard tényezok egyarant el6fordulnak mindkét
technikaban, tovabba a kikiiszobolésiik, vagy csokkentésiik is hasonld modszerekkel
lehetséges. A 2. pontban talalhatod spektralis zavard hatdsok is természetesen mindkét
technikaban eléfordulnak, viszont amig az ICP-OES technikdnal ezek optikai jellegii

zavard tényezoket jelentenek, addig az ICP-MS-ben ezek a tomegmérésbdl adodod
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zavard tényezoket fog képviselni. Az ICP-MS technikaban, spektralis zavard hatést
barmely olyan egy vagy tobb atombol allo (molekula) ion okozhat, amelynek a
tomeg/toltés értéke annak az ionnak a tomeg/toltés értékével egyezik meg, mely az
elemzésiink célja. Ennek megfeleléen megkiilonboztetiink izobar elemzavarast és izobar

molekulazavarast.

Akkor beszéliink izobar elemzavarasrdl, ha olyan zavard hatés 1ép fel, mely esetén egy
atomos ion m/z értéke egyezik meg a meghatarozandd elem adott izotdpjanak a

tomegével. A zavard elem kationja lehet egy, kettd, st harom pozitiv toltésti is.

Egyszeresen pozitiv kationok zavard hatésa jelentkezhet titdn, krém vagy vanadium
mérésekor, ha az emlitett masik két kation a mérést zavaré koncentracidoban van jelen.
Ezek m/z értéke sorban: *°Ti*=49,9447921; *°Cr'=49,9460464 és *°V*=49,9471609.
Ugyanerre példa a 875r"=86,9088841 és 5’'Rb*=86,909187. Kétszeresen pozitiv kation
zavar6 hatasa jelentkezhet a **Ca’ izotép mérésekor, ha a ®¥Sr** a kalcium izotop
mérését zavard koncentracioban jelenik meg a plazmaban. Tovabba ugyanigy gondot

jelent a **Sc* izotop mérésekor megjelend **°Ba** kation is.
A fenti izobar elemzavarasokat a kovetkez6 eljarasokkal lehet kikiiszobdlni:

- Amennyiben a vizsgalanddé elemnek létezik masik izotopja (amelynek a
természetes gyakorisaga lehetdvé teszi az elemzést), ugy érdemes masik
izotopot valasztani az elem vizsgalatahoz.

- Kett6s fokuszalasu ICP-MS késziilékkel, ha a 27-es egyenletnek megfeleléen
a pontos tomegek kiilonbségebdl kiszamolt felbontoképesség kisebb, mint
10000. A fenti egyszeresen pozitiv kationok egyik zavard hatdsa sem
kiiszobolhetd ki ezzel a modszerrel.

- Matematikai korrekciés modszer alkalmazédsaval, ha a zavaré elem egy
masik izotopjanak elemzésével kiszamitjuk a zavard hatds nagysagat és azzal
korrigaljuk a mérést.

- Tobbszoros toltésti kation képzodését megakadalyozhatjuk, ha kisebb
homérsékletli plazmat allitunk be, alacsonyabb kicsatolt teljesitmény
megvalasztasaval. Itt kell megemliteni a hidegplazma alkalmazasanak

lehetdségeét is.
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Izobar molekulazavarasrdl akkor beszélink, ha a zavard hatast tobbatomos ionok
okozzak. A tobbatomos részecskéket nevezhetjiik molekuldknak, vagy adduktumoknak
is. Ezek lehetnek dimer, trimer vagy tetramer adduktumok is (13. tdblazat). Ezek az
atomok szarmazhatnak a vizsgalandé oldat komponenseitdl (példaul: ha nagy a Ca, a
Na, vagy a Cl), a mintamatrixtél (példaul H vagy O), a plazmagdzbdl (Ar) és a
késziiléket kornyezo levegobdl (példaul N vagy O) is, mely bediffundalhat a plazmaba.

Ezen zavar6 anyagok atomjai 6sszekapcsoldodasaval keletkeznek a fenti adduktumok.

13. tablazat Néhany zavaro adduktum

Az egyszeresen

A meghatarozandé Tomeg St eres
Gemisopi ()P
Mg 24 CC
Si 28 N,

S 32 o)
39 ArH
\% 51 ClO
Cr 52 ArC
Fe 56 ArO
Cu 63 ArNa
Zn 66 ArMg
As 75 ArCl
Se 80 ArAr
Se 82 ArHArH

A fenti izobar molekulazavarasokat a kovetkezd eljarasokkal lehet kikiisz6bolni:

- Amennyiben a vizsgaland6é elemnek létezik masik izotopja (amelynek a
természetes gyakorisaga lehetdvé teszi az elemzést), ugy érdemes masik
izotopot valasztani az elem vizsgalatahoz.

- Kettos fokuszalasu ICP-MS késziilékkel, ha a 27-es egyenletnek megfeleléen
a pontos tomegek kiilonbségébdl kiszamolt felbontoképesség kisebb, mint
10000. A 13. tiblazatban taldlhatd Osszes zavard kation zavard hatasa
elvalaszthatd a meghatdrozandé elem izotopjatdl, azaz zavardsmentesen

elemezhetd, legalabbis ezektdl a zavardsoktdl mentesen. A nagyfelbontas
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alkalmazéséval viszont egy-két nagysdgrenddel nd (romlik) a modszer
kimutatasi hatara, a kisfelbontashoz képest.

- Matematikai korrekcidos modszer alkalmazasaval, ha a zavard részecske
mennyiségét meg tudjuk becsiilni egy masik tomegszamon val6 elemzésbol.

- A mérendé minta matrixdnak kifagyasztdsdval jelentdsen csokkenthetd a
mintaoldattol (példaul a viztdl és a savtol) szdrmazo zavaras.

- A hidegplazma alkalmazasaval, mely csokkenti szamos molekulaion
képzddését.

- Olyan kvadrupol tomegspektrométerrel, mely rendelkezik {itkdzési €s/vagy

reakciocellaval.
Utkozési és/vagy reakciocellak miikodése

Az titkozési/reakciocella (CCT=Collision Cell Technology) (59. és 67. dbra) egy olyan
hexapo6l, oktapdl vagy kvadrupol rendszer (a késziilékgyartoktol fiiggden), mely
hasznalataval az induktiv csatolasi plazmabol a tomegspektrométerbe jutod
molekulaionok nagyrésze eliminalhat6 az ionnyalabbol. A CCT egységet a konuszok
utdn helyezik el (59. dbra), melybe ilitk6zési- és reakciogazt vezetnek, mely a kiilonb6zo
kolcsonhatasok révén elimindlja a zavard poliatomos részecskék jelentds részét.
Utkozési- és reakciogazként foként Hy, He, NH3, CH4, vagy ezek keveréke (példaul 7-
8% Hy + 92-93% He, 1% NHs + 99% He), valamint egyéb gaz is alkalmazhato, példaul
CO, vagy még vizgdz is, st mas cél miatt ugyan, de még O,-t is bevezethetiink a CCT

szelepen.

lencse 2

/

lencse 3 .
hexapol

67. abra Utkoézési/reakciocella vazlatos rajza
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A molekulaionok elimindciojat a CCT egység 99,99%-os hatékonysaggal végzi, azaz

10000 db zavaro részecskébdl csupan egyetlen marad valtozatlan formaban.

A 13. tablazat utolsod eldtti soraban talaljuk a 80ge izotopot, melynek a természetes
gyakorisdga a szelén izotopjai kozott a leggyakoribb, megkdzelitden 50%. Ennélfogva a
szelén elemzésénél a legkedvezdbb (legkisebb) kimutatasi hatart ennek az izotopnak az
alkalmazéséval érjiik el. Ez viszont csak abban az esetben igaz, ha ezen az izotdpon nem
kell jelentosebb spektralis zavard tényezdvel szamolnunk. A 13. tablazatban és a
68. abran is lathatd, hogy a 80ge izotopon jelentds molekulaion zavaras (40Ar4OAr+)
jelenik meg. A szelén izotopon (*°Se™), a jelen példaban a “Ar*°Ar* (poliatomos
részecske) zavaras eliminacidjanak/csokkentésének 4 kiilonb6zé mechanizmusa ismert,
melyek a kdvetkezdk:

1. iitkdzési disszociacid

pl. ArAr* + He = Ar + Ar" + He
2. kémiai reakcid

pl. ArAr* + Hy = ArH + ArH"

3. toltésatvitel

pl. ArAr* + H= ArAr + H*

4. ltkozés utan fellépd visszatartds/energia sziirés

pl. ArAr” + He = ArAr* + He”

250000
m 1%-0s HCl oldat,
H, adagolds nélkiil
B 2 mg/L Se, H, adagolassal
200000 & 29098

ArArH*
0 1%-os HCl oldat,

H, adagolassal
150000

el (cps)

ArCl*

J

100000

valasz

50000

0
75,83 76,7 77,57 78,45 79,32 80,2 81,07 81,95 82,82

m/z (amu)
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68. abra A 2 mg/L koncentracioju szelén elemzése hidrogén, mint reakciogaz

hasznalataval és anélkiil

Az litkozési disszociacid esetén a hélium gaz (az iitkozési gaz), talalkozik a dimer
részecskével, nekilitkdzik és szétiiti a dimert egy semleges atomra, mely a vakuumot
eléallitd pumpak segitségével kiszivasra keriil, valamint egy 40-es m/z értéki ionra,

, 80 At : r
amely nem okoz zavarast a = Se” izotopon.

A kémiai reakcié soran a molekulaion reakcioba 1ép a hidrogénnel (a reakciogazzal) €s
hasonlo eredménnyel jar, mint amit az el6z6 pontban részleteztiink, csak egy amu

egységgel nagyobb tomeg/toltés részecskék keletkeznek.

Az argon-argon dimer reagal a hidrogén atommal és elektrondtmenet (toltésatvitel)
jatszodik le. A reakcid végén keletkezd 80-as tomegszamu molekuldval viszont a
kvadrupdl analizator nem képes rezondlni, mivel semleges részecske. Ezért nem jelent a

szelén elemzésénél a tovabbiakban zavarast.

A 4. mechanizmus a kinetikus energia sziirés (KED=Kinetic Energy Discrimination).
Mivel az ““Ar*Ar* dimer egy nagymeéretli részecske, a 805e* kationhoz képest, ezért az
argon-argon dimer {itkdzési hatdskeresztmetszete sokkal nagyobb, mint a szelén
kationé. Ebbdl kovetkezéen a CCT egységbe bevezetett {itkozési- €és reakciogaz
gazmolekulakkal sokkal gyakrabban iitkoznek a nagyobb részecskék (poliatomos
részecskék), mint a joval kisebbek (egyatomos kationok). A sok iitkdzés kovetkeztében
a nagyobb méretli részecskéknek nagymértékben lecsokken a kinetikus energidjuk. Ha
az ionnyalab haladdsa mentén beallitunk egy energiagatat, akkor a nagyobb részecskék
ezen az energiagaton mar nem tudnak atjutni, mig a kisebbek, melyeknek elegendd
kinetikus energidja marad, at tudnak jutni a megfelelden bedllitott energiagaton

(potencialgaton).

A 68. abran vizualisan is belathatéo a CCT technika hatékonysaga: ha nem alkalmazunk
CCT gazt az elemzéshez, akkor egy rendkiviil nagy argon-argon dimer hatteret (piros
csucs) kapunk a 80-as tomegszamon. Abban az esetben viszont, ha
itkozési/reakciocellat alkalmazunk a kvadrupol tomegspektrométeriinkben, akkor ezt a
zavard hatteret megkdzelitéen tizezred részére (99,99%-os hatékonysag) tudjuk
lecsokkenteni. Amint a fentieckben 1s kiderilt, a kettds fokuszalasu

tomegspektrométerrel, nagyfelbontas alkalmazéasaval (R=10000) elvalaszthato a fenti
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PArArt dimer és a %°Se” kationok csticsa. Ezaltal a szelén zavarismentesen
elemezhetd. Viszont ezért szd szerint nagy arat kell fizetniink: egyrészt a moddszer
kimutatasi hatara egy-két nagysagrenddel né (romlik), azaz tizszeresére-szazszorosara
nd, masrészt a késziilék beszerzési és lizemeltetési koltsége is kozel 2-2,5-szeres. A
kvadrupdl késziiléknek pedig a CCT modszer alkalmazasaval Iényegesen nem valtozik

az elemek kimutatési hatara.
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4.7. Az atomspektroszkopiai modszerek fontosabb jellemzoi

osszehasonlitasa

Mint azt az 1. fejezetben is részleteztiik, a minta mérésekor eldszor azt kell eldonteniink,
hogy szervetlen, vagy szerves komponens meghatarozasat szeretnénk elvégezni.
Amennyiben szervetlen komponens meghatarozasat szeretnénk elvégezni, ugy
tobbnyire a 4.2. fejezetben felsorolt, az ICP-MS technikaval kibdOvitett rutin
atomspektrometriai mérési moddszereket szoktuk alkalmazni az élelmiszer és

¢lelmiszeralapanyag mintak elemtartalmanak a meghatarozasara.

Ezutan el kell donteniink, hogy melyik atomspektroszkdpiai modszer az optimalis az
elemtartalmi vizsgalataink elvégzéséhez. Ezek soran figyelembe kell venniink a minta
mennyiségét, valamint tipusat (amely tartalmazza a mintamatrixot, valamint az azoktol
szdrmazo6 zavar0 tényezoket is), a meghatdrozandd elem mindségét és mennyiségét
(figyelembevéve az alkalmazhatd6 moddszerek kimutatasi hatarat), tovabba az optimalis
mérési modszer kivalasztasandl nem elhanyagolhaté szempont a mérésnél felmeriild
koltségek figyelembevétele is. Esetleg mas a végeredmény attdl fiiggden is, hogy a
kivalasztas az analitikai laboratoriumon kiviili megrendelé6 szdmara, vagy a
laboratériumban dolgozo analitikus szempontjabol végezziik. Példaul a laboratoriumban
a mérést végzod analitikus szamara fontos szempont lehet a fentieken tilmenden, hogy
az egyes mérési modszerekhez milyen mintaeldkészitd modszerek alkalmazéasa
sziikséges, valamint a hasznalhatd analitikai technikdk koziil mennyi azok

mintadtbocsatasi képessége, vagy linearis dinamikus tartomanya.

A célnak legmegfelelobb vizsgalati kornyezet (mérési és mintaelokészité modszer)
kivalasztasahoz nélkiilozhetetlen az el6z0 fejezetekben targyalt atomspektroszkdpiai
modszerek fenti paraméterei (14. tablazat) Osszehasonlitisanak megfeleld szintl

ismerete.

A 14. tablazat adataibdl lathatd, hogy a fentiekben targyalt mérési modszerek koziil a
langatomabszorpcids spektrométer rendelkezik a legnagyobb (legkevésbé kedvezd)
kimutatasi hatarokkal, mig a grafitkemencés atomabszorpcids spektrometriaval az
elemeket kozel hasonld kimutatdsi hatarok mellett vizsgalhatjuk (bar csupéan

megkozelitéen 50 elem esetén), mint az induktiv csatolasti plazma optikai emisszios
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spektrometriaval. A jelenleg rendelkezésre allo rutin elemtartalmi mérési modszerek
koziil viszont, az induktiv csatolasti plazma tomegspektrometria képes az élelmiszer és
¢lelmiszeralapanyag mintakban a legkisebb elemkoncentraciok meghatarozasara. Az
ICP-MS nagy kimutatasi képessége mellett, ez a mérési modszer képes a legtobb elem
(megkozelitéen 80) vizsgalatara és ez az egyetlen technika, mellyel az elemek egyes

izotopjai koncentracidja, valamint aranya is meghatarozhato.

14. tablazat A fentiekben targyalt elemtartalmi mérési modszerek fontosabb

paraméterei 6sszehasonlitasa

FAAS GF-AAS ICP-OES ICP-MS
Mérés elve fenyelnyeks fenyelnye@s fenykl.boc‘s’atas témeg/t’t')ltes
(abszorpcid) | (abszorpcio) (emisszid) mérés
. b ng/L-mg/L | <pg/L-pg/L | <ug/L-ug/L pg/L-ng/L
Kimutatasi hatar
(ppb-ppm) (<ppb-ppb) (<ppb-ppb) (PPg-ppt)
Mintaatbocsatasi néhany szaz 100-150 100-150 100-150
képesség mérés mérés minta minta
Mereshez sziikseges | ) , ) 5-50 uL 1-5 mL 1-5 mL
mintamennyiseg
Dinamikus
méréstartomany 3 2 5 8
(nagysagrend)
Precizitas <1% <5% <2% <3%
Mferheto elemek -68 ~50 ~74 80
szama
Izotopok mérése nem nem nem igen
100-200 500-1000 1000-2000 2000-4000
) Ft/elem Ft/elem Ft/minta Ft/minta
Anyagar + minta- + minta-
elékészités elékészités
1000-2000 3000-4000 | 10000-15000 >20000
L Ft/elem Ft/elem Ft/minta Ft/minta
Szolgaltatasi ar + minta- + minta- (20 elem) (6-8 elem)
elokészités elokészités
Késziiléks 8-15 10-15 15-40 40-200
eszuieRar milli6 Ft milli6 Ft milli6 Ft millio Ft
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Az élelmiszer és élelmiszeralapanyag mintdk vizsgalatai sordn altaldban megfeleld
mintamennyiség all rendelkezésre, de szamos esetben mégis el6fordul, hogy bizonyos
okok miatt, csak kevesebb minta elékészitését tudjuk elvégezni. Ez esetben vagy a GF-
AAS alkalmazédsa a megfeleld valasztas, ha csupan néhany elem mérése a cél, mivel
elemenként 5-50 pL minta elegendd a vizsgalatok kivitelezéséhez. Vagy valaszthatjuk
az ICP-MS technikat is, mivel annak kimutatasi hatdra lehet6vé teszi, hogy a mintak
megfeleld higitasaval allitsuk elé azt az 1-5mL térfogatot, melybél mar akar

multielemes mérés is a kivitelezhet6.

A mintaatbocsatasi képesség azt fejezi ki, hogy adott iddtartam alatt (altalaban egy
napot, vagy egy napi 8 oras munkaidét foglal magaban) hany elem, vagy hany minta
mérését tudjuk végrehajtani az adott modszer segitségével. A 14. tdblazatban napi 8 oras
munkaiddt alapul véve részleteztiik, hogy megkdzelitden hany elemzés végezhetd el.
Mivel az atomabszorpcios technikak (FAAS és GF-AAS) alapvetden egyelemes
mérések, igy azokndl mérési darabszamot tiintettiink fel, mig az induktiv csatolast
plazman alapuldé méréstechnikédknal (ICP-OES ¢és ICP-MS) minta darabszam talalhato.
Ha figyelembe vessziik, hogy az utobbi ICP technikak multielemes modszerek, ezért
azokndl a valdédi mérési darabszamot Ugy tudjuk kiszamolni, ha a 100-150 mintat
megszorozzuk a mintankénti akar 70-80 elemszammal. gy az ICP technikakkal naponta

(8 ora alatt) akar 5000-10000 meghatérozas is elvégezhetd.

A dinamikus méréstartomanyt gyakorta linedris dinamikus méréstartomanynak is
nevezik, véleményiink szerint nem helyesen. A dinamikus méréstartomany azt a
nagysagrendben (I nagysagrend=10'=10; 2—10°=100; 3—10°=1000) kifejezett
koncentraci6 tartomanyt jelenti, amelyen beliil a meghatarozandd komponens
koncentracidja és annak valaszjele kozott egyértelmii a megfeleltetés, azaz minél
nagyobb a koncentracid, az arra adott valaszjel monoton novekszik. Ez alapjan mar
konnyen belathatd, hogy miért is nem helyes a linearis dinamikus méréstartomany
kifejezés, ugyanis nem sziikséges, hogy lineéris legyen ez a monoton koncentricio-
valaszjel Osszefliggés. A mai modern Osszes késziiléknél lehetdségiink van arra, hogy
polinomot (masod- ¢és harmadfoka kalibraciés gorbét) illessziink a kalibracios
pontjainkra. Amennyiben csak linearis kalibracios illesztést (egyenest) akarunk
megvalositani, az esetben a modszerek dinamikus méréstartomanya a 14. tdblazatban
feltiintetett (3; 2; 5 és 8) nagysagrend helyett megkozelitden csupan a fele (1,5; 1; 2,5 és

4). A késziilék operatora szamara azért kedvezdbb a minél nagyobb méréstartomany
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alkalmazdsa, mert minél szélesebb ez a tartomany, annal biztosabb, hogy a mérés soran
a komponens koncentracioja beleesik ebbe a tartomanyba, tehat nem kell ujabb mérést

elvégezni, amely pénz és idomegtakaritast eredményez.

A 14. tablazat utolsé harom soraban talalhato koltség adatok figyelembevétele szorosan
nem az analitika targykorébe tartozik, de a kiilonbozd elemzések kivitelezésekor
ezeknek az adatoknak a megfontoldsa az utobbi idében egyre fontosabb kérdéssé
valik/valt. Az anyagar akkor fontos szamunkra, ha rendelkeziink az adott késziilékkel és
csupan az azok mukodéséhez nélkiilozhetetlen anyagkoltséget kell eléteremteniink. A
szolgaltatasi arakkal a megrendeloknek kell teljesen tisztaban lenniiik, hogy mérlegelni
tudjak, melyik technika alkalmazasat szeretnék megigényelni. Egy 0j késziilék (FAAS)
beszerzéséhez pedig megkozelitben 8 millio Ft, mig a legkoltségesebb ICP-MS
beszerzéséhez koriilbeliil 200 millio Ft-ra van sziikség. Meg kell jegyezniink, hogy
mind az anyagar, mind a szolgaltatasi ar esetén figyelembe kell venniink, hogy mig az
atomabszorpcids technikdknal a koltség egy elemzésre és csak az elemzésre, azaz egy
adat megszerzésére vonatkozik (mintael6készités nélkiil, amely anyagéara hozzavetdleg
200-500 Ft), addig az ICP technikdknil az adatok egy minta mérésére, azaz a
mintaelOkészitéssel egylitt, akar 70-80 adat egyidejli vizsgalatdra vonatkoznak. Tehat a

mintak vizsgalatanal figyelembe kell venniink a meghatdrozando elemek szamat.
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5. Elvalasztasi modszerek élelmiszerek analizisében
5.1. Kromatografia

5.1.1. A kromatografia elvi alapjai

A kromatografids modszerek kialakuldsa a mult szézad elejére tehetd, amikor Tswett
orosz analitikus novényekbdl szerves oldoszerekkel extrahalt egynemiinek hitt
festékanyagokat mészkdvel toltott oszlopon négy kiilonbozd szinli vegyiiletté tudott
szétvalasztani. Modszerét szinirdsnak nevezte el, mely a tovabbiakban kromatografia
néven vonult be az analitikai kémiaba. A kromatografia egy olyan fizikai elvalasztasi
modszer, melynek sordn a kiilonb6zd, de nagyon hasonld tulajdonsagii komponensek
egy allo fazis és egy mozgd fazis kozott oszlanak meg, mely megoszlas az alapja a
szétvalasztasnak. Az allo fazis lehet szilard anyag vagy nagy viszkozitast, szilard

hordozora felvitt folyadék, mig a mozg6 fazis folyadék vagy gaz.
5.1.1.1. A kromatografias modszerek csoportositasa

A kromatografias modszerek csoportosithatok az elvalasztas mechanizmusa szerint
amely azt mutatja, hogy az elegy komponensei milyen erd hatdsara kotddnek
fokozatosan az all6 fazishoz. A kotddést okozhatja az adszorpcid, a megoszlés, az ionok
kicserélddési képessége, a molekulasziiron valé athatoloképesség és a biokémiai
affinitas. A kotodéskor tobbféle erdhatés is jelentkezhet: az adszorpcid mellett ioncsere,
a gélsziirés mellett pedig pl. az adszorpcio. Az allé fazis alakja szerint hiromdimenzios
oszlopkromatografia, és kétdimenzios (réteg- és papir-) kromatografia kiilonboztethetd
meg. A fazisok halmazallapota szerint a kromatografids eljardsok lehetnek gaz—
szilard (angol roviditése GSC), folyadék—szilard (LSC), gaz—folyadék (GLC) és
folyadék—folyadék (LLC) kromatografia.

Az adszorpciés kromatografalaskor a szétvalasztandd elegy egyes komponensei a
nyugvo adszorbens feliiletén megkotddnek, a tovabbvandorld oldoszertdl, a kevésbé
er6sen  adszorbealddd  oldott  anyagoktol elkiiloniilnek. A  megoszlasos
kromatografiaban az allo fazis feliiletén adszorbedlt folyadék van. A mozgé fazis az

adszorbealt folyadékkal nem vagy csak kevéssé elegyedik. Az elvalasztand6 oldott
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anyagok, kiilonb6z6 mértékii oldhatéosaguknak megfeleléen megoszlanak a nyugvo és
mozgo folyadék kozott. Az az oldott anyag, mely a nyugvé folyadékban sokkal jobban
oldodik, mint a mozgdban, teljesen atmegy a mozgd fazisbol az allo, adszorbealt

folyadékba.

Az ioncseréld kromatografianal a nyugvo és a mozgd fazis ionjai egymas kozott
kicserélddnek. A megkdtott anyagok az ioncseréld oszloprol az ionkoncentracio €s a
pH-valtozasaval elualhatok. A  gélkromatografiaban a kiilonb6z6 méret
komponenseket duzzasztott gélszemcsékbdl allo molekulasziird segitségével valasztjuk
szét. A gazkromatografiaban a légnemi allapotban 1évé vizsgalati elegyet semleges
vivogaz segitségével vissziilk be a kromatografias kolonnéba, ahol a gazmolekuldk az

adszorbens feliiletén méas-mads idétartamig kdtddnek, majd szétvalnak.

Osszefoglalva tehat a kromatografias elvalasztasi modszerek csoportosithatok az 4llo
fazis alakja szerint (oszlopkromatografia, vékonyréteg kromatografia), a mozgo fazis
halmazallapota szerint (gazkromatografia, folyadékkromatografia, szuperkritikus
folyadék kromatogréfia), illetve mindkét fazis alapjan (folyadék-szilard-, folyadék-
folyadék-, gaz-folyadék-, gaz-szilard kromatografia). Az elvalasztés elve alapjan ismert
adszorpcids kromatografia, megoszlasos kromatografia, ioncserés kromatografia, méret

kizarasos kromatografia és affinitds kromatografia.
5.1.1.2. A kromatografalas mechanizmusa

A kiilonbozé komponensek szétvalasztdsa soran azok az allo és a mozgod fézissal
szemben tanusitott tulajdonsagaik alapjan, a szétvalasztani kivant komponensek a
kromatografalasi eljaras soran kiilonb6zd sebességgel haladva, az allo fazist kiilonb6zo
idében hagyjak el, ill. kiilonb6zd tavolsdgra jutnak el a kiinduldsi ponttol. A
komponensek koncentracid viszonyait a két fazis kozott a megoszlasi allandoval lehet

kifejezni, mely a fazisok anyagi mindségétdl fliggetlen, csak a homérséklettol fiigg.

A kromatografia tehat szorpcion és deszorpcion alapuld elvalasztastechnikai modszer,
melynek sordan az elvélasztandd anyagok egy keskeny kezdeti zonardl kiilonféle
adszorbenseken, folyadék- vagy gazaramlas hatasara, eltéré sebességgel mozdulnak el.
Az  élelmiszer analitikdban és a  preparativ  elvalasztas-technikaban az
oszlopkromatografia kiemelkedd jelentdségii, melynek segitségével hasonlo szerkezetli

frakciok valaszthatok el egymastol, preparativ oszlopkromatografiaval pedig egy-egy
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anyag igen nagy tisztasigban izolalhat6. A kiilonbozé élelmiszer komponensek
szétvalasztasara és meghatdrozasara mind a folyadék-szilard, mind a folyadék-folyadék
kromatografia elterjedt. Az elvalasztast eldidéz6 hatdsok alapjan az adszorpcios, a
megoszlasos €és az ioncserés elvalasztdsok a legjelentdsebbek. Mindharom esetben
kovetelmény, hogy az allofazis oldhatatlan legyen a mozgdfazisban, az allofazis
irreverzibilisen ne kdsse meg az elvéalasztandd anyagokat, ne bontsa el azokat és ne

1épjen reakcioba a mozgofazis komponenseivel.

Az eljaras soran az oszlopon az elvalasztandd anyagok kiilonb6zo erdvel kotddnek,
majd a mozgdfazis aramoltatasaval kotddésiik erdsségétdl fliggden deszorbealddnak, az
oszlop tovabbi részében pedig ismét adszorbedldodnak az allofazisra. Ez a folyamat
folytatodik az oszlop teljes hosszaban, melynek sordn jelentds eltolddasok jonnek létre a
szétvalasztani kivant komponensek kozott, melynek kovetkeztében az elvélasztandd
komponensek kiillonb6z6 idépontban elkiiloniilve jelennek meg az oszlop végén. E
fejezet végén az oszlopkromatografiarol talalhato Osszeallitas, hogy a tisztelt Olvaso
lassa, hogy a kromatografids elvalasztdsi folyamatok rendkiviil bonyolultak,
munkaigényesek, és hogy kivitelezésiik nagy tudast és gyakorlatot igényel. A tovabbi

fejezetek az egyéb kromatografias modszereket is részletesen tartalmazzak.
5.1.1.3. Oszlopkromatografia

A szétvalasztas haromdimenzios oszlopon torténik. A fazisok halmazallapota szerint az
oszlopkromatografias eljarasok lehetnek gaz—szilard, folyadék—szilard, gaz—folyadék és

folyadék—folyadék kromatografia.

Az oszlopkromatografia eszkozei iivegbdl, fémbdl vagy miianyagbol késziilt csovek,
kapillarisok, melyben a beforrasztott pordzus livegre rétegezziikk az adszorbenst, az
acélcsovekbe préseljiik azt, vagy maga a csé fala szolgdl az 4ll6 fazis megtartasara. Az
oszlopkromatografias eljarasok feldlelik a kromatografias eljarasok mindazon tertiletét,
ahol a toltet haromdimenzidés oszloppal kombindlhatd, tehat a kromatografids
modszerek nagy része manapsdg mar oszlopkromatografia. A vizsgalando
komponensek az oszlopon kiillonb6zé erdk hatasara jutnak at, mely lehet a mozgd,
folyadék fazis fazis pumpakkal, nagy nyomason térténd aramoltatasa, vagy gazadagolas
palackbol, ahonnan kontrollalt nyomasu gazhoz lehet jutni. Normal vagy kis nyomason

végzett eljarasndl a mozgd fazis onként atszivaroghat az oszlopon, melyet vakuummal



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 139

kell (Iehet) eldsegiteni, vagy tulnyomasos eljarast lehet alkalmazni. A kromatografald
csovek valtozatos atmérdjiiek és hosszusaguak, ezért a méreteket a vonatkozo specialis
fejezetben targyaljuk. Az oszlopok hdmérsékletét vizkopennyel vagy termosztattal Iehet

szabalyozni.

A kromatografias oszlopok toltete (4llo fazis) a kromatografias céltol fiiggéen nagyon
sokféle lehet, az oszlop toltése pedig lehet széraz és nedves. Szaraz toltéskor az
adszorbenst lassanként, rétegezve szorjuk az oszlopba, és az oszlopot vibratorral vagy
dongoléssel tomoritjiik. Nedves toltéskor az oszlopot félig megtdltjiik oldoszerrel, és az
adszorbenst ugyanezzel az oldoszerrel feliszapolva toltjiikk az oszlopba. A kiilonféle
kromatografids oszlopoknal specidlis eljarasokat alkalmaznak az oszlop toltetének

kialakitasara.

Az oszlopbol tavozd frakeciokat folyadék mozgd féazis esetében frakcidszedd
berendezések segitségével kémcsovekbe szedhetjiik. A kor alaka, kémcsoveket
tartalmazo frakcidészedo elforgathatd, idokapcsolo és térfogat-szabalyzd berendezéssel,

esetleg cseppszamlaldval ellatott, és mintegy 20-200 kémcsd talalhato benne.

Az  oszlopkromatografia  metodikaja.  Folyadékkromatografia  esetén a
kromatografalandd anyagokat tomeény oldattd alakitjuk, de ha az -elvéalasztando
anyagokat az oszlop erdsen adszorbealja, higabb oldatokkal is dolgozhatunk. A
szétvalasztandd anyagok oldatat Ovatosan Ontve toltjlik be az oszlopba, hogy az
adszorbens ne keveredjen fol, ligyelve arra, hogy az oszlopnak nem szabad kiszaradnia.
A kromatogram Kkifejlesztése soran az oszlopon tiszta oldoszert vagy oldoszer elegyet
engediink at. A kifejlédést befolydsolja az olddszer atfolyasi sebessége, ezért az
optimalis szétvalasztashoz be kell éallitani az olddszer atfolyasanak megfeleld
sebességet. A szines anyagok szétvalasztasanak figyelemmel kisérése a legegyszertiibb,
a szintelen anyagok elvalasanak észlelése ibolyantuli fényben, fluoreszkalod
adszorbensek hasznalataval, a szintelen anyagok szines szarmazékokké alakitasaval, a
kivalasztand6 anyaghoz megkozelitden azonos tulajdonsagt szines indikatorokkal, vagy

a vizsgalt anyag szinreakcioba vitelével lehetséges.

Preparativ oszlopkromatografia esetében a keverékek alkotoit elvalaszthatjuk, ha
az egész oszlopot rovid korongokra vagjuk, és a kis egységeket kiilon-kiilon elualjuk,

majd az anyagok elhelyezkedésérdl a beparlasi maradék alapjan gy6zddiink meg. A
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polaros adszorbensek elualdsa torténhet etil- vagy metil-alkohollal, ecetsavval vagy
piridinnel, az aktiv szén elualasa benzollal vagy kloroformmal. Oldhato adszorbens

hasznalatakor a vizsgalandé anyagot oldoszeres kirazassal kiilonithetjiik el.

A gazkromatografids eljarasok soran alkalmazand6 1épéseket a vonatkozd fejezet

tartalmazza.

Az oszlopkromatografias elvalasztasok sordn altaldban az eliciés kromatografiat
alkalmazzuk, melynek soran a kromatogram Kkifejlesztését nem fejezziik be a savok
szétvalasztasaval, hanem az oszlop olddszeres mosésat tovabb folytatjuk, melynek soran
az egyes anyagok folyamatosan a sziiredékbe keriilnek, és kiilon-kiilon fogjuk fel oket.
Az eluotrop sor szerint egyre polarosabb oldoszereket alkalmazva a sziiredéket
szakaszosan felfogjuk, a kromatografalas lefolyasat pedig grafikusan abrazoljuk. Ennek
soran a vizszintes tengelyre az atfolyt oldoszer térfogata, a fliggdleges tengelyre pedig a
beparlasi maradék tomege kertil. Sziikség esetén a surliség, a torésmutatd, az optikai

forgatoképesség €s egyeb tulajdonsagok is keriilhetnek az ordinatara.

A kromatogramokkal, a mennyiségi és a mindségi értékeléssel kapcsolatos tudnivaldk a

vonatkoz6 fejezetekben talalhatok.
5.1.2. Adszorpcios kromatografia

5.1.2.1. Adszorpcio

A heterogén rendszerek hatarfeliiletén miikodo erdk hatasara az egyik fazis a feliiletén a
vele érintkezd masik fazis molekulait kisebb-nagyobb mértékben képesek megkdtni. A
fazis feliiletén a komponens koncentracidja nagyobb, mint a folyékony fézisban: a
jelenség az adszorpcio. Az az anyag, amelynek feliilete a masik fazis molekulait

megkoti az adszorbens, a feliileten megkotott anyag pedig az adszorptivum.

Az adszorpcidé soran az adszorbens feliiletén 1évé molekuldk és az adszorptivum
molekulai kozott er6k hatnak, melyek az adszorptivum molekuldinak egy részét az
adszorbens feliiletére vonzzdk. Adszorpcidkor az erék az adszorptivum molekuldinak
hémozgasa ellenében munkat végeznek, ami az adszorpcios hé alakjaban szabadul fel.
Az adszorbedlt molekuldknak az adszorbens feliiletérdl valo eltavolitasa, a deszorpcio,

lehtiléssel jar, az adszorpcid tehat exoterm, a deszorpcid pedig endoterm folyamat.
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Az adszorpci6 dinamikus jelenség, melynek soran az adszorbedlt feliileti réteg és az
adszorbealatlan molekuldk kozott kicserélddés megy végbe. Az adszorptivum molekuléi
a homozgas kovetkeztében részben deszorbealddnak, az adszorbealatlan molekuldk
pedig az adszorpcios erok hatasdra megkotddnek. Bekovetkezik az adszorpcios
egyenstly, melynek sordn az iddegységenként megkotott molekuldk szama azonos a

feliiletrdl levalo molekulak szamaval.
5.1.2.1.1. Adszorpcio szilard—gaz-halmazallapotu hatarfeliileten

Gaz halmazallapoti anyagok adszorbedldsara hasznaljak a faszenet, a kiilonféle aktiv
szénfajtakat (csont-, vér-, cukor-, benzoesav-, mogyoro-, és diohéjszén), az aluminium-
hidroxidot és a kiillonbozd természetes deritdszereket. Az adszorbedlt anyag mennyisége
annal nagyobb, minél nagyobb az adszorptivum koncentracidja, gazokndl pedig minél
nagyobb a gdz nyomasa. Az adszorbedlt gazmennyiség annal kisebb, minél magasabb a
rendszer homérséklete, ezért a rendszer kell6 homérsékletre vald hevitésével az
adszorpcié megsziintethetd, és a magas hdomérseéklet alkalmas az adszorpcidra

alkalmatlan adszorbensek feltjitasa.

Egy rendszer adszorpcios viszonyai az adszorpcios izotermaval jellemezhetok, mely
adott hdmérsékleten az adszorptivum nyomadsa és az adszorbealt mennyiseg kozotti
Osszefliggést mutatja. A diagram abszcisszdjan a gézfazis nyomasat, ordinatajan az
egységnyi tomegli adszorbens altal megkdtott normalallapotth gaz térfogatat (fajlagos
adszorpcid) abrazoljak. Kis nyomasokon a nyomas fokozasdnak hatasara az adszorbealt
gazmennyis€g rohamosan novekedik, melynek sordn a nyomds ¢és a megkotott
mennyiség kozotti Osszefliggés linedris. Nagyobb nyomésértékeken a gorbék az
abszcissza felé hajlanak, késébb pedig majdnem parhuzamosak lesznek vele, tehat a
gaznyomassal az adszorbedlt mennyiség nem nd tovabb, ugyanis nagy nyomasokon az
adszorbens feliilete telitédik adszorptivummal, az adszorbealt molekulak az adszorbens

feliiletét molekula vastagsagit monomolekularis réteggel teljesen bevonjak.

Egy adszorbens a kiilonbozé 0Osszetételli 1égnemii anyagokat kiilonb6z0 mértékben
adszorbeédlja A nagyobb molekulatomegli anyagok jobban adszorbealédnak, mint a
kisebbek, és min¢l magasabb egy légnemii anyag normadlis forrdspontja, annal

konnyebben kotddik meg szilard testek feliiletén.



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 142

5.1.2.1.2. Adszorpcio szilard—folyadék hatarfeliileten

A nagy fajlagos feliiletli szilard testek egyes folyadékokat és oldott anyagokat is
adszorbealnak. A tiszta folyadék adszorpcidja a lioszorpcié, melynek soran az
adszorbens feliiletén folyadékmolekuldk kotddnek meg, amik a lioszféranak nevezett
adszorpcios réteget hozzak létre. Ha az adszorbedlt réteg vizmolekulakbol all, akkor a

lioszféra neve hidroszféra, a 1étrej6tt burok pedig a hidratburok.

A folyadékadszorpcio a szilard és folyékony fazis anyagi természetétdl fiigg. A
folyadékok, amelyek nedvesitik az adszorbens feliiletét jol, amelyek nem nedvesitik
rosszul, vagy egyaltalin nem adszorbealédnak a szilard fazison. A folyadékok
nedvesitoképessége a hatarfeliileti fesziiltségtol fiigg, ugyanis minél nagyobb a

hatarfeliileti fesziiltség, annal kevésbé nedvesedik az adszorbens.

A szén és a viz kozotti viszonyokat vizsgalva megallapithatd, hogy az adszorbens
hidrofob, apolaros jellegli, melyen csak az apolaros oldott anyagok adszorbealodnak jo.
Az apolaros szénen tehat a polaros viz nem kotddik meg. A szilikagél és a viz kozotti
viszonyokat elemezve megallapithatd, hogy kicsi a hatarfeliileti fesziiltség, a szilikagél
kivaloan nedvesedik, vizzel érintkezve vastag hidratburok jon létre, tehat a szilikagél

hidrofil, illetve polaros adszorbens.

Az adszorbensek feliiletére mind az oldott anyag, mind az olddszer adszorbealddhat,
amely adszorpcids viszony attol fligg, hogy az oldészer és az adszorbens kozott milyen
a hatarfeliileti fesziiltség, és hogy az olddszer nedvesiti-e az adszorbens feliiletét. Az
adszorbenst rosszul nedvesitd oldoszerekben oldott anyagok adszorpcidja izotermakkal
jellemezhetd. Az oldott anyagok adszorpcidjanak mértéke forditottan ardnyos a rendszer
hémérsékletével és egyenesen aranyos az oldat koncentracidjaval. A nagy
molekulatomegli anyagok jobban adszorbealdédnak, mig az olddszer kisebb-nagyobb
mértékben adszorbealdodik az adszorbens feliiletén, kiszoritva az oldott anyag

molekulait. Az adszorbens akkor telitédik, ha feliiletét monomolekuléris adszorptivum

réteg fedi be.

Az oldatokban lejatsz6dd adszorpcid reverzibilis folyamat. Az adszorpcios egyenstly
beallasa utan, ha az oldatot higitjuk, részleges deszorpcio kovetkezik be, melynek soran
csokken az adszorbens feliiletén megkotott anyag mennyisége. Ha az oldészer a

szilard fazist jol nedvesiti, akkor alkalmatlan vizben oldott anyagok adszorpcidjara. Ha
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az oldoszer nagymérvii adszorpcidja miatt az adszorbens feliiletérdl az oldott anyagok
teljesen kiszorulnak, negativ adszorpci6 kovetkezik be. Az adszorbens ¢és az
adszorbealt anyag molekulai kozott a hatarfeliileti er6kon kiviil kémiai kolcsonhatas is

kialakul. A kemoszorpcio nem reverzibilis folyamat.
5.1.2.2. Adszorpcios kromatografia miiveletei

Az adszorpcios kromatografia soran alkalmazhatunk eluciés modszert, frontalis
kromatografiat, vagy Kkiszoritasos moddszert. Az adszorbens elrendezése szerint
alkalmazhatunk oszlopkromatografiat, amikor egy megfeleléen kialakitott csében a
por alaku adszorbenst oszlop alakira tomoritve hasznaljuk, és vékonyréteg-
kromatografiat, vagy rétegkromatografiat, amikor a por alaku adszorbenst iiveg-,

milanyag- vagy fémlapra rétegezve hasznaljuk fel.

Az elicios modszer miiveletei a kovetkezék: az oldat betaplalasa ¢és az oldott anyag
adszorbealodasa (zonaképzés), a tiszta olddszer vagy oldoszerelegy betaplalasa, a zonat
alkotd anyagok savokra wvald kiilonitése (kifejlesztés), a savok kioldasa az
adszorbensbdl (elucid). A zonaképzés soran az oldott anyagok egymastol fiiggetleniil
adszorbeédlodnak. Harom (A, B, C) Osszetevd esetén a zondk elsd részében mindharom
anyag jelen van, késobb kettd, és végiil egy Osszetevd zonija figyelhetd meg. A
kifejlesztés az adszorbedlt zondban taldlhatd komponensek szétvalasztasat célozza.
Ennek soran az oszlopra megfeleld olddszert Ontiink, a tiszta olddszer a zondban az
adszorbedlt anyag egy részét deszorbedlja, az erdsebben adszorbedlddott anyag
lassabban halad elére, a kevert zonabdl egymastdl mindig jobban elkiiloniilé savok

alakulnak ki, melyek a teljes elvalas utan egy-egy tiszta anyagot tartalmaznak.

Az oldat athaladasa kozben az adszorpcid és a deszorpcidé folyamata automatikusan
1smétlodik, igy az egyes komponensek adszorbeald képességiiktdl fliggden elkiilontilnek
egymastol. A komponensek szétvalasztasanak sikere fiigg az adott rendszeren beliil az
egyes komponensek adszorpcids tulajdonsagaitdl, a jellemzdé izotermaktol. Ha a
kifejlesztés kozben mas oldoszert haszndlunk, mint zonaképzéskor, a zona szélessége
megvaltozik. A gyengébben adszorbealando anyag eldrehaladési sebessége nagyobb, az
erdsebben adszorbedldodoé kisebb. Ezért eredményes kifejlesztés utan a zona anyagai

teljesen elkiiloniilnek egymastol, azaz mindegyik sav csak egy oldott anyagot tartalmaz.
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Az adszorpcios kromatografia legaltalanosabban hasznalt elmélete a tanyérelmélet, a
kromatografias elvalasztas hatékonysaganak jellemzésére pedig az elméleti tanyérszam
hasznalatos, mely szerint a kromatografidas oszlop tobb olyan rétegbdl épiil fel,
amelyekben 1étrejon a szétvalasztandd komponens egyensulyi eloszlasa a mozgo és a
stacioner fazis kozott. Egy-egy ilyen réteg az elméleti tanyér, melynek értelmében
minél nagyobb az elméleti tanyérszam, annal tokéletesebb a vonatkozo anyagokra a

szétvalas.

Osszefoglalva tehat az adszorpcid sordan a folyadék vagy gazfazisban 1évé
komponensek egy nagy fajlagos feliiletii adszorbensen megkotédnek, melynek sordn
a megkotddott és a szabad molekulak kozott folyamatos kicserélodés megy végbe, és
kialakul a dinamikus egyensulyi allapot. Ez az egyensuly akkor kovetkezik be, ha az
idéegység alatt megkotott és az adszorbensrdl tavozd molekuldk szdma azonos. A
szétvalasztani kivant komponensek aranyat az all6 és a mozgd fazisban, az id6

fliggvényében, az adszorpcids izoterma irja le.
5.1.2.3. Adszorbensek és minositésiik

A kromatografiaban hasznalt adszorbensek nagy fajlagos feliiletli, szemcsés szerkezettl,
hidroféb vagy hidrofil tulajdonsagu anyagok. Tulajdonsdgaikat alapvetden
meghatarozza a szelektivitas, a kapacitas és az aktivitas. A szelektivitas azt jelenti,
hogy az adszorbens képes a komponensek szelektiv adszorpcidjara, a kapacitas az
egységnyi tomegi adszorbens altal megkotott anyagmennyiséggel, az aktivitas pedig a
kotokepesség erdsségével jellemezhetd. Az idealis adszorbenstdl elvarhato, hogy
szelektivitasa és kapacitasa legyen minél nagyobb, ugyanakkor aktivitdsa csak a
kozepeshez kozelitsen, mert a nagy aktivitadsi adszorbensrél nehéz a szétvalasztani
kivant anyagokat eltavolitani, a gyenge aktivitasu adszorbens pedig nem ad szdmottevod

szeparaciot.

Az adszorbensek aktivitdsa kémiai szerkezetiiktdl és feliiletiik morfologiajatol fiigg.
Empirikusan az adszorbenseket ndvekvd kapacitas, valamint aktivitds szerint sorba lehet
allitani, amely sorrend csak egy adott rendszeren beliil érvényes. Az idedlis adszorbens
szelektivitasa és szelektiv adszorpcids kapacitdsa nagy, aktivitasa kozepes. Az
elvalasztas sikerét nagymértékben befolydsolja a szemcsenagysag. Kisebb részecskék

estén gyorsabban 4ll be az egyensuly €s kevésbé zavar a diffuzio hatdsa. A tal finom
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részecskék alkalmazasakor nagyon megnd az oszlop ellenéllasa a folyadék aramlasaval

szemben. Az eldzoek miatt legmegfelelobb szemcsenagysag 2-15 um.

7y e e

Adszorbensek aktivitasi, illetve kapacitasi sorozatat a kovetkezd dsszeallitds mutatja.

7 e

15. tablazat Adszorbensek aktivitasi, illetve kapacitasi sorozata

Lefelé novekvo aktivitas Lefelé novekvo kapacitas
Szacharo6z Kalcium-oxid
Keményitd Kalcium-fluorid

Inulin Aluminium-oxid
Talkum Cukorszén
Natrium-karbonat Cink-szulfid
Kalcium-karbonat Krém-oxid
Kalcium-foszfat Bazisos aluminium-oxid
Magnézium-foszfat Savas aluminium-oxid
Magnézium-oxid Floridin
Kalcium-hidroxid Franconite
Magnézium-szilikat Aktiv szén
Aluminium-oxid

Aktiv szén

Aktiv magnézium-oxid

Fuller-fold

Az adszorbenseket mindsiteni lehet az adszorbens kapacitdsa, aktivitasa, és egy
anyagparra vagy csoportra vonatkozé szelektivitdsa alapjan. Kozvetett tajékoztatas
kaphato az adszorbens kapacitasarol a kalium-jodidos jodoldat, a kalium-
permanganat-oldat, a metilénkék vagy a szudanvords adszorpcidjanak vizsgalata
alapjan. A szelektivitas elemzése soran a vizsgalandd adszorbenst szerves
szinezé€kparral hozzuk Ossze, majd szelektdloképességét a szinezékek eludlhatdsaga
alapjan mindsitjiik. Az aktivitas azzal a hOmennyiséggel jellemezhetd, amely

felszabadul, ha az adszorbens 50 g-jat 65 cm® petroléterrel 0°C-on dsszekeverjiik.

A kromatografiaban adszorbensként alkalmazhatok az aluminium-oxid, a szilikagél,

a magnézium-oxid, a kalcium-oxid és -hidroxid, a kalcium- és magnézium-karbonat, a
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kalcium-szulfat, a természetes szilikatok, a keményitd, a celluloz, az aktiv szenek

kiilonboz6 fajtai és a kémiailag modositott (decil-, oktadecil-, alkan) szilikagélek.

Az adszorpcidés kromatografiaban leggyakrabban alkalmazott adszorbens a hidrofil
szilikagél, mely a kiilonb6zé anyagokat azok polaritasa sorrendjében koti meg. Az
analitikai elvalasztast befolydsolja a szemcseméret ¢és a szilikagél feliiletén megkotott
ciano-, amino-, nitro-, hidroxil- stb. csoportok, melyek nagymértékben befolyasoljak
mind a polaritast, mind a szelektivitast. Ha hosszl szénlanct szénhidrogének vannak a
feliilethez kotve, annak polaritdsa jelentdsen megvaltozik, amikor is a mozgo fazis
polarosabb lesz, mint az all6 fazis (forditott fazisi kromatografia). Ha az 4ll6 fazis

polarosabb, mint a mozg6 fazis, normal fazisi kromatografiarol beszéliink.
5.1.2.4. A mozgo fazis osszetétele

Az oszlop mellet az elvalasztast dontéen befolyasolja a mozgd fazis Osszetétele is.
Alapvetd, hogy a mozgé fazisban a szétvalasztani kivant komponensek oldodjanak, és
tegye lehetdvé a komponensek optimalis adszorpcidjat. A polaros adszorbensen a
szétvalasztani kivant komponensek akkor adszorbedlodnak erésebben, ha a mozgd fazis

polaritasa kisebb.

Az adszorbens feliiletén az olddszer molekulai (elualészerek) ¢és az adszorptivum
molekulai versengenek a megkotddésért, igy az a komponens adszorbealodik jobban,
amelyiknek nagyobb az affinitdsa az adszorbenshez. Az olddszerek eluotrop sorba
allithatok. Ennek elsd tagjai vagy ezek keverékei a kromatografias szétvalasztashoz
alkalmas zonaképzd oldoszerek, futtatdoszerek, az elutrop sor utolsé tagjai a pedig a

legjobb eluensek. Apolaris adszorbenseknél az elutrop sor forditva érvényes.

A polaros oldoszerek eludldo képessége tehat nagyobb, amirdl az eluotrop sorba
rendezett oldoszerek adnak tajekoztatast. A hidrofil adszorbenseknél az eluotrop sor
tagjai novekvd polaritasuk sorrendjében a kovetkezok: pentan, hexan, toluol, benzol,
etanol, metanol, hangysav ¢€s viz. Az eluotrdp sor tagjainak elegyitésével az analitikai

feladat szempontjabol optimalis polaritast eluenst lehet eldallitani.

A legjobb oldoszer kivalasztasakor a kovetkezékre kell figyelemmel lenni: Az
olddszerben a szétvalasztandé minta oldhato legyen. Az a legmegfelelébb olddszer,

amelybdl az elegy kozepes erdsséggel adszorbealddik, és az egyes alkotok kiilonbozo
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adszorptivitasa megfelelden érvényesiil. Az elutrop sor egyes tagjai kozotti kiillonbséget
csokkenteni kell, ha kozeli adszorptivitasti anyagokat akarunk szétvalasztani. Ilyenkor a

sor két-harom szomszédos oldoszerének keverékét hasznaljuk.
5.1.2.5. Az alkalmazott kromatografias eljarasok

Az elacios kromatografia mellett a gyakorlatban még a frontalis kromatografia és a
kiszoritasos kromatografia terjedt el. A frontalis kromatografia esetén a tobb oldott
anyagot tartalmazo6 elegy atfolyik az el6zdleg tiszta olddszerrel atnedvesitett adszorbens
oszlopon. Ezt kovetden eldszor a tiszta olddszer jelenik meg az oszlop végén, majd az
adszorptivitasuktol fliggéen egymast kovetden az adszorbealt anyagok. A
leggyengébben adszorbealddd anyag jelenik meg eldszor, majd a tobbi. A kifejlesztés
alatt az egyes komponensek csak részlegesen kiiloniilnek el egymastol, részben

egyidejileg 1épnek ki az oszloprol.

A Kkiszoritasos kromatografia esetén az oldott anyagok az oszlop felsd részén zonat
képeznek. A kiszoritéoldatot (erdsebben adszorbealddik, mint a zona anyagai koziil
barmelyik) 4ramoltatdsa kovetkeztében a kiszoritbanyag elmozditja az egyik
komponenst, és ugyanezt teszi a kevésbé adszorbealodoval. A kiszoritas folyaman
lefolyo oldatban eldszor az elsé anyag jelenik meg tisztdn, majd a masodik anyag

ugyancsak tisztan, és aztan kovetkezik a kiszoritdoanyag.

5.1.2.6. Nagyhatékonysagu (nagynyomasu) folyadékkromatografia
(HPLC)

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (angol roviditése: HPLC) egy olyan
automatizalt elvalasztéasi eljaras, melynek soran a nagy hatékonysagot az oszloptoltet
szemcseméretének csokkentésével, a toltet fajlagos feliiletének novelésével és az
alkalmazott nagynyomasu mozgéfazis aramoltatdsaval érték el. A berendezés részei az
eluens tarolok, a pufferek elegyitésére szolgdldo keverd berendezés, a manudlis vagy
automata mintadagold, a szarmazékképzd egység, a nagy nyomads kifejtésére alkalmas
szivattyuk, a szétvalasztast végzé nagyhatékonysagu oszlop, a kiilonféle detektorok és

frakcioszedok, a jelerdsitok, a regisztrald berendezések és a vezérld szamitogép.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia tehat automatizalt, nagynyomadsu

kromatografias eljaras, melyre mind a ,,nagy nyomasu”, mind a ,,nagy hatékonysagu”
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kifejezést hasznélja a szakirodalom, de valojaban nem a nyomdson, hanem fdleg a
hatékonysagon van a hangsuly, ezért a tovabbiakban ezt az elnevezést hasznaljuk. A
mozgd fazis folyadék, a gyakorlatban hasznalt toltet pedig legtobbszoér nagyfoku
keresztkotésekkel — készitett  polimerek  (sztirol-divinilbenzol kopolimerek,

polimetakrilatok), vagy szilikagél alapti mikroszemcsék, esetleg kemény gélek.
5.1.2.6.1. A nagyhatékonysagu folyadékkromatograf felépitése

Puffertarolok. Az oszlopra felvitt minta komponenseire bontasa elualdoldat
folyamatos, nyomas alatti bevezetésével torténik. Az eluensek géztalanitasat a tartaly
légterének ritkitasaval és az eluensek kiforraldsaval oldjak meg. Sziikségessé valhat,
hogy az eluens polaritasat, pH-jat, illetve ionerdsségét folyamatosan véltoztassuk, amit
két vagy tobb egymadssal elegyedd, de eltérd tulajdonsdgu oldoszer dsszekeverésével
lehet elérni. Az izokratikus eljardas soran a puffer Osszetétele nem valtozik,
gradienseluciékor viszont az eluens Osszetételét eldzetesen meghatarozott program

szerint valtoztatjak az analizis soran.

Szivattyurendszer. A toltet nagy hidrodinamikai ellenallasu, ezért 10-50 MPa (100-500
bar) nyomasra van sziikség a mozg6 fazis aramoltatasdhoz, az ujabb késziilékek pedig
50-70 MPa nyomason is dolgozhatnak. Az optimalis szivattya pulzalds mentesen
szallit, lehetdvé teszi a gradiens elicidhoz sziikséges gyors folyadékcserét, és
minimalisak a belsd holtterek. A HPLC-szivattyu lehet alternal6 dugattyts szivattyu és
membran szivattyl, melyek pulzalé folyadékaramot hoznak 1étre, injekcios rendszer(i
szivattyuk, melyek liiktetésmentesen aramoltatnak, €s pneumatikus szivattyu, melynél

gaznyomassal miikodé kisnyomasu hengerhez egy nagynyomasu henger csatlakozik.

A mintaadagolok lehetnek fecskendds injektdlasuak, vagy mintabemérd
mikroszelepek, melyeknél a mintat fecskenddvel juttatjuk a szelep kiils6 csOspiralisaba,

majd egy hatarozott mozdulattal beforgatjuk a feltoltott csdszakaszt az eluensaramba.

Oszlopok és toltetek. Az oszlopok biztositsak a tokéletes elvalasztast minimalis sav
(csucs) szélességgel. Nyomdsalld, rozsdamentes acélbol késziilnek, hosszuk 15-50 cm,
belsd atmérdjiik 2,5-4,0 mm. Az analitikai elvalasztasok sordn a leggyakrabban a 25 x 4
mm-es oszlopokat hasznéljak. Az elvélasztas legnagyobb hatékonysdggal pordzus
feliiletli gyongyokkel, vagy porozus réteggel bevont gyongyokkel valdsithato meg. A

legszélesebb korben alkalmazott toltet a modositott szilikagél, ill. az aluminium-oxid.
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Az oszlop toltése 40 um-nél nagyobb atmérdjii, gdomb alaka és 20 um-nél nagyobb
atmérdjli pordzus feliiletii szemesék esetén torténhet szaraz toltési modszerrel, tomési
eljarassal, melynek soran az adagokat teflon végli dugattyuval tomoritjiik, vagy zagy
formajaban, nagynyomdasu folyadék segitségével, melynek sordn tomor toltetté

nyomjak dssze.

A mozgé fazis komponenseinél a legfontosabb tulajdonsiagok a forrdspont és a
viszkozitas, valamint hogy ne mutasson az ultraibolya (UV) tartomanyban abszorpciot,
mert nagyon sok vegyiilet detektalasa az UV tartomanyban torténik. Mivel a
nagyhatékonysagu oszlopok nagy hidrodinamikai ellenalldsuak, ezért a szivattytktol
elvarjuk az dramlédsi sebesség dllandosdga mellett az 1-70 Mpa nyomast. A
mintadagolotdl elvarjuk, hogy a minta éles savban keriiljon az oszlopra, melynek a
fecskendds injektorok, ill. a mintabemérd mikroszelepek felelnek meg. Ez utébbinal a
mintat egy kiilsé csdspiralba juttatjak, majd egy hatarozott mozdulattal beforgatjdk az

eluens aramba.

Detektorok és regisztralo berendezések. Az oszlopot elhagyd -eluensben az
elvalasztott komponensek koncentracidja detektorral folyamatosan kovethetd, melyek
leggyakrabban UV-VIS spektrofotométerek, fluorométerek vagy refraktométerek. A
detektorok fontos tulajdonsaga a detektorzaj, mely adodhat a miiszer elektronikajabol, a
homérseklet €s a halozati fesziiltség ingadozasabdl, az d&ramlasi sebesség valtozasbol, és
a szivattyu pulzéalasabol. A kis koncentracidoban jelenlévd komponensek kimutatdsi
hatdranak meghatdrozédsa miatt ismerni kell a detektor-alapvonal eltolodasat. A

kimutatasi hatar meghatarozésa a 3.6. fejezetben kertil részletesen ismertetésre.

Linearis dinamikus tartomany az a koncentracio-intervallum, amelyen belill a
detektor a koncentracidval ardnyos nagysagu jelet szolgaltat. A nagyhatékonysagu
folyadékkromatografok altalaban UV-VIS  spektrofotométerrel, fluorométerrel,
differencidl refraktométerrel, vagy diddasoros detektorral miikodnek. Az UV és lathato
tartomanyban miikod6 spektrofotométerek viszonylag érzéketlenek az aramlasi
sebesség valtozasara, a hdmérséklet-ingadozasra, és tobb vegyiilet érzékeny detektalasat
teszik lehetévé. A detektdldas sordn a mintdknak az ultraibolya vagy lathato
tartoményban abszorbedlniuk kell. A deutérium ldmpa fénye résen keresztiil a
monokromatorhazba jut, homoru tiikkdr optikai racsra vetiti, és a kivant hullamhosszi

monokromatikus fény kivalaszthatd. A lathaté hullimhossztartomanyban dolgozo
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spektrofotométerek alkalmazasa esetén az oszlop utan a komponenseket szinreakcioba
vissziik, a reakcioterméket pedig fotometridsan mérjiik. J6 példa erre a ninhidrinreakcio
aminosavakkal, melynek sordn a képzodott kékes-ibolya szinti vegyiiletet (a prolin és

hidroxiprolin esetében sargat) 570 (ill. 440) nm-en fotometraljuk.

A differencialrefraktométer esetén az érzékeld folyamatosan méri a referenciacellaban
1év0 tiszta és az analizatorcellaban 1€v0, az elvalasztott komponenst is tartalmazo eluens
torésmutatoja kozotti kiilonbséget. A fényelhajlasos torésmutatéo-méré linearis
dinamikus tartomanya nagyobb, mint a differenciél refraktométereké. A fluorimetrias
detektorok az elvalasztott komponensek ultraibolya sugarzassal keltett fluoreszcens
sugarzasat mérik. Nem fluoreszkald vegyliletbol szarmazékképzéssel fluoreszcenciara
képes vegyiilet készithets. (Aminosavak o-ftaldialdehiddel és merkapto-etanollal adnak
ilyen tipusu vegylileteket). A voltammetrias és a konduktometrias detektalas igen

érzékeny €s jol hasznalhat6 ionos komponenseknél.
5.1.2.6.2. A kromatogramok értékelése

A kromatogram egy diagram, melynél az id6 fiiggvényében olvashaté le a minta
koncentraciojaval aranyos detektorjel. Ideélis esetben minden komponens szimmetrikus,
haranggodrbe vagy Gauss-gorbe alakkal jellemezhetd cstcs formdjaban 1ép ki az
oszlopbol. Minden cstcs a komponens anyagi mindségének jellemzésére alkalmas,
amely meghatarozott id6 eltelte utan hagyja el az oszlopot. A minta injektalasa és az
oszlop végén, a csticsmaximum megjelenése kozott eltelé 1d6t retencidos idének
nevezziikk (tr), mely adott kromatografias viszonyok kozott jellemzé az egyes
komponensekre, és amellyel a minéségi analizis elvégezhet6. Ha az adott retencios
1dénél nincs jel, a kérdéses komponens nincs jelen a mintdban. Az elvalasztasra
jellemzd a szomszédos csticsok retencids idejének kiilonbsége, mely minél nagyobb,
annal konnyebben valaszthato el a két komponens egymastol. Minden komponensre
jellemzd a savszélesség, mely minél kisebb, anndl keskenyebbek a cstucsok, €s annal
jobb az elvélasztas. A mennyiségi értékelés a cslicsmagassag, illetve a csucsteriilet
mérésével lehetséges. A csticsmagassagnak az alapvonaltdl a cstucs legmagasabb
pontjaig terjedd tavolsagot tekintjiik. A csucsteriilet mérésekor a csics magassagat

szorozzuk a csucs félmagassdganal mért szélességével. A cslics magassaga, illetve

crer

crer
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csucsmagassagat, az ismeretlen csticsnak megfeleld koncentracid szamolhato. Belso
standard alkalmazasakor az ismeretlen keverékhez adott koncentracioban ismert
vegyliletet adunk, igy azt belsé jelzoként haszndlva fliggetlenitjik az elemzés

pontossagat pl. az injektalas reprodukalhatosagatol és egyeb kisérleti paraméterektol.
5.1.2.7. Az adszorpciés kromatografia alkalmazasa fehérjék analizisére

Az adszorpcidés kromatografiaban alkalmazott adszorbensek koziil csak kevés
alkalmazhat6é fehérjék elvalasztasara, mert ezen adszorbensek hidrofil aktiv
centrumain a koétédés adszorpcioval megy végbe, kapacitasuk nagy molekuldji
anyagokkal szemben viszonylag kicsi, igy a fehérjék csak kis hatasfokkal valaszthatok
el ezzel a mddszerrel. Az ilyen tipusti kromatografias koriilmények kozott a fehérjék
denaturdlodhatnak ¢és biologiai aktivitdsukat is elveszithetik, ennek ellenére szdmos
alkalmazast irtak le fehérjék szétvalasztasara ezzel a modszerrel. Hidroxi-apatiton
példaul elemezték az albumin- és a y-globulin-frakciokat, a tojassargaja lipoprotein- és
kromoprotein-frakcioit, meghataroztak a lizozim és az ovalbumin mennyiségét, és
szétvalasztottak a szérumprotein-frakcidkat. Ritkdn ugyan alkalmaztdk adszorbensnek a
fehérjeanalitikdban az aluminium-oxidot, a celluldzt, a kaolint és a szilikagélt, azonban
ezek jelentésége a gyakorlatban minimalis. A feliiletén modositott szilikagél

alkalmazasa az ¢lelmiszer analitikdban viszont széles kdrben elterjedt.
5.1.3. Megoszlasos kromatografia

A megoszlasos kromatografia sordn az elvalasztas alapja az elvalasztando anyag
ellenaramu ismételt megoszlasa egy allo- és egy mozgofazis kozott, melynek soran
a minta komponensei egymassal nem elegyedé folyadékokban (allé fazis és mozgo
fazis) kiilonb6z6 mértékben oldéodnak. Az allofazis egy szemcsés hordozora felvitt
nagy viszkozitasu folyadék, a mozgdfazis pedig gaz, vagy vizes oldatok €s szerves
olddszerek kiilonbozd Osszetétell elegyei. A fazisok kozotti egyensulyi koncentracio-
megoszlas elsésorban a mozgo6fazis polaritasatol fligg, ezért a megoszlasi hanyados a

mozgofazis Osszetételének valtoztatdsaval modosithato.
5.1.3.1. Megoszlas, megoszlasi torvény

A megoszlas az a folyamat, amikor valamely anyag egyidejlileg, két egymadssal

¢érintkezd, de nem elegyedd olddszerben oldodik, akkor az egyenstly bedlltaval, a két
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oldatban észlelt koncentracio viszonya, nem til nagy koncentracio esetén, fiiggetlen a
koncentraci6 abszolut értékétdl, alland6. Ha az egyik olddszerben az oldott anyag
koncentracioja ci, a vele egyensulyban 1évé masik oldoszerben ¢, akkor a megoszlasi
hanyados (K): K=ci/c,, fiiggetleniil a ¢y, illetve a ¢, abszolat értékétél. A megoszlasi
hanyados hig oldatokban csak a résztvevok anyagi mindségétdl €s a homérséklettol

fiigg, fliggetlen a koncentraciotol.

A megoszlasi torvény akkor érvényes, ha az adott anyag molekularis allapota mindkét
oldészerben ugyanaz, sem a disszocidcids, sem az asszocidcids viszonyok nem
valtoznak. A molekularis allapot valtozasa modositja az Gsszefiiggést, ugyanis ha a

masodik olddszerben az oldott anyag molekulai két 0j molekulara disszocialnak, a
£y

7 - —
megoszlasi hanyados: K=¢1/¢2 . Ha n molekula asszocial, akkor K="z,

A mozgo fazis halmazallapotatél fiiggoen ismert gaz-folyadékkromatografia (a mozgod
fazis gdz), vagy folyadék-folyadék kromatografia (a mozgé6 fazis folyadék). Mindkét
elvalasztasi eljaras alapja az a tény, hogy két egymassal nem elegyedé oldoszer (vagy
gaz) rendszerben egy komponens oldddasa soran bedlld egyensuly esetén a megoszlasi

hanyados értéke fliggetlen a koncentraciotol, €s csak a hdmérséklet befolyasolja azt.
5.1.3.2. A megoszlasos kromatografia elmélete

Az alkalmazott adszorbens a szilard hord6z6, a rajta megkotott folyadék az allo fazis, a
masik oldoszer a mozgod fazis. Az elvalasztando elegy Osszetevoi e két fazis kozott
oszlanak meg. A szildrd hordozo lehet oszlopba toltott porszerli adszorbens, tiveglapra
felkent vékonyréteg, szlirOpapirlap, vagy -csik. Ez alapjan az eljaras lehet megoszlasi

oszlopkromatografia, rétegkromatografia €s papirkromatografia.

Az elvalasztandd anyagok azonositasa a retencidés faktor (Rf) vagy visszatartasi

tényezd alapjan torténik:

a sav elmozdulssa
r.=a folyadekfront elmozdulssa (28)

A papirkromatografia esetében az Ry értéke fiigg a papir mindségétol, a papirrostok
iranyatol, a kifejlesztés modjatol (leszallo, felszallo, korkords stb.), az oldat

toménységétol, a zavard anyagok jelenlététdl és a kifejlesztés homérsékletétol. Adott
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oldoszerelegyekre, meghatarozott papirral, kisérleti koriilmények kozott, az R -értékek

viszonylag allandok.

A megoszlasi kromatografidban alkalmazott szilard fazisu hordozéanyagok a két
oldészer koziil az egyiket adszorbealjak. Ha az allo fazis vizes rendszer, akkor az
adszorbens a vizet nagymértékben képes megkotni a felilletén. Hidrofob anyagok
kromatografalasa esetén az allo6 folyadékfdzis apolaros oldoszer, ezért ilyenkor
csokkentett hidrofilitasi hordozoanyagot kell hasznalnunk. A hidrofob adszorbensen,
hidrofob allo és hidrofil mozgo fazissal végzett megoszlasi kromatografia a forditott

fazisu kromatografia.

Az ujonnan Kkifejlesztett stacioner fazisoknal a funkcids csoportokat stabil kémiai
kotéssel rogzitik a szilard hordozo feliiletére. A hordozé éltaldban szilikagél, melynek
feliileti OH-csoportjai 1épnek reakcidba kiilonb6z6 funkcios csoportokkal. A kémiailag
kotott fazisu toltetek szinte teljesen atvették a stacioner folyadékfazisok szerepét,
melyek harom méretben késziilnek: Pordzus, preparativ célra: 25-40 mikrométeresek;
pordzus, feliileti toltetlen: 25-50 mikrométeresek; pordzus, analitikai célra: 5-11

mikrométeresek.

Egyfazisu oldoszerelegyként vizzel korlatlanul elegyedd szerves folyadékok (pl.
aceton, metil-alkohol, etil-alkohol, hangyasav, piridin stb.) hasznalatosak. Eredetileg
vizzel korlatozottan elegyedd folyadékok esetében, hidrofilez6 komponensek (ecetsav)
alkalmazéséaval, vizzel minden ardnyban elegyedd 3-4 komponensii elegyeket (pl.
etilacetat—jégecet—viz 3:2:3) hoztak Ilétre. Kétfazisu oldoszerelegyként kivaloan
alkalmasak a butanol-viz, butanol-ecetsav—viz és a fenol-viz kiilonboz6 aranyt

elegyei.
5.1.3.2.1. Rétegkromatografia

A rétegkromatografiat, melynek soran az adszorbenst vékony rétegben lemezre vissziik,
kis mennyiségli anyagok keverékének gyors elvalasztasara haszndlhatjuk. Elényei a
kifejlesztés rovid idétartama, a foltok jo szétvalasztasi lehetdsége, és hogy a kémiailag
ellendlldo hordozoanyagon agressziv szervetlen oldoszerek is felhasznalhatok. A
rétegkromatografia eszkozei a rétegkromatografids lemez, az adszorbens, és a
kotdanyag. A rétegkromatografiara torténé elokészités soran az adszorbenst és a

kotéanyagot a sziikséges mennyiségii vizzel szuszpenzidva elegyitjiik, a lemezre (iiveg,
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milanyag vagy fémlemez) felkenjiik, szobahdmérsékleten szaritjuk, 100-105°C-0s
szaritoszekrényben 30-45 percig aktivaljuk, majd az aktivalt lemezeket exszikkatorban
taroljuk. A rétegeket kromatografalds kozben csiszolt feddvel ellatott iiveg
futtatokamraban (livegkadak) 1égmentesen lezarjuk, melynek kovetkeztében a lemezek

az oldoszergdzokkel telitett térben vannak.

A rétegkromatografia gyakorlati Kivitelezése soran el6szor kivalasztjuk a réteget,
majd a vizsgalando oldatot mikropipettaval egymastol 20-30 mm-re 1évé pontokra
felvissziik tigyelve arra, hogy egy-egy folt 6-8 mm-nél ne legyen nagyobb atmérdji,
majd a lemezt a futtatoszer gézeivel eldzetesen telitett futtatokamraba helyezziik. A
rétegre felvitt anyag foltjdnak el6rehaladdsdt a vonatkozé adszorpcids izoterma
hatarozza meg. A kromatogram kifejlesztését akkor fejezziik be, ha az oldoszer frontja
megkozeliti a lemez felsd szélét. Szervetlen adszorbensek esetén eldhivasra agressziv

anyagokat (tomény kénsav, perklorsav, antimon-klorid) is lehet alkalmazni.

A nagy teljesitményii rétegkromatografia (HPTLC) esetén az allo szilard fazis
kisebb részecskemérete (5-7 pum atmérd) és a réteg tomor kialakitdsa az elvalasztasi
teljesitményt noveli. A linearis HPTLC-technika alkalmazasa 10x10 cm-es rétegen

30-50 minta eredményes, mennyiségileg is jol értékelhetd vizsgalatat teszi lehetdvé.

A tilnyomasos rétegkromatografia (OPTLC) noveli a rétegkromatografia
teljesitoképességét, mert a mozgd fazis dramlési sebessége az egész szétvalasztis alatt

allando.
5.1.3.2.2. Papirkromatografia

A papirkromatografiaban alkalmazott kromatografids papir nagy nedvszivo
képességli, az allo fazis kialakuldsdhoz elegendd olddszert tud adszorbeélni, és nedves
allapotban is kielégitdé szilardsdgu. A papir vastagsaga folyadékfelszivo képességét
hatarozza meg. A megoszlasi kromatografia folyadékfazisa viz vagy tobb, vizzel
korlatozottan vagy korlatlanul elegyedd folyadék, de lehet meghatarozott pH-ju
pufferoldatot is lehet hasznalni. Az olddszerek hasznélatanal figyelemmel kell lenni
arra, hogy az R¢-érték fiigg az oldészer polaritasatol, ugyanis a hidrofil anyagok R¢-

értéke az oldoszer polaritdsaval egyiitt nd.
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A papirkromatografia eszkozei a kromatografalé szekrény, mely 50-80 cm magas és
30x60 cm alapteriiletii savalld acél vagy iliveg, a kromatografids papir, a mintafelvivo

mikropipettak, a futtatoszer, az el6hivo reagensek, és egy szaritoszekrény.

A megoszlasi papirkromatografia Ichet leszallo-, felszallo-, vizszintes csik- ¢és
korpapir-kromatografia. Az elvélasztando elegy koncentracidja az oldatban mindegyik
esetben 0,5-2,0% kozotti. A felcseppentéshez mikropipettat, sziik kapillarist hasznalunk
tigyelve arra, hogy a szétvalasztando oldat foltja kb. 5 mm atmérdjii legyen, és mintegy
0,01-0,3 mg anyagot tartalmazzon. A felcseppentés soran toményitést végezhetiink a

papiron a felvitt csepp 6vatos beszaritasaval.

Leszallo kromatografia esetén a papir végétél 8-10 cm-nyire, egymastdl 2-4 cm
tavolsagban helyezziik el az egyes anyagkeverékek cseppjeit, nagyobb mennyiségek
kromatografdldsa esetén viszont savos felvitelt alkalmazunk. A futtatoszert tartalmazo
edény a kromatografalo-berendezés felsé részében van, ebbe mertiil bele a papir vége.
Az oldoszer részben a kapillaris erd, részben a nehézségi erd hatasara lefelé halad a
papirban. A kromatogramot addig futtatjuk, amig a folyadékfront meg nem kozeliti a
papir végét. Ha az olddszert tovabb futtatjuk a papiron, thlcsepegd futtatds hajtunk

végre.

Felszallo kromatografia esetén az elrendezés a leszallo moddszer forditottja. A
papircsik megcseppentett vége a berendezés aljan elhelyezett olddszerbe meriil, a

futtatoszer pedig a kapillaris erdk hatasara folfelé halad.

Vizszintes kromatografia esetén a kiszabott papircsikokat vizszintesen helyezziik el,
az oldoszert pedig papirnyelv segitségével kozvetitjiik hozza. A korpapir-
kromatografiaban a kromatografias papirbol 8-10 cm-es sugari kort vagunk, és az
oldoszer a megcseppentés helyétdl, a kozépponttdl vizszintesen halad a papirban a
kertilet felé, és az anyagkeverékek egyes alkotdi koncentrikus korok alakjaban valnak

Szét.

Nyujtott papirkromatografia esetén ha az oldészerfront eléri a papir sz¢élét, a futtatast

megsziintetjlik, a kromatogramot megszaritjuk, és hasonl6 oldoszerrel ujra futtatjuk.

A kétdimenziés papirkromatografiat sok komponensli keverék szétvalasztisara

hasznaljuk, ha Rs-értékeik egymashoz kozel esnek, és egydimenzids futtatdssal nem
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érhetd el a kivant elvalasztas. Az elvalasztani kivant oldatok elegyét a papir bal alsé
sarkdba cseppenjiik, az els¢ futtatoszerrel megfuttatjuk, majd szaritds utdn 90 fokkal
elforgatva ismételten ugyanazzal, vagy masik futtatdoszer eleggyel Ujabb futtatast

végziink. A futtatds irdnya a masodik esetben tehat az elsdre merdleges.

A papirkromatogramok értékelése sordn a kromatogramot kiemeljik a
berendezésb6l, ha a szines anyagok kozvetleniil megfigyelhetok, még nedvesen
megjeloljik az olddszerfrontot, a foltok stlypontjat becsléssel meghatarozzuk ¢és grafit
ceruzaval megjeloljik. Szintelen anyagok esetén ultraibolya fényben végzett
megfigyeléssel, alkalmas elohivo szer segitségével, vagy a komponenseket szines
szarmazékokka alakitva lehet a kromatogramot értékelni. Az el6hivo szer a papirra gaz,
g6z vagy folyadékpermet alakjdban vihetd fel. Leggyakoribb mod a reagens oldat
rapermetezése a kromatogramra, melyet kovetden az el6hivast gyakran melegitéssel kell
Osszekapcsolni. A szines foltokat is koriilrajzoljuk és megjeloljiik a sulypontjukat, hogy
amennyiben késobb a sziniikkbol veszitenének, vagy az teljesen eltlinne, tovabbi

értékelést is tudjunk végezni. .
5.1.3.3. Minoségi és mennyiségi meghatarozas

Mind a rétegkromatografianal, mind a papirkromatografianal a mindségi analizis az R¢-
értekek megallapitasaval, dsszehasonlitd, azonositd anyagok egyiittfuttatasaval torténik.
A mennyiségi analizis higitasi sorral torténd -egylittfuttatdssal, denzitométerek
segitségével torténik. A denzitométerek spektrofotométerek, melyek a megvilagitott
kromatogramon atesd vagy arr6l visszavert fény intenzitdsat mérik, regisztraljak. E
mellet az értékelés lehetséges kioldéds, elucié utdan is. A futtatishoz hasznalt
olddszereket ugy kell megvalasztani, hogy a vizsgalt anyagok R-értékei 0,3-0,7 kozé
essenek. A kétdimenziéos kromatogramoknal minden egyes komponens
modelloldatabol, egydimenzios futtatdssal, kiilon-kiilon mindkét olddszerben

meghatarozzuk az R¢-értékeket, és kiszdmitjuk az illetd anyag foltjanak varhato helyét.

A megoszlasos kromatografia az adszorpciés kromatografidhoz hasonléan a
fehérjekutatdsban nem tudott igazan nagy jelentdségre szert tenni, melyet magyardzni
lehet azokkal a bonyolult viszonyokkal, melyek az all6- és mozgo6tazis, valamint a

fehérjék kolcsonhatasa kovetkeztében kialakulnak.
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5.1.4. Ioncserés kromatografia

5.1.4.1. Az ioncsere mechanizmusa

Az ioncseréld kromatografia 4allo fazisa egy olyan ioncseréld anyag, amelynek
matrixahoz elektrolitos disszociaciora képes csoportok kotédnek kovalens kotéssel.
Azokat az ioncseréloket, amelyek matrixan a fix ion negativ toltésii savmaradék,
kationcseréloknek, a pozitiv toltésii fix iont tartalmazokat pedig anioncseréléknek
nevezziik. A fix ionok ellenionjai ugyanolyan toltésti mas ionokkal kicserélhetok. Az
ioncserés kromatografalds sordn a szorbens ellenionjait eldészor az oszlopra adagolt
minta ionjai valtjdk fel, majd ezeket, toltéseik nagysagédval ellenkezd sorrendben, az
eludlo pufferoldat ionjai fokozatosan kicserélik. A kicserélés, illetve elvélasztas fiigg a
kromatografalas homérsékletétol, valamint a mozgotazis ionkoncentracidjatol és a pH-

tol.

Az ioncserés kromatografia esetén tehat az allo fazis egy polimer szerkezetli Szerves
vagy szervetlen anyag, amelyen aktiv csoportok vannak. Az aktiv csoportok a vazrol
leszakadni nem tudnak, ellenionok is tartoznak hozzajuk, amelyek a mozgd fazis

hasonlo jellegili ionjaival kicserélédhetnek.

A kationcserélé polimer aromas gylirithoz kotott disszociald (protonleadd) csoportot
tartalmaz. Ezek lehetnek —SO3sH, -COOH, —PO4H, vagy fenolos —OH, a kicserélhetd
kation pedig lehet H" vagy Na®.

A kationcserélok miikodését az alabbi 0sszedllitds mutatja:
R-A-K; + A)Ko = R-AK)+ AK; (29)
ahol

R = az ioncseréld szervetlen vagy szerves polimervaz,
A; = az el nem mozdithat6 aktiv anioncsoport,

A, = a mozgd fazis anionja,

K1 = a polimervaz eredeti kationja,

K7 = a mozg6 fazisban kicserélt kation.

Az anioncserélé anyagok disszociaciora képes kiilonboz6 rendii kationokat
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(-NH30H, —N(CH3)30H) tartalmaznak, melyekhez anionként OH és CI is
kapcsolodhat.

Az anioncserélé miikodését az alabbi Osszeallitds mutatja:
R-Ki-A1 + KoA, = R-Ki-A; + K)A; (30)
ahol

R = az ioncser¢ld szervetlen vagy szerves polimervaz,
K1 = a gyantavazhoz kotott kationcsoport,

K = a folyadékfazisban 1év kation,

A; = a gyanta eredeti anionja,

A, = a folyadékfazisban 1évé és kicserélt anion.

képes, funkcids csoportjairél szarmazé ionokkal vald reverzibilis kicserélddése
sztochiometrikus, amely a tomeghatés torvénye alapjan jatszodik le. Az ioncseréld az
aktiv helyek disszociacios foka szerint lehet er0sen savas, gyengén savas, erdsen
bazisos €s gyengén bazisos. Az ioncseréld kromatografidban, tobb oldott ion esetén, az
ioncseréld gyanta az egyik iont jobban megkdti, mint a tobbit; a folyamat szelektiv
lehet. Az egyenstly eléréséhez sziikséges idOtartam hosszabb az adszorpcids

kromatografianal.

A tobbértékli ionok erdsebben kotddnek a gyantdhoz, az azonos toltetli ionok kozott a
sorrendet pedig a hidratalt ion atmérdje szabja meg, €és az elvalasztast befolyasolja a
homérséklet is. Az oszlopon megkotott ionokat elualhatjuk olyan oldattal vagy
pufferrel, amely olyan kicserélhetd ionokat tartalmaz, amelyeknek affinitasa az
oszlopon 1évé rogzitett ionokhoz nagyobb, mint a megkotott anyagé. A kotott ionok
kicserélddési allandoik sorrendjében hagyjak el az oszlopot. Két ion jol elvalaszthato,

ha a kicserélddési allandoik értéke 20%-kal kiillonbozik egymastol.
5.1.4.2. Az ioncseréld gyantak és tulajdonsagaik

Az ioncserés kromatografia legfontosabb eszkozei a szerves, szintetikus miigyanték,
amelyeknél legelénydsebb, ha egyféle aktiv csoportot tartalmaznak. A kationcseréld és

anioncserélé migyantak szilard vaza leggyakrabban vinil-benzol-divinil-benzol
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kopolimer. A legfontosabb szintetikus ioncserélé gyantakat a kovetkezd 16. tablazat

mutatja.

16. tablazat A legfontosabb szintetikus ioncserélé gyantak

Toncserél6 gyanta Funkcids csoport Kereskedelmi
elnevezés

Er6sen savas Aromas—-SOsH Amberlite IR 120
kationcserél6 gyanta Amberlite CG 120
Dovex 50

Zerolit 225
Permulit Q
Aromas-SOzH + Zeokarb

—~COOH
Aromas—-SO3H + Zeorex
Fenolos-OH Duolit C

Gyengén savas —COOH Amberlite IRC-50
kationcserél6 gyanta Amberlite XE-64
Zerolit 225

Erésen bazisos Kvaterner bazis Amberlite IRA-400
anioncseréld gyanta Amberlite IRA-401
Amberlite IRA-411
Dovex 1

Dovex 2

Zerolit FF

De Acidite
Gyengén bazisos | Poliamin Amberlite IR 4-B
anioncser¢l6 gyanta Amberlite IR 45
Dovex 3

Zerolit G

ZerolitH

Duolit A

Kevert kation- és Amberlite MB-1
anioncser¢l6 gyanta Amberlite MB-2
Amberlite MB-3
Biodeminrolit

Az ioncseréld gyanta kapacitasa megmutatja, hogy a szaraz ioncseréld egységnyi
mennyisége hany mol oldott iont tud kicserélni. A kapacitast egységnyi tomegl (g)

miigyantdra vonatkoztatva milligramm-ekvivalensben adjak meg.

Az ioncserélé gyantak a kiilonbozo futtatoszerekben duzzadnak. A polarosabb
oldoészerek erdsebb duzzadast okoznak, a kevésbé polaros oldoszerre valo attérés

viszont az oszlop Osszeesését, csatornaképzddést, a polaritds ndvelése pedig az oszlop
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eltomddését okozhatja. A duzzadoképességet a térhalos szerkezet valtoztatdsaval

befolyasolni lehet.

Az analitikai kémidban igen gyakran alkalmazzdk a DOVEX 50 kationcserélé
miigyantat, mely szulfonalt polisztirol lancokbol all, és divinil-benzol-hidakkal
keresztkotésszerlien van térhalositva. A térhald stiriségétdl fiigg, hogy az ioncseréld
gyanta funkcids csoportja milyen nagy molekulakkal reagal. A divinil-benzol
mennyisége 1-2-4-8-16% lehet, amit gyanta mindségi mutatdi sordban feltiintetnek.
Minél stirtibb a térhal6 annal lassubb az ionok diffuzidja, és a kromatografias egyensuly

kialakulasa is fligg az ioncseréld gyantak részecskenagysagatol.
5.1.4.3. Az ioncserés kromatografia metodikaja

Ioncserés oszlopkromatografia esetében az oszlop homogén méretli szemcsékbdl all.
Az ioncseréld oszlopot nedves, iszapolasos modszerrel toltjiik, a gyantat hasznalat el6tt
az eloirt olddszerben duzzasztjuk, a kromatografalast vizes oldatban, elucidés vagy
kiszoritasos modszerekkel végezziik. Az ioncseréld miigyanta regenerdldsa az aktiv
helyre bekotendd iont nagy koncentracidban tartalmazo oldat segitségével torténik. A
kationcserélé  miigyantakat savas oldatokkal (ritkdbban Na-ionokkal), az
anioncseré¢loket tobbnyire luggal vagy kloridionokkal regenerdljuk. (Az aminosavak

szétvalasztasat és meghatarozasat a vonatkozo fejezet tartalmazza).

Ioncserés rétegkromatografia esetén altaldban ioncserés készrétegeken torténik az
elvalasztas. Alkalmazzuk fehérjehidrolizatumok aminosav-0sszetételének kvalitativ €s
szemikvantitativ megallapitasara, melynek soran az egyes aminosavelegyek
szétvalasztasara kiilonbz6é Na-citrat-pufferoldatok hasznalandok. A 17. tablazatban e

pufferek Osszetétele lathato.

A B-puffer segitségével 16 aminosav egydimenzios elvalasztasdra van lehetdség. Az
aminosavak Rs-értékei novekvé sorrendben: arginin, lizin, hisztidin, fenil-alanin,
tirozin, leucin, izoleucin, metionin, valin, prolin, alanin, glicin, glutaminsav, szerin,
treonin, aszparaginsav. (A szerin és a treonin foltja rosszul valik el.). A C-pufferrel az
aromas ¢€s bazikus aminosavak kiilonithetdk el, a D-puffer a lizin és az ornitin
elvalasztasat teszi lehetéve, az E-puffer pedig a triptofdn kimutatasara ¢és elvalasztasara

hasznalhato.



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 161

17. tablazat Az aminosavak Fixion-réteges elvalasztasahoz hasznalhaté Na-citat-

pufferek (1000 cm? végsé térfogatra)

J ellefnzﬁk, illetve EP A B C D E
adalékok

pH 328 | 328 | 330 | 523 | 425 | 6,00
Na*-koncentracio (M) 0,02 | 020 | 0,400 | 0,325 | 0,40 | 1,50
(Cniltﬁtl'_lf)oncemré"i"’ 0,067 | 0,067 | 0,400 | 0,117 | 0,067 | 0,30
Citromsav H,0 (g) 1.4 141 | 840 | 246 | 141 7,0
NaOH (g) 0,8 8,0 16,0 | 14,0 8,0 4,0
NaCl (9) - - - - 11,7 81,9
HCI, 37%, d:1,19 (g/cm®) | 1,2 12,3 5,9 6,5 8,4 -
Glicerin (cm®) - 100 - - - -
Metil-celloszolv* - - - - - 100

*etilénglikol-monometil-éter. EP = egyenstilyba hozo (ekvilibrald) puffer.
5.1.4.4. Az ioncserés kromatografia gyakorlati alkalmazasai

5.1.4.4.1. Fehérjék elvalasztasa ioncserélo miigyantakon

Az ioncser¢ld szorbenseken a fehérjék foként Coulomb-féle erdkkel kotddnek, az
elektrosztatikus  kolcsonhatasokon  kiviil azonban apoldros adszorpcioval és
hidrogénhidakkal valo kotddéssel is szdmolhatunk. A nagy molekulatomegli fehérjék
esetében a toltést nem csak az Oket alkotd aminosavak aranya hatirozza meg, hanem
jelentdsen befolyasolja azt az oldoszer pH-ja is. Az izoelektromos pontnal kisebb pH-ju
oldatban a fehérjemolekuldk pozitiv, nagyobb pH-ji oldatban pedig negativ toltéstiek
lesznek, ezért a pozitiv toltésii anyagok szorpcidjahoz kationcserélé, a negativ
toltésiiekéhez pedig anioncserélé szorbenst kell alkalmazni. Az izoelektromos pont
felett és alatt egy-egy pH-tartomanyban a fehérjék mind kation-, mind anioncseréld
gyantdn kromatografalhatok, az izoelektromos pontban viszont az ikeriont nem koti

meg sem a kation-, sem az anioncseréld szorbens. Fehérjék oszlopkromatografias
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elvélasztasdhoz ioncseréld miigyantakat, celluloz alapt ioncseréldket vagy ioncserél6-

géleket alkalmaznak.

A fehérjék ioncserés oszlopkromatografias vizsgalatakor tigyelni kell arra, hogy a
nagy molekulatomegli, erdsen differencialt térszerkezetli anyagok a szorpcid
kovetkeztében konnyen denaturdlodhatnak, masok pedig az ioncseréld gyanta funkcios
csoportjaira irreverzibilisen kotddhetnek. A feladat megoldasédhoz sziikséges optimalis
ioncseréld kivalasztasat elsegiti, ha ismerjik az elvalasztandd anyagok izoelektromos
pontjat, biologiailag aktiv anyagok esetében pedig azt a pH-tartomanyt, melyben
stabilitdsukat nem veszitik el. A fehérjeanalitikaban leggyakrabban divinil-benzollal
kiilonféle mértékben térhaldsitott szulfonalt polisztirol, valamint polimetakrilsav
migyantdk keriilnek felhasznalasra. A kationcserélé miigyantdkon kromatografalhato

fehérjék altaldban kisebb molekulatomegliek, és bazikus jellegliek.

Szulfonalt polisztirol miigyantan sikeriilt szétvalasztani olyan fehérjéket, mint a
citokrom c, a ribonukledz, a dezoxiribonukledz, a lizozim, az inzulin, a prolaktin, a
pektindz, a celluldz, a papain, a novekedési hormon, a hisztonok, a hemoglobin, a
tripszinogén, a kimotripszinogén és a Kimotripszin. Nagy szamu publikacio jelent meg a
peptidek 1oncserés oszlopkromatografias szétvalasztasarol €és meghatarozasarol is.
Vizsgaltdk egyes fehérjék enzimes hasitasa utan kapott fragmenseinek mennyiségét is,
¢s igy ez az eljaras is hozzdjarult a fehérjék elsédleges szerkezetének

meghatarozasahoz.

talalhato.
5.1.4.4.2. Fehérjék elvalasztasa celluloz alapu ioncserélokkel

Igen jo hatasfokkal hasznalhatok fehérjék és peptidek elvalasztasara az erdsen hidrofil,
celluloz alapu ioncserélok és gél ioncserélok. Az ioncseréld cellulozszarmazékok aktiv
csoportjai a celluléz feliiletén helyezkednek el, de ezek mellett a celluloz hidroxil
csoportjai is megkdtik a bonyolult szerkezeti fehérjéket anélkiil, hogy azok a szorpcid
kovetkeztében denaturadlédnanak. A leggyakrabban hasznalt cellulézszarmazékok a
karboxi-, a metil- és a foszforilalt-celluloz kationcserélok, a dietil-amino-etil-, az

amino-etil- és az epiklor-hidrinezett, valamint trietil-aminozott cellul6z anioncserélok.
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Az ioncseréld cellulozszarmazékok igen hamar elterjedtek, és nagy jelentdségre tettek
szert a fehérjeanalitikdban. Ezek az anyagok a celluléz rostos szerkezete és a
cellulozmolekula hidroxil csoportjai miatt nagy mennyiségii vizet tudnak felvenni, ezért
a duzzadt celluloz tomege 7-10-szerese lehet a szaraz celluléz tomegének. A széaraz
ioncseréld celluloz elokészitésének elsd 1€pése ezért a celluldz hidratalasa, majd az els6
eludlo pufferrel torténd szuszpendalast kovetden a kromatografald oszlopba valo toltése.
A szétvalasztani kivant fehérjeoldatot az oszlop felett 1évé puffer ald rétegezhetjiik,
vagy pedig az oszlop feletti puffer leengedése utan az oszlop felszinére engedhetjiik a
kromatografdlandd oldatot. Ezt kovetden novekvd pH-ji ¢és ionkoncentracidju
pufferekkel, gradiens elucioval valasztjuk szét a frakcidkat. Miutan a fehérjefrakciok
elhagytdk az ioncseréld oszlopot, az oszlop toltetét 1M NaOH-dal regeneraljuk, a lugot
az oszloprol desztillalt vizzel kimossuk, majd a kovetkezd elvdlasztas eldtt az elsd
puffer oldataval addig mossuk, amig az oszloprdl tavozo pufferoldat pH-ja azonos nem

lesz az eredeti pufferéval.

Az ioncseréld cellulézok felhasznalasa fehérjék kromatografilasara szinte
attekinthetetleniil bdséges. Az ioncseréld celluloz és a pufferek 0Osszetételének
valtoztatasaval szinte valamennyi jelenleg ismert fehérje izolalasa, a tobbi

fehérjefrakciotdl torténd elvalasztasa és meghatarozasa megvaldsithato.
5.1.4.4.3. Elvalasztasok ioncserélo gélekkel

Térhalositott dextranalapti és a poliakrilamid-alapi gélek mind ioncseréld, mind
g€lszlird tulajdonsaggal rendelkeznek, a kromatografias elvalasztas soran azonban
mégis inkdbb az ioncsere keriil eltérbe. Az ioncseréld gélek kiilondsen elénydsen
alkalmazhatok biologiailag aktiv, labilis anyagok elvélasztasara illetve tisztitasara.
Alkalmazasuk soran célszerli figyelembe venni mind az ioncserélokre, mind a

gélszlirokre vonatkozo elveket és technikai megoldasokat.
5.1.5. Gélkromatografia

5.1.5.1. A gélkromatografia elmélete

A gélkromatografia, vagy méretkizardsos kromatografia, a molekulatomeg-
kiilonbségeken alapulo egyik legelterjedtebb elvalasztasi mdodszer. A moddszert hivjak

még gélsziirésnek és molekulasziirésnek is. A molekulaméret szerinti elvalasztas jol
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illeszthetd6 az  eldzbéekben  ismertetett  kromatografias  modszerekhez. A
gélkromatografids elvalasztas soran a mozgd fazis valamilyen folyadék, a toltet pedig
finom eloszlasu gél, megfeleld poérusmérettel, ezért a gél belsejébe csak azok a
molekulak tudnak behatolni, amelyek mérete a gél porusméreténél kisebb. Amely
molekulak behatolnak a gélszemcsék belsejébe, azok tovabb maradnak az oszlopon,
nagyobb olddszertérfogattal eludlédnak mint a gélbe behatolni képtelen, a gél
porusainadl nagyobb molekulak. Mivel egy gél porusai mindig inhomogének, a
gélkromatografia soran a gél porusainal kisebb ¢€s nagyobb molekulatomegii

tartomanyba tartozé komponensek egymastol elvalaszthatok.
5.1.5.2. Géltipusok és a dextrangél

A kromatografalast haromdimenzios racsot alkotd, térhalds szerkezetli géleken végzik.
A térhald6 mechanikai stabilitast nyajt a gélnek, és a haromdimenziés térhalo a gél
porusméretét is meghatarozza. A gél matrixanak inertnek kell lenni, azon ioncsoportok
nem vagy csak kismértékben lehetnek jelen. A gélnek mechanikailag és kémiailag
stabilnak kell lenni, a gél és az elvalasztani kivant anyagok kozott legfeljebb gyenge,
reverzibilis, hidrofoéb kolcsonhatasok alakulhatnak ki. A gél szemcsemérete lehetdleg
homogén legyen, hogy az eltér6 méret miatt a részecskék kozotti csatornak
inhomogenitasa ne kovetkezzen be. A kromatografids miiveletekhez hasznalt gélek
kereskedelmi forgalomban kaphatdk, és szinte minden elvalasztashoz megtalalhaté az

optimalis géltipus.

Kromatografias célra csak a pontosan ismert porusnagysagu €s duzzadt allapotban is
megfeleld szilardsagh gél hasznalhato. Az e kovetelménynek megfeleld dextrangéleket
ismert szemcsenagysaggal és vizfelvevo képességgel hozzak forgalomra, ahol eldre
lehet tudni a gélagy térfogatat, illetve a szétvalasztandd frakciok molekula tomegét. A
szemcsenagysag 40-300 pm kozott, a vizfelvevé képesség pedig 1-20 glem® kozott
valtozik. A gélagy térfogata 2-40 Cm3/g kozotti, a szétvalasztandd frakciok molekula
tomege pedig elérheti a 800 ezret. Négyszazezres molekula tdmegig a dextran és a

poliakrilamid géleket, e f616tt pedig szefardz géleket hasznaljak.

A gélkromatografias eljaras soran a gélszemcsék porusnagysaga pontosan ismert €s
allando érték, a gélképzd anyag pedig nem 1ép kolcsonhatiasba a szétvalasztando

komponensekkel. A dextrangél kialakulasat a 69. dbra mutatja.
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Dex—OH + CHy;—CH—CHy—Cl —> Dex—O—CH,—CH(OH)—CH,—Cl
O

Dex—O0—CH,—CH(OH)-CH,—Cl + NaOH —> Dex—O—CH  CH,+NaCl +H,0

Dex—O—CH CH, + HO —Dex —> Dex— O—CH,—CH(OH)—CH,—O—Dex

69. abra A dextrangél kialakulasa
A dextrangél tulajdonsagai

A dextrangélek kiindulasi anyaga egy oldhat6 poliszacharid, a dextran, mely kizardlag
gliik6zrészekbdl épiil fel. A gliikozrészek 90%-a a-1,6-glikozidos, 10%-a pedig a-1,3-
glikozidos kotéssel kapcsolodik egymashoz. Az alkalikus dextranoldat epiklorhidrin
hatasara teljes tomegében, hofejlodés kozben hidrogéllé merevedik, melynek soran a
gliikézlancokat glicerinéter-hidak kapcsoljak 6ssze. A térhalo porusainak nagysaga fligg
a kiindulasi dextran molekulatomegétdl, koncentraciojatol, és az az epiklorhidrin
aranyatol. A dextrangélen kiviil olyan szintetikus gélképzd anyagok is hasznalatosak a
gélkromatografidban, amelyek megfeleld oldoszerrel elegyitve szétvalasztasra alkalmas
gélkromatografids oszloppa duzzaszthatok. Kivdnalom, hogy a szemcsék kozelitsék

meg a gdmb alakot, és duzzadt allapotban se legyenek tul lagyak.

A gél jellemzd tulajdonsagait a részecskék kozotti folyadék térfogata, a duzzadt
gélszemcsék belsejében 1évd oldoszer térfogata és a gélképzd anyag sajat térfogata

hatarozza meg.
5.1.5.3. A gélkromatografias eljaras

A gélkromatografias eljaras soran legelterjedtebben a Sephadex néven forgalomba
keriil6  dextrangél-készitményeket alkalmazzdk. Mindegyik Sephadex-tipushoz
meghatarozott poérusméretek tartoznak, ezért a szétvalasztandd molekuldk méretének
ismeretében kivalaszthaté az analitikai feladat szempontjabol legmegfelel6bb valtozat.
A duzzadt allapotban 1év6 Sephadex-gélnél felléphet mikrobioldgiai romlés, ezért a

duzzadt Sephadex-gélt tartositas céljabol ki is lehet szaritani.
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Analitikai elvalasztasra a 10-50 cm hosszu, és az 1-2 cm belsd atmérdjti oszlopokat, mig
preparativ célokra akar tobb méteres, 10-20 cm belsé atmérdji oszlopokat is
hasznalnak. A mozgd fazis specidlis oldat vagy puffer rendszer, melynek oszlopon

keresztiil torténd aramoltatasat specialis szivattyuk biztositjak.

A gékromatografids analizis soran az elsO 1épés a gélagykészités, melynek soran a
szaraz géleket a megfeleld olddszerben duzzasztjdk. A  duzzasztas ideje
szobahOmérsékleten akar 24 o6ra is lehet. Az oszlopkészités sordn a duzzasztot gélt az
elualo szerrel homogénen elkeverjiik, buborékmentesen oszlopba toltjik, ilepitjik,
majd néhany oran at a mozg6 fazissal atmossuk. A mintafelvitelnél {igyeliink arra, hogy
a gélagyat ne keverjiik fel, és hogy a minta térfogata ne legyen nagyobb a gélagy

térfogatanak 5%-anal.
5.1.5.3.1. Géloszlop-kromatografia

A géloszlop-kromatografias eljaras soran a duzzasztott gélanyagot a megfeleléen
eldkészitett oszlopba toltjiik, és az alkalmazni kivant oldoszerrel tobbszor atmossuk. Az
oldoszer folyamatos felvitele vagy szivattylival vagy az olddszertartaly megfeleld
magasba helyezésével, gravitacios Uton valodsithatdo meg. Ennek soran sziikség van
0sszekotd csdvezetékre, €s az eluatum gyljtéséhez frakcidoszedd berendezésre. Az
elcio sordn altaldban perisztaltikus pumpaval dramoltatjuk a mozgéfazist, az oszloprol
tavozo eluatumot pedig frakcioszedd segitségével livegesovekbe gytijtjiik. Az oszloprol
tavozo anyagok mennyiségét legtobbszor atfolyo kiivettas spektrofotométerrel az UV
tartomanyban mérjiik. A detektor a vizsgalt oldat jellemzd tulajdonsdgat automatikusan

méri és regisztralja.
5.1.5.3.2. Gélréteg-kromatografia

A gélréteg-kromatografias eljards soran csak kiilonlegesen finom szemcsézettségli
Sephadex-készitmények hasznalhatok. Az elvalasztas szempontjaboél a 0,5 mm
vastagsagu gélrétegek bizonyultak a leghasznalhatobbnak. Ugyelni kell arra, hogy a
kromatografalas alatt a réteg nem szdradhat ki, valamint gondoskodni kell a futtatoszer

be- és kivezetésérdl, és a réteg megfelel6 délésszogének kialakitasarol.
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5.1.5.4. A gélkromatografia alkalmazasa

A gélkromatografia legfobb alkalmazasi teriiletei a gyors molekulatomeg-mérés, a
molekulatdmeg alapjan torténd preparativ csoport szeparalasok, az egyes csoportok
preparativ frakciondlasa, és a peptidek, valamint a fehérjék gélkromatografias tisztitasa.
Aminosavak is szétvalaszthatok gélkromatografiaval, azonban e mddszer pontossaga,
illetve hatékonysdga meg sem kozeliti az ioncserés oszlopkromatografias vagy a
nagyhatékonysagi folyadékkromatografidss meghatarozasét. A  gélkromatografia
alkalmazhato6 tehat gélsziirésre, fehérjék és aminosavak kromatografias szétvalasztasara,

molekulatdmeg meghatarozasra és a fehérjék sotalanitasara.
5.1.5.4.1. Gélsziirés

A gélsziirés soran a gélrendszerre anyagok elegyét vissziikk fel, ahol az egyik
komponens kis molekulabdl, a masik komponens rendkiviil nagy molekulabdl all. A
nagy molekuldk a szemcsék kozotti térben gyorsan haladnak &t a gélagyon, a kis
molekulak pedig behatolnak a gélszemcsék belsejébe. A mddszer alkalmas kolloidok

sotalanitasara és molekulacsoportok molekulatomeg szerinti szétvalasztasara.

A kromatografias alkalmazis sordn a szétvdlasztandé elegy komponenseinek
molekuladi kozott csak csekély kiilonbség van. Az elvalasztads annal sikeresebb lesz,
min¢l hosszabb az oszlop. A mddszer alkalmas fehérjék és nagyobb molekulatomegii

zsirsavak trigliceridjeinek szétvalasztasara.
5.1.5.4.2. Molekulatomeg meghatarozas

A molekulatomeg-meghatarozas esetében a duzzadt géloszlopok porusain keresztiil az
azonos molekulatomegii (méretii) anyagok hasonl6 médon haladnak keresztiil. Ha
az ismeretlen anyag ismert molekulatomegii komponenssel azonos modon halad 4t az
oszlopon, kovetkeztetést vonhatunk le az ismeretlen anyag molekulatomegére
vonatkozoan. Ehhez sziikség van ismert molekulatomegli anyagokra, melyek lehetnek
természetes vagy mesterséges azonositéanyagok. A természetes anyagok altaldban jol
definidlt molekulatomegii és tisztan eldallithatd fehérjekészitmények, a mesterséges
hitelesitbanyagok  polivinilszarmazékok, melyek kiillonb6z6 molekulatomegii
polisztirol molekulakbol allnak. A 18. tdblazat a molekulatomeg meghatarozashoz

sziikséges fehérjesorozatot mutatja.
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18. tablazat Gélkromatografia molekulatomeg-meghatarozashoz hasznalhato

fehérjesorozat
Fehérje Molekulatomeg (Dalton)
Citokrom ¢ 13000
Ribonukleaz-A 13600
Mioglobin 17000
Tripszininhibitor (sz6jabab) 21500
Alfa-kimotripszin 22500
Tripszin 24000
Kimotripszinogén A 25000
Pepszin 35500
Tojasalbumin 45000
Szérumalbumin (monomer) 67000
Sl o
Szérumalbumin (dimer) 134000
Aldolaz (élesztd) 137000
y-globulin (huméan) 140000
Alkoholdehidrogenaz (¢élesztd) 150000
Katalaz 230000

5.1.6. Gazkromatografia

A gazkromatografias elvalasztasok soran a mozgé6 fazis gazhalmazallapotu, az allé
fazis pedig lehet folyadék- vagy szilard halmazallapoti. Az elvalasztas a vizsgalati
anyag komponenseinek két kiilonb6z6é fazis kozotti megoszlasan vagy adszorpcidjan
alapul. Ennek alapjan két kiilonbozd eljarast kiilonboztetiink meg: Az adszorpcids
gazkromatografiat, ahol az all6 fazis szilard (GSC), és megoszlasos gazkromatografiat,
ahol az all6 fazis folyékony halmazéllapotu (GLC). A szétvalasztas az adszorpcid esetén
az adszorbedl6 kozeg szilard toltetének feliiletén, megoszlaskor a szilard hordozon 1€vo,
nehezen ill6 folyadékokbol allo nagy feliiletli filmben jatszodik le. A gazkromatografia

esetén a gyakorlatban szinte kizarolag az eltcios eljarasokat alkalmazzuk.
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5.1.6.1. A gazkromatografia elmélete

Az adszorpcio6s illetve megoszlasi egyensuly dinamikus jellege kdvetkeztében kiilonféle
gazok molekuldi adott hémérsékleten és adott gazkoncentracid esetén kiilonb6zo
atlagidotartamig tartozkodnak a szilard vagy folyékony adszorbens feliiletén, majd a
gazmolekulak szerkezetiiktdl fliggden kiilonb6zo idotartam utdn deszorbealddnak. Ha
az adszorbenssel toltott kromatografias oszlopon gazelegyet aramoltatunk at, a csébol
eldszor a leggyengébben adszorbealodd komponens 1ép ki, majd a novekvo erdsségi
adszorpcid sorrendjében a tobbi. Az egyes komponenseknek kiilonbozo a tartdozkodasi
idejiik a kromatografids oszlopban, ezért kiilonbozd id6é (retencids idd) elteltével
jelennek meg az oszlop végén. A retencids id6t az oszlop hdmérséklete, az oszlop

toltetaktivitasa, a késziilék méretei és a vivogaz sebessége befolyasolja.
5.1.6.2. Gazkromatografias késziilék miukodése

A kromatografids oszlopban 4llando sebességgel semleges gazdramot, vivogazt
vezetiink, és a vivogazaramba mérjiik és adagoljuk be a vizsgalandé anyagot gaz- vagy
elgdzologtetett folyadékminta alakjaban. A vizsgalandé elegy a vivogazzal a kolonnaba
jut, ahol komponensei a vivogaz eluald hatasara, kotéképesseégiiktdl fliggden, kiilonbdzo
sebességgel haladnak elére. Megfeleld toltet és elegendd hosszl oszlop esetén a minta
teljesen szétvalik, alkotorészei egymads utdn jelennek meg a vivogazban. A kolonnabdl
kilépd vivogazt detektoron vezetjiik at, ami az egyes komponensek megjelenésekor az
alkotorészek mennyiségével aranyos jelet ad. A detektorban kapott jel
regisztraloberendezés segitségével grafikusan dbrazolhatd, melynek soran megkapjuk a
szétvalasztasra jellemz6 kromatogramot. A gdzkromatogramon lathaté csucsok helyébdl
a komponensek mindségi azonositdsahoz kapunk segitséget, mig a csicsmagassag €s a

haranggdrbe alatti tertilet alapjan mennyiségi értékelést végezhetiink.

A gazkromatograf részei a vivogazrendszer, a mintaadagold berendezés, a
kromatografal6 oszlop (kolonna), a kromatografias érzékeld berendezés (detektor), és a

regisztraloberendezés.
5.1.6.2.1. A vivogaz

A vivegaz sem a vizsgalati anyaggal, sem az oszlop tdltetével nem Iéphet kémiai

kolcsonhatasba, mely célnak leggyakrabban a nitrogén, a hidrogén, a hélium, az argon,



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 170

a szén-dioxid, és specidlis esetekben néha a levegd vagy az oxigén felel meg. Ezek
koziil a hidrogén és a hélium rendelkezik a legnagyobb hdvezetd képességgel. A
hidrogén esetében rendkiviili modon eldny, hogy a kis viszkozitas miatt kicsi az oszlop
nyomasesése, viszont nagyobb az elillanasi veszély, és fennall a robbanas lehetdsége. A
helium elénye, hogy nem tiizveszélyes, de rendkiviil draga. A nagytisztasagu nitrogen
hasznalata igen elterjedt, mert nagyobb molekulatdmege miatt jobb az elvalasztas,
viszonylag olcso, egyszerlien tisztithatd, és kezelése biztonsagos. Az argon kémiai
semlegessége és nagy tisztasaga miatt rendkiviil kedvelt vivogaz. A szén-dioxidot

jobbara csak a preparativ gazkromatografidban alkalmazzuk.

A vivogazt leggyakrabban palackbol, nyomascsokkentd szelepen keresztiil nyerjik,
melyhez tartozék egy géztisztitd feltét is, mely megkoti a nedvességet, az oxigént és
mas nem kivanatos anyagokat. A vivogaz aramlasi sebességének allando értéken tartisa
alapvetd a gazkromatografids elemzés szempontjabol. Az aramldsi viszonyokat
muszerekkel, a nyomast manométerrel, az aramlasi sebességet szakaszosan hasznalhato
szappanhartyas sebességmérdvel mérik. Ennek sordn egy kalibralt iivegcsdben a
gazéaram hatdséra szappanhab képzddik, és a szappanhartya elérehaladasat stopperdraval

mérve a gaz mindségétol fiiggetleniil a térfogati sebességet kapjuk.
5.1.6.2.2. Elomelegité, mintaadagolo

A vizsgiland6 anyagot gaz, folyadék vagy szilard halmazéllapotban taplaljuk a
késziilekbe, mert a kromatografaldo oszlopba csak légnemii mintat lehet bejuttatni. Az
adagolo és az oszlop kozé elomelegitot kell iktatni, melynek segitségével a minta
elparologtathato. Ennek hémérséklete 30-50°C-kal magasabb, mint az oszlopé. Az
adagolt minta térfogata legyen a lehetd legkisebb. A gaznemili mintdk térfogata 0,1-5
cm®, folyékony mintak térfogata 1-10 pl, a nagyon ritkan alkalmazott szilard
betaplalaskor maximum 1-10 mg legyen. A gaznem(i mintak adagolasara injekcios
fecskendd, bemérdpipetta, higanyos gazbiiretta, a folyékony mintak adagolasara
kiilonleges fecskenddk hasznalhatok, ahol mikrométer csavarral lehet a térfogatot
szabalyozni. A tlivel egy szilikongumibol késziilt réteget (szeptum) kell atszlrni, mely
ezt kovetden Osszezarddva megakaddlyozza a betaplalt anyag visszadramlasat.
Sorozatvizsgalatok céljaira kiillonb6zd rendszerli automatikus mintaadagolokat is
szerkesztettek, mellyel a vizsgéalati anyagot a gazkromatograf kellden felmelegitett

adagoloterébe kell fecskendezni.
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5.1.6.2.3. Oszlopok

A gazkromatograf lelkét a kromatografaléoszlopok alkotjak, melyek lehetnek toltott
oszlop, kapillaris (iires cs6), vagy toltott kapillaris kolonnik. A toltott kolonndk
tivegesObol, aluminiumbdl, rézbdl, savalld acélbol késziilnek, belsé atmérdjiik 2-4 mm,
alakjuk egyenes, U, W, spirdl vagy lapos spirdl, hosszuk par meter. A kapillaris
kolonnak aluminium-, réz-, savallé acél-, iiveg- vagy milanyag- (poliamid, nylon)
csovek, melyek birjak a magas homérsékletet. A csdvek belso feliiletét felmaratassal,
vagy vékony, szildrd hordozoréteg felvitelével novelik. Belsé atmérdjik 0,2-1 mm
kozotti, hosszuk 10-100 m, kivételes esetben tobb szdz méter, melyet orséra vagy egyéb
tartora tekernek fel. A kapillaris kolonndk elénye a jobb elvalasztoképesség, a
lerévidithetd analizisidd, és hogy a mérés alacsonyabb hdmérsékleten is elvégezhetd. A
kapillaris kolonndk hatranya kis kapacitasuk, hogy a szokdsos mintamennyiségnek
tizedrészét tudjak feldolgozni, €s hogy specidlis gazelosztot kell beépiteni a késziilékbe,
hogy a kolonnén a gz dramolni tudjon. A kolonnék belépdnyildsa a mintaadagolohoz,
kilépé vége pedig a detektorhoz csatlakozik. Egy gazkromatografias késziilékbe
tobbféle kiilonbozo tipust toltettel ellatott kolonna is beépithetd, ¢és a kiilonbozo

kolonnakat lehet sorba vagy parhuzamosan kapcsolni.
5.1.6.2.4. Toltetek

A Kkromatografalo oszlop toltete az adszorpcids gazkromatografiaban feliiletaktiv,
rendszerint szemcsés anyag, mely nagy fajlagos feliiletli és kémiailag indifferens.
Apolaros toltdanyag az aktiv szén, mely kiilonb6z6 molekulaméretli gazok, vagy
kiilonb6z6d szénhidrogének szétvalasztasara alkalmas. A polaris adszorbensek koziil
emlitést érdemelnek a szilikagél, az aluminium-oxid, a kiilonféle aluminium-szilikatok,
melyek a molekula aszimmetriaja, polaritdsa altal meghatarozott belsé energidknak

megfelelden valasztjak szét a gazokat.

A megoszlasi gazkromatografidban (folyadék-gdz rendszer) a kapillaris
kromatografias oszlopok hordozoanyag nélkiil tartalmazzak az all6 folyadékfazist, mely
a csO belso feliiletéhez tapad, a toltott oszlopokban pedig szemcsés hordozdanyag van,
melyet a megfeleld folyadékkal nedvesitenek. A nedvesitéfolyadék az 4llo fazis,
amelyben a szétvélasztds lejatszodik. Ennek a kromatografalds homérsékletén

folyékonynak kell lennie, legyen kémiailag kozombos, tartésan megmaradjon a hordozo
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feliiletén, illékonysaga lehetdleg minél kisebb, oldoképessége pedig minél nagyobb
legyen. A kiilonbozd szilikonolajok kiilondsen széles hémérséklet-tartomanyban

hasznalhatok gazkromatografias allofazisként.

Az allo fazis (hordozo) barmilyen szemcsés anyag lehet, mely mechanikailag elég
szilard és kopasallo, nagy fajlagos feliiletii és porusos szerkezetli. Leggyakrabban 0,10-
0,25 mm-es szemcsézettségli hordozoval dolgozunk. A folyékony 4llo fazis felvitele
illékony szerves oldoszeres oldatbol torténik allandd keverés, majd elgdzologtetés,
esetleg vakuumos elparologtatéas segitségével. A kialakulo folyadékfilm vastagsaga 0,1-

0,5 um.
5.1.6.2.5. Termosztat

A rendszert szobahémérséklettdl 400°C-ig temperalhatjuk a termosztattal, melynek
soran a kivalasztott hdmérsékletet +0,5°C pontossaggal be kell tartani. Termosztalni kell
az oszlopot, a mintaadagolé berendezést ¢és a detektort. A mai késziilekek
légtermosztattal, vagy fémtomb-termosztattal mitkddnek. A légtermosztatok egyszerii
szerkezetliek, gyorsan felfiithet6k és lehtithetdk, kiilonbozé térfogatuak, spiralkolonnak
esetén  3-5 literesek, a Dbeépitett flitdteljesitményiik  800-2000 W. A
fémtombtermosztatok (altalaban aluminiumtombbdl késziilnek) izoterm
munkamodszereknél hasznalhatok elénydsen. A kromatografaldooszlop a fémtomb
furataban, két tomb kozott helyezkedik el, vagy fémhengerre van tekercselve. Nagy

hoékapacitdsa miatt a hdmérsékletingadozas csekély.

A programozott flités kromatogramjavitd hatast, ezért a korszerli késziilékekben a
hémérsékletet a vizsgalat alatt meghatarozott program szerint lehet valtoztatni, mely kis
hoékapacitasu légtermosztatokkal valosithatd meg. A homérséklet-valtoztatas altalaban
0,2-20°C/perc  sebességgel végezhetd. Néhany tjabb késziiléktipusnak mély

hémérsékletli termosztatja is van, mellyel —100 és —180°C kozott is végezhetd elemzés.
5.1.6.2.6. Detektorok

A detektorok feladata a kolonnabol kilépd vivégazdramban megjelend komponens
folytonos, gyors és érzékeny észlelése. A detektor a komponens megjelenésekor
valamilyen fizikai vagy kémiai tulajdonsag megvaltozasat érzékelve elektromos

jelet ad, mely regisztralhaté ¢s értékelhetd. A detektorok nagyobb része csak a
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kolonnabdl kilépd komponens mennyiségérdl ad tajékoztatast, mig a specifikus detektor
egyes elemeket (N, P, S) tartalmazé vegyliletekre szelektivek. Egyes késziilékeknél

egyidejlileg két, esetleg harom detektor parhuzamos miikddtetése is lehetséges.

A detektorok mitkddése lehet ,,pillanatnyi” (differencialis), vagy ,,0sszegzd” (integrald)
jellegtli. A differencialis detektor a komponensek altal okozott pillanatnyi valtozast méri,
mig az integrald tipusu érzékeld a detektorba addig belépett 6sszes minta mennyiségét
adja meg. Manapsdg mar csak a pillanatnyi valtozésokat észlelo detektorokat
alkalmazzak, melyek jele a kromatogramon egymas utdni csticsok sorozatabol all
(differencialkromatogram). A négy legfontosabb detektortipus a hévezetoképesség-

méroé-, a langionizacios-, az elektronbefogasi- és a langfotometrias detektor.

A hévezetoképesség-méré detektor mérdcelldja furatokkal ellatott fémgomb, amelyen
a vivogaz aramlik keresztiil. A furatokon volframszal van kifeszitve, amit elektromos
arammal flitenek. A huzalok ellenallasa a homérséklettel erdsen valtakozik; ha a
vivogazban komponens jelenik meg, a gdzaram hovezetoképessége csokken, €s a fiitott
szal hdmérsekletének és ellenallasanak novekedése jol mérhetd. Az egyik furaton a
palackbol szarmazo tiszta, a masikon a kolonnabdl érkez6, komponenseket tartalmazé
vivogaz aramlik, melyek kozotti hovezetoképesség valtozasat differencialis modszerrel

mérjiik.

Az ionizacios detektor milkodésének alapja a gézok villamos vezetOképessége.
Kozonséges homérsékleten és nyomason a gazok tokéletes szigetelok, azonban ha
elektromos toltésti atomokat, molekuldkat vagy szabad elektronokat hozunk Ilétre a
gazban, azok a kiilsé elektromos erdtér hatasara elmozdulnak, a géz vezetdvé valik.
Langionizacios érzékeld (FID) egy utankeveréses hidrogénégd, melynél a lang két
elektroéd kozott alakul ki, amelyre 100-300 V fesziiltséget kapcsolnak. A hidrogénlang
2000-2200°C hémérsékletén kismértékben a hidrogén is ionizalodik, ami allandd
alaparamot ad. Ha a kolonndb6l szerves anyag jut a detektorba, akkor a
hidrogénlangban elégve ionok keletkeznek, melynek hatasara a gaz vezetoképessége, az
iondram jelentésen megnd. A langot hatarolo két elektrod kozott keletkezd iondram
megfeleld erdsités utan regisztralhatd. A langionizacids detektorok érzékenyek szinte
minden szerves vegyiiletre. A nitrogén- és foszfor-érzékeny detektorok specialis

feladatok megoldasara alkalmasak.
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A gazkromatografidban a radioaktiv sugarzdssal mikodoé elektronbefogasi detektor
(elektroncsapda, ECD) alkalmazésa a legelterjedtebb. A detektorban 1évé sugarforras
hatasara a vivogazban szabad elektronok és nagy tomegli pozitiv ionok keletkeznek,
melyek a megfeleld elektrod felé vandorolnak. Ha a detektorba olyan vegyiilet jut, ami
képes anionnd alakulni, az az elektronokat negativ ionok képzddése kdzben befogja, az
ionaram csokken, a detektor pedig az eredeti ionaram csdkkenését jelzi. Sugarforrasként
altalaban B-sugéarzo izotopokat (**Ni vagy tricium) hasznalnak, melyek aktivitasa 4-10°-

70-10% Bq.

A langfotometrias detektor (FPD) a foszfor- és kéntartalmu vegyiiletek szelektiv
kimutatdsdra alkalmas. A langban gerjesztett minta 4altal kisugarzott fénybdl
interferenciasziirvel kivalasztja a foszforra (526 nm) vagy a kénre (394 nm) jellemzd
hulldmhosszii sugarat, melynek intenzitasat fotometrids uton, elektronsokszorozo

segitségével méri.
5.1.6.2.7. Regisztraloberendezések

A gazkromatografidban korabban alkalmazott regisztraloberendezések vonalird
elektronikus potenciométer voltak, melyek kétcsatornds valtozata kétdetektoros
értékelést tett lehetdvé. Ma mar kizarolag elektronikus integratorokat, vagy megfeleléen
megvalasztott szamitogépes szofvereket alkamazunk az értékelésre, melyek Osszegzik a

gorbe alatti terliletet, mérik a csucs retencios idejét, €s regisztraljdk az eredményeket.

5.1.6.3. A gazkromatografia néhany alkalmazasa az élelmiszer

analitikaban

A gazkromatografids moddszereket ma mar az élelmiszer-analizis sok teriiletén
alkalmazzak. Igy tobbek kozott gazkromatografidval —hatarozzdk meg az
antioxidansokat, a tartdsitoszereket, a szermaradvanyokat, az iz- és aromaanyagokat,
valamint az ill6 vagy illova tehetd komponenseket (alkoholok, aldehidek, zsirsavak,
észterek), valamint Gjabban hasznalhat6 aminosav-meghatdrozasra is az aminosavak
¢észterszarmazékainak analizise sordan. A gazkromatograf nehezen illo, ill6 szarmazékka
nem alakithatd és hoélabilis anyagok (szénhidratok, egyes vitaminok) vizsgalatira nem
alkalmas. Ezen utobbi komponensek analizisét nagyhatékonysagu

folyadékkromatografiaval lehet elvégezni.
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51631 A zsir zsirsav-osszetételének meghatarozasa

gazkromatografiasan

A napraforgoolaj és a disznozsir zsirsav-osszetételének meghatarozasa

A modszer alkalmas a napraforgoolaj, valamint a disznozsir és az egyéb ndvényi és
allati  zsiradékok  zsirsav-Osszetételének  meghatirozasara.  Gazkromatografias
modszerrel elsdsorban azok a komponensek vizsgalhatok, amelyek illékonyak vagy 300
°C-ig illékonnya tehetok. A triacil-glicerinek ennek a kovetelménynek nem felelnek
meg, ¢és alkalmatlanok erre a szabad, hosszi lanct zsirsavak is. Ezeknél a triacil-
glicerinek észterkdtésének hidrolizise utan szabadd4d valé zsirsavakbol zsirsav-
metilésztereket  szintetizilunk, majd a  kapott vegyiiletet vizsgaljuk

gazkromatografiasan. A hidrolizis, illetve az észterezés folyamatait a 70. dbra mutatja
be.

O
Cq17H35C
17M35 ~O—CH,
o \ CH,OH
% e
C17H35C hidrolizis P
o \ metilészterezés OMe
¢ H
C17H3sCL metil-sztearat CH,OH
O_CH2
trisztearil-glicerin glicerin

70. abra A triglicerid hidrolizisének, illetve észterezésének folyamata

A meghatarozas sordn 0,2 g napraforgoolajat vagy diszndzsirt feloldunk 2 cm® n-

heptanban, ¢és viztelenités céljabol kevés kiizzitott natrium-szulfatot adunk hozza. A
viztelenitett heptanos oldatbdl 0,5 cm®-t fiolaba pipettazunk, €és hozzdadunk 0,5 cm®
natrium-metildt reagenst, majd 60 °C-on, egy oran at melegitjiik, 10 percenként
sszerazzuk. Ezt kovetéen hozzdadunk 1 cm® n-heptant és 1 cm® desztillalt vizet, majd
1-2 percig razzuk. A reagens feleslegének eltdvolitdsa utdn a fels6 szerves fazisbol
injektalunk a gazkromatografba. A kapott kromatografias cstcsok alatti teriiletek a

zsirsav-metilészterek mennyiségével aranyosak (71. dbra). Az eredményeket ennek

megfelelden a zsirsav-metilészterek relativ tomegszazalékaban adjuk meg.
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Tzsirsav
Relop = —2358% . 100 (31)
2 Tzsirsav

ahol

Rel% = a zsirsav-metilészter relativ mennyisége,
T.sirsav = @ zsirsav-metilészter kromatografias cstcsa alatti tertilet,

2T .irsav = a zsirsav-metilészterek kromatografias csticsai alatti teriiletek sszege.

Azonos mintabdl két, parhuzamos mérés kozotti eltérés az eredmény 5%-a.

18:1

18:2

16:0
20:0
18:3w3
22:1w9

18:0
24:0

L 14:0

71. abra A telitett és telitetlen zsirsavak standard kromatogramja

5.1.6.3.2. Az illésavak (illo zsirsavak) meghatarozasa

gazkromatografiasan

[ll6savaknak hivjuk a 2—6 szénatomszamu monokarbonsavakat (ecetsav, propionsav,

vajsav, izo-vajsav, valeriansav, izo-valeriansav, kapronsav és izo-kapronsav). Ezek az

2

»illosavak” vizes oldatukbdl melegitéssel konnyen elillannak, tehat kidesztillalhatok.

Illekonysaguknak koszonhetden szaguk is intenziv; az ecetsavé kis koncentracidban
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kellemes, de a tobbié kellemetlen. Gyakorlati szempontbdl az erjesztett élelmiszerek
illosavtartalmanak meghatarozasa a legjelentdsebb. Az erjesztéssel vald tartdsitas soran
a cukortartalom anaerob bomlas kovetkeztében tejsavva alakul. A folyamattal
parhuzamosan végbemend erjedések soran ecetsav, propionsav, vajsav, valamint a
fehérjebomlas kovetkeztében nagyobb molekuldju illozsirsavak is eldfordulhatnak az
¢lelmiszerekben. Az erjesztéssel készitett tapladlékokban 1-1,5% koriili tejsav-
koncentraci6 kivanatos; a propionsav jelenléte nem karos, s6t hozzajarul az élelmiszer
tartositasdhoz. A vajsav jelenléte dnmagaban nem karos, de rontja az organoleptikus
tulajdonsagokat, és artalmas folyamatokra, illetve rosszul végrehajtott erjedésre utal.
Izovajsav, illetve nagyobb molekuldju illozsirsavak az aminosavbomléds eredményeként

jelennek meg.

Az illézsirsavak mennyiségét kordbban frakcionalt desztillalassal, Gjabban viszont
gazkromatografias eljarassal hatarozzak meg. Az elsd eljaras szerint a kiilonféle savakat
a vizes oldatbol kidesztillaltak, szedékben forraspont alapjan elkiilonitve felfogtak, és
mennyiségiiket lugos titralassal hataroztdk meg. A desztillalas soran a kiilonbdz6 savak
nem valtak el tokéletesen egymastol, ezért ezzel a modszerrel csak az ecetsav-, a
propionsav- és a vajsavtartalmat vizsgaltak, a tobbi illosavat pedig figyelmen kiviil
hagytéak.

Napjainkban az illézsirsavak meghatarozasa gazkromatografias moédszerrel torténik.
Ennek els6 1€épésében 100 g erjesztéssel tartdsitott élelmiszert mériink egy 1000 cm-es
mérélombikba, raéntiink 900 cm® desztillalt vizet, egy napot allni hagyjuk, idonként
osszerdzzuk. A szlirletbél 4 cm-t centrifugacsObe mériink, hozzdadunk 0,2 cm®
foszforsavat, ¢s 8000 g-n 10 percig centrifugaljuk. A feliiluszot leontjiik, €s ebbdl
injektalunk 1 pl-t a gazkromatografba. Az illozsirsavak elvalasztasa 120 °C-on, 2 m-es

toltott oszlopon torténik, ahol az allo tazis kovafold hordozora felvitt szilikonolayj.

Minden elemzés el6tt altalaban naponta injektalunk standardoldatot, amely az Osszes,
meghatarozni kivant komponenst ismert koncentraciéban tartalmazza. Megallapitjuk a
retencids idoket, meghatarozzuk a koncentracidé szamitasahoz sziikséges faktorokat. A
hitelesitd kromatogram elkésziilte utan injektalunk a vizes kivonatbol, az integrator

vagy a komputer segitségével megallapitjuk, hogy mely savak talalhatok benne, €és a

crer
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abra bal oldalan egy hitelesité kromatogram, a jobb oldalan pedig egy savanyitassal

késziilt élelmiszer illdzsirsavainak kromatogramja lathato.

kapronsav
izokapronsav
vajsav

izovaleriansav
valeriansav
heptansav
valeriansav
kapronsav

izovajsav
vajsav

propionsav
ecetsav
izovaleriansav

propionsav
zovajsav

ecetsav

=

SN0 — o

72. abra Az illozsirsavak meghatarozasa gazkromatografiaval
5.1.6.3.3. Antioxidansok (BHT) meghatarozasa

A butil-hidroxi-toluol (BHT) alacsony forraspontja miatt konnyen géaz allapotiva
alakithatd, ezért gazkromatografidas modszerrel meghatarozhat6. Az eljards soran az
antioxidans tartalmu vizsgaland6 anyagbol, elsdsorban zsirbol, margarinbol, olajbol
oldatot készitlink, amelyet kozvetleniil injektdlunk a gazkromatograftba. A
gazkromatografias elvalasztas viszonylag magas hémérsékletén (200-300 °C) mind az
oldat, mind az oldott anyagok gaz allapotava valnak, és megfeleléen megvalasztott

gazkromatografids oszlopon szétvalaszthatok.

A vizsgalati eljaras soran a diszn6zsirbol, margarinb6l vagy étolajbol 100 mg vizsgalati
anyagot oldunk 10 cm® hexénban, és az igy elkészitett oldatbél 1 ul-t injektalunk a
gazkromatografba. A gazkromatograf injektoranak hdomérséklete 250 °C, a vivogaz
hélium, az injektorban a nyomas 180 kPa, a kolonna 10 m hosszl és 0,25 mm atmérd;ii
kvarckapillaris szilikonolaj toltettel, a kolonnatér homérséklete 220 °C, detektorként

pedig ITD-800 tomegspektrométert hasznalunk, 220-as tomegszamt iizemmodra
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beallitva, 220 °C-on. A BHT csucsanak azonositdsa utdn az eredmény kiszamitdsakor
felhasznéljuk azt, hogy a mérések sordn a BHT mennyiségével aranyos teriiletii
kromatografias csucsot kapunk. A BHT-tartalmat mg/kg-ban adjuk meg, a kovetkezo
képlet (32) szerint:

T .
BHT = ™M . 100 (32)

standard
ahol

Tminta = @ mintabol szarmazo BHT csucs teriilete,

Tstandard = a standardbol szarmaz6 BHT cstcs teriilete.

Két, parhuzamos mérés kozott a megengedett legnagyobb eltérés az eredmény 5%-a

lehet.

A kiilonféle antioxiddansokat a megfeleld kromatografias koriilmények betartdsaval egy
Iépésben is szét lehet vdalasztani ¢és meg lehet hatarozni. A 73. dbran lathatd
szétvalasztas kiilonféle antioxidansok meghatarozasara irdnyul. A kromatogramon az
elsd csucs a butil-hidroxi-anizol, a masodik cstcs a butil-hidroxi-toluol, az utolso csucs
pedig a propil-gallat mennyiségét mutatja. A 3—6 cstcsok kiilonféle antioxidansokhoz

tartoznak.

A gazkromatografias elvalasztas korlilményei a kovetkezdk (mindegyik antioxidans

cre

200 pg/cm? koncentracioji oldatabol 2 pl-t taplalunk be a gazkromatografba):

- 30 m x 0,25 mm SAC-5 oszlop,
- 200°C-os hémérséklet,
- 30 cm/sec aramlasi sebességli héliumgaz,

- langionizacios detektor 200°C-on.
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73. abra A kiilonféle tipusu antioxidansok szétvalasztasa és meghatarozasa
gazkromatografiaval

(1. BHA, 2. BHT, 3. TBHQ, 4. etoxiquin, 5. ionox 100, 6. THBP, 7. propil-gallat)
5.1.6.3.4. Az aminosav-tartalom gazkromatografias meghatarozasa

Az aminosav analizis ,.hagyomédnyos” modja az ioncserés oszlopon (IEC) végzett
elvalasztds, melyet oszlop utdni ninhidrines szdrmazékképzés és spektrofotometrids
detektalas kovet. Bar ez a technika elterjedt és megbizhatd, eldnytelen tulajdonsadgokkal
is rendelkezik. Az analizis koltségei viszonylag nagyok, az érzékenység korlatozott, az
analizis hosszu 1d6t vesz igénybe, és az IEC késziiléke nem tul flexibilis: csak néhany
analizis-tipus végezhetd el vele. Hogy e hatranyokat kikiiszoboljék, mar a hatvanas évek
végeén kisérleteztek a gazkromatografias (GC) aminosav analizis megvalositasaval. A
gazkromatografias technika lehetdségei révén kapillaris GC-vel kitlind felbontas érhetd
el, a megfeleld detektorok kivéalasztasaval pedig nagy érzékenység biztosithatd. A
ninhidrin-szarmazékok 10 ng feletti mennyiségben, az o-phtalaldehid-szarmazékok
HPLC elvalasztas utan fluorescens detektorral 1 ng felett mutathaték ki, mig a
gazkromatografias szarmazékok elektron-befogasi detektorral mar 10-100 pg
mennyiségben észlelhetok, ¢és ez az érzékenység tomegspektrométer (MS)

csatolasaval, megfeleld iizemmodban még tovabb javithato.

Az aminosavak gazkromatografids analizise csak akkor kivitelezhetd, ha azt

megeldzden az aminosavakbol olyan szarmazékokat képeziink, melyek illékonyak és
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kevésbé polarosak, mint az eredeti aminosavak. Ezért a GC rendszer paramétereinek
optimalasan kiviill megfeleld szarmazékképzési eljarasokra is szikség van az
aminosavak gazkromatografias analizise érdekében. Mikor alkalmazhat6 az ioncserés
folyadékkromatografia alternativajaként a gazkromatografias technika? Altalanossagban
elmondhat6, hogy azokat a szadrmazékképzési technikdkat érdemes alkalmazni,
melyekkel kiaknazhatok a gdzkromatografids analizis eldnyei, mikdzben az eredmények

jo 0sszhangban vannak az IEC analizissel nyert adatokkal.

A teljes aminosav-tartalom vizsgalata mellett lehet6ség van az aminosav enantiomerek
illékony szarmazékainak gazkromatografids meghatarozasara is. Utdbbi esetben a
kiralis szelekcid megvalositasara két lehetéség kindlkozik: kiralis alléfazisu oszlop
alkalmazdsa, vagy az aminosav enantiomerekbdl kiralis reagenssel diasztereomer parok
létrehozasa, melyek akirélis oszlopon is elvalnak egymastol. Mivel a mozgo fazis ebben
az esetben nem manipulalhatd, a folyadékkromatografidban alkalmazott harmadik

lehetdség — kiralis mozgo fazis hasznalata — itt nem johet szoba.

Olyan szarmazékképzési modszert kell alkalmazni, mellyel egy adott reagens
hasznalataval, azonos reakcid-koriilmények kozott, egyszerre mindegyik aminosav
teljes mértekli atalakitdsa megvalodsithatd, €s minden aminosavbdl csak egy termék
keletkezik. Ezt a feladatot a mai napig sem sikeriilt minden esetben maradéktalanul
megvalositani. Az akiralis szarmazékok képzése soran az aminosavak poléros
csoportjait kevésbé polaros csoportokka kell alakitani, hogy illékonyabba valjanak, és
kémiai reakciokra kevésbé legyenek hajlamosak. Az egyik lehetdség, hogy a karboxil-
csoportot rovid szénlanca alkohollal észteresitik, és az amino-csoportot
halogénezett savanhidridekkel acilezik. A halogén-atomok bevitelével lehetdség
nyilik az elektron-befogasi detektor (ECD) haszndlatdra, amely nagyfoku érzékenység-
novekedést jelent. A masik megoldas az aktiv csoportok egy lépésben, egy reagenssel

torténd blokkolésa trimetilszilil-szarmazékok képzésével.

Osszességében elmondhatd, hogy a bioldgiai mintdk analizisében a TFA (N(O,S)-
trifluorecetsav(N-TFA)-n-butil-észter) ¢és HFB  (N-heptafluorobutiril(N-HFB)-
izobutil-észter) szarmazékok alkalmazasarol sok tapasztalat gyllt Ossze, azonban e
szarmazekképzési eljarasok végrehajtdsa sok esetben bonyolult, mivel vizmentes
kozeget, magas homérsékletet igényel, €s az amidok (aszparagin, glutamin)

atalakulasaval jar, és némely aminosav alkoholban valo kismértékii oldékonysaga is
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problémat okozhat. A trimetilszililezett aminosavak alkotjak az akiralis szarmazékok
masik f6 csoportjat. Az egyszerl szililszarmazékok, mint a trimetilszilil- és az N(O)-
terc-butildimetilszilil- (terc-BDMS) szarmazék képzése egy 1épésben zajlik, de
vizmentes kozeget, magas homérsékletet és hosszi 1dot igényel. Egyes aminosavaknal
tobb szarmazék is keletkezhet, és igy a kromatogramon tobb csucs jelentkezhet, és
bizonyos magas forraspontu molekulék részlegesen elbomolhatnak a CG analizis magas
hémérsékletén. Ezzel szemben az izo-BOC ((O,S)-izobutiloxikarbonil-metilészter)
szarmazekok igéretesnek mondhatok, mivel szintézisiik nem igényel vizmentes kozeget,

magas homérsékletet, és hosszl id6t.

A Kkiralis szarmazékok képzését kovetéen mod van az aminosav enantiomerek
diasztereomer formaban torténd elvalasztasara. Ennek soran vagy a karboxil-csoporttal
reagaltatnak kirdlis amint vagy alkoholt; vagy kirdlis savval acilezik az amino-
csoportot. Az elsé csoportba tartozik az N(O,S)-TFA(+)-2-butil észterek és a (+)-3-
metil-2-butil észterek képzése, a masodikba a N-TFA-L-prolil klorid, az N-a-kloro
izovaleril- és a N-a-kloro propionil- reagensekkel végzett szarmazékképzés. Az
aminosav  karboxil-csoportjanak  reakcidja révén létrehozott diasztereomerek
illékonysaga jobb, mint az amino-csoport acilezésével kialakitott molekulaké, ugyanis a
bevitt kiralis csoportok mérete kisebb. A 1étezé legillékonyabb szarmazék a 2-butil

csoport kapcsolasaval alakithato ki.

Az aminosav enantiomerek elvélasztasa kiralis szarmazékképzés nélkiil is lehetséges,
amennyiben rendelkezésre all a célnak megfeleld optikailag aktiv vegyiiletet tartalmazo
oszlop. Az enantiomerek direkt elvalasztasanal nincs sziikség kiralis reagensre, igy
a nem megfeleld optikai tisztasag, és a szdrmazékképzési reakcid soran bekovetkezd
esetleges racemizacio nem okozhat problémat. A kiralis allofazisok kifejlesztésének a fo
célja olyan fazis létrehozdsa, amely az Osszes aminosavra megfeleld enantiomer-
szelektivitast biztosit, €s hasznalhaté a gadzkromatografalds magas homérsékletén is. A
nagy enantiomer-szelektivitasu L-valin-t-butil-amid csoportot karboxi-szilikonhoz

kapcsoltak, mely allofazis (Chirasil-Val) 30-250 °C-ig hasznalhato, ami fél ora alatt

crer
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5.1.7. Elelmiszerek aminosav-tartalmanak, valamint a fehérje

aminosav-osszetételének meghatarozasa

Az aminosavak ioncserés oszlopkromatografidja Ilehet6vé teszi, hogy egy
fehérjeminta aminosav-0sszetételét vagy egy fizioldgias oldatban jelen 1évé szabad
aminosavak mennyiségét igen nagy pontossaggal meg tudjuk hatarozni. Alapvetd
kutatasi eredményeket e teriileten MOORE, STEIN és SPACKMAN munkacsoportja ért el,
akik a RUHEMANN altal 1909-ben felfedezett, a ninhidrin és az aminosavak kozotti
kvalitativ reakciot kvantitativ meghatarozassa fejlesztették, majd 1951-ben k6zolték
az aminosavak ioncserés oszlopkromatografalasanak médszerét. 1958-ban MOORE,
STEIN és SPACKMAN egyiitt publikaltdk az els6 automatikus analizator leirasat és
miikodési elvét. E terlileten végzett munkassagukért, az elért eredményekért 1972-ben
Nobel dijat kaptak. A XX. szdzad 60-as ¢és 70-es éveiben az ioncserés
oszlopkromatografia elvén miikodd automatikus aminosav-analizatorok vilagszerte
elterjedtek, a 80-as évektdl pedig egyre jobban tért hoditottak a nagyhatékonysagi
folyadékkromatografias modszerek. Jelenleg még a legtébb helyen ioncserés
oszlopkromatografiaval (IEC) hatdrozzak meg az aminosavakat, de a jovOben
valoszinilileg a nagyhatékonysdgu folyadékkromatografias (HPLC) modszerek —
gyorsasaguknal €s egyszertiségiiknél fogva — ki fogjdk szoritani az egyéb modszereket.

Jelenleg pontossag €s reprodukalhatosag tekintetében az IEC még feliilmualja a HPLC-t.
5.1.7.1. A vizsgalati anyag elokészitése a meghatarozas elott

A vizsgalati anyagot a kromatografalashoz el6 kell késziteni. Az elokészités fiigg attol,
hogy tiszta fehérje, élelmiszer, esetleg egy fermentacidos termékben 1évd szabad
aminosavak  mennyiségét akarjuk-e = meghatarozni. Az  aminosav-Osszetétel
meghatdrozasakor a  fehérjéket hidrolizalni kell, a fizioloégias oldatokat,
szervkivonatokat, tejet, pedig deproteinizalni kell a szabad aminosavak meghatarozasa

elott.
5.1.7.1.1. A minta hidrolizise

A fehérjék és peptidek aminosav-Osszetételének megallapitdsahoz a polipeptidlancot

alkotd aminosavakat kotéseikbol a 74. abra szerint fel kell szabaditani. A meghatarozas
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soran alkalmazott hidrolizis-médszereknek az aliabbi kovetelményeknek Kkell

megfelelni:

- Legyen teljes a hidrolizis, tehat az Gsszes aminosav valjon szabaddd még a

legstabilabb peptidkotésekbdl is.

- A lehetd legkisebb mértékben karositsa az egyes aminosavakat. Amennyiben
mégis bekovetkezik a karosodés, akkor az mind kvalitative mind kvantitative
konstans legyen, lehessen korrigalni vele az eredményeket, és azonos
koriilmények esetén azonos ismert termékek keletkezzenek, amelyek

koncentraciojabodl az eredeti aminosav-0sszetételre lehet kovetkeztetni.

- Az alkalmazott reagens ne hozzon létre mellékreakcidkat, példaul uj peptid-

vagy egyéb kotéseket.

Hidrolizis el6tt meg kell hatdrozni a vizsgalati anyag szarazanyag- €s nitrogéntartalmat,
esetenként hamutartalmat is. Ezekre az adatokra a bemérés helyes megvélasztasa, a
kiséréanyagok mennyiségének ismerete, azok mellékhatasainak kikiiszobdlése, valamint
az aminosav-meghatarozasbol adodo eredmény realitasanak ellenérzése szempontjabol
van szlikség. Nagymennyiségli vizet tartalmazé mintdk esetén — a bomlasok
megakadalyozasa miatt — a tarolast mélyhiitdben kell végezni. A fehérje hidrolizisekor a
minta viztartalmat a hidrolizalé agens koncentracidjanak megéllapitasakor figyelembe
kell venni. Nagy viztartalmi mintdk esetében célszerli a mintdkat ugy megszaritani,
hogy aminosav-Gsszetételilk a szaritas kozben ne valtozzék. A szaritasi modszerek

koziil legmegfelelobb a liofilezés, amelynek sordn a minta vizmentes része

gyakorlatilag nem véltozik.

A fehérje teljes hidrolizisére leggyakrabban a savas hidrolizismédszereket
alkalmazzdk, a fehérje triptofantartalménak meghatdrozdsa soran viszont rendszerint
laggal hidrolizaljak a fehérjét. Az aminosav-meghatarozaskor altalaban nem
alkalmazunk  enzimes hidrolizist, mivel az enzimek aminosav-tartalma
megvaltoztathatja a minta aminosav-Osszetételét. Ezek az enzimes eljarasok a
gyakorlatban nem terjedtek el, specidlis analitikai eljaras esetén azonban lehetdség van

alkalmazasukra.

A fehérje savas hidrolizise
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A kiilonb6zé peptidkotések a savas hidrolizisnek kiillonbozé mértékben allnak ellent
attol fiiggden, hogy milyen két aminosav kozotti peptidkdtésrél van szd, illetve hogy
milyen aminosavak vannak a peptidkotés kozvetlen kornyezetében. Sokan vizsgaltak a
savas hidrolizis paramétereit, beszamoltak az elektrosztatikus és sztérikus hatdsok
érvényre jutasardl a kiilonféle peptidkotések felbomlasa esetén, az egyes peptidkotések

cyey

savaknak, a hdmérsékletnek, a hidrolizis id6tartalmanak befolyasarol.

A peptidkotések szétbontasara sokféle savat, tobbféle koncentracioban
alkalmaztak, azonban egészen napjainkig a sésavas hidrolizis bizonyult a
legcélszeriibbnek. 1963-ban hasznaltak eldszor a 6 molos sosavat, és azota ennek a
koncentracionak (21,88 vegyes%) az alkalmazésa éltalanos lett. Ennek egyik oka az,
hogy a 6 mélos sésav azeotrép oldat, tehat forras esetén koncentracidévaltozastol nem
kell tartanunk, a masik ok pedig az, hogy a sosav desztillalassal vald tisztitasa utan
kapott tiszta anyag a fehérje hidrolizisére azonnal alkalmazhat6. A soésavas hidrolizis

alatt lejatszodo folyamatokat a 74. abra mutatja.

T Te R n
HN—C—C—N—C—C—N—C—C—...—N—C—C—OH  +nH,0 -
Rt HHO Rs HHO
H;N—=CH—COOH + H,N—CH—COOH + HN—CH—COOH + ... HN—CH—COOH
Ry R, R3 Rn

74. abra A fehérje sosavas hidrolizise alatt lejatszodo folyamatok

Az aminosavak jelentékeny része a 6 molos sosavas hidrolizis alatt kisebb-nagyobb
szazalékban bomlik, illetve atalakul. A bomlés, illetve atalakulds intenzitisa fligg a
hidrolizis id6tartalmatol, a mintdban, a sdsavban vagy a hidrolizdldoedényben 1évo
oxigén jelenlététdl, az evakudlds mértékétdl, a sosav tisztasagatol, a hidrolizis
hémérsékletétdl, illetve a hidrolizatum sdsavtartalméanak eltavolitdsi modjatol is. A
savas hidrolizis soran a triptofan szenvedi a legnagyobb veszteséget, amely tiszta
llapotban sdésavval 105°C-on, 22 o6ran 4at kezelve 40-60%-ban, szénhidratok
jelenlétében pedig tejesen elbomlik. A triptofan a sdsavban oldott vagy a levegd
oxigénjének hatdsara, valamint szénhidratok, egyes aminosavak, pirosz6ldsav ¢és

nehézfémek katalizalé hatasdra huminnad bomlik le. A triptofdn az indolgytir
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felhasadasanak kovetkeztében bomlik, a bomlasi termékeket, azok Osszetételét,
valamint a bomlds mechanizmusat és a triptofantartalom meghatarozaséara kidolgozott

modszereket a késObbiek soran részletesen ismertetjiik.

Az aszparagin- és a glutaminmolekularol soésavas hidrolizis soran leszakad az
amidgyok, aszparaginsavva, glutaminsavva ¢és ammonidva alakulnak, amelyek a
mintdban jelen 1évé aszparaginsavval és glutaminsavval egyiitt eludlnak az ioncseréld
oszloprol. A hidrolizis elején felszabadul6 ammonia az aszparagin ¢és glutamin
amidgyokébol szarmazik, ennek mennyiségébdl a fehérjében 1évo aszparagin és
glutamin mennyiségére lehet kovetkeztetni. A késdbbiekben megjelend ammonia az
aminosavak bomlasabol szarmazik. A kromatografalas soran célszerii a hidrolizis alatt
keletkezett ammonia mennyiségét is pontosan meghatarozni, hisz ebbdl az aszparagin és
a glutamin mennyiségére, a fehérje bomlasara, igen magas ammoniatartalom esetén
pedig a minta ammonia- vagy karbamidtartalmara tudunk kovetkeztetni, amely utobbi

szintén ammoniara bomlik a sdsavas hidrolizis alatt.

Tobben beszamoltak a két, alkoholos hidroxilcsoportot tartalmaz6 aminosav, a treonin
és a szerin hidrolizis kozbeni elbomlasarol, illetve atalakulasarol. A B-laktoglobulin
aminosav-osszetételének meghatarozasa soran a szerin 11-14%-0s, a treonin 5-7%-0s
bomlasat tapasztaltdk a hidrolizis folyaman. A papain hidrolizisét tanulmanyozva
megallapitottak, hogy a treonin €s a szerin bomléasa az idével linearis, bar a lebomlasi
folyamatok metodikajat a kiilonb6z6 szerzék mas és mas modon itélik meg. Szerin- és
glutaminsav-veszteség a hidrolizatum sosavtalanitasa kozben is eléfordulhat, amikor is
a szerin hidroxilcsoportja és a két savas aminosav, az aszparaginsav ¢€s a glutaminsav

karboxilcsoportja észterkotést 1étesit egymassal.

A fehérjékben viszonylag kis mennyiségben el6forduldé harom, kéntartalmu
aminosav, a cisztin, a cisztein és a metionin, a sdsavas hidrolizis soran, kiilonésen
szénhidratok jelenlétében bomlik, oxigén jelenlétében pedig kiilonbozé oxidacios
szarmazékok keletkeznek. A ciszteinbol a sosavas hidrolizis soran alanin és szerin,
szénhidratok jelenlétében glicin képzddhet, oxigén jelenlétében pedig -cisztein-
szulfinsavv4, majd cisztein-szufonsavva oxidalodik. A metionin nyomnyi oxigén
jelenlétében metionin-szulfoxidd4, illetve metionin-szufonnd alakul, de elbomolhat

homocisztinné, homociszteinné €s glicinné is.



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 187

Az érzékeny aminosavak (triptofan, metionin, cisztein, cisztin, szerin, treonin) mellett a
tirozin, a glutaminsav, az aszparaginsav, a prolin és az arginin bomlasarol is
beszamoltak. Az el6z6ekkel szemben az aminosav-meghatarozasok valin-, izoleucin-,
esetleg leucin- ,,vesztesége” nem az elbomlasbol vagy atalakulasbol, hanem az elégtelen
hidrolizisb6l adodik. Ugyanis bizonyos valil- és izoleucil-kotések nagyon stabilisak. A
valin—valin kotések hidrolizise még 150 ora utan sem teljes, €s ugyancsak rendkiviil
stabil az inzulinban el6forduld izoleucin—valin kotés is, amelyet csak 96 oOras
hidrolizissel sikeriilt teljes mértékben megbontani. Az irodalomban a fentieken tul
nagyon sok tanulmany jelent meg a hidrolizis kozbeni bomlasra vonatkozdan, amelyek
sokszor ellenmondo adatait vissza lehet vezetni az eltéré mintara, a kiilonb6z6 kisérleti
feltételekre és koriilményekre, valamint az alkalmazott modszerekre. Egy kisérletben az
ATP-transzfoszforildz aminosav-osszetételének meghatarozasa soran a fehérjét 110°C-
on, 20, 40, 70 és 140 6ran keresztiil hidrolizaltak 6 moélos so6savval, majd az ioncserés
oszlopkromatografias meghatarozas eredményeibdl az alabbi kovetkeztetéseket vontak

le.

- A glutaminsav, a prolin és a fenilalanin 20 6ras hidrolizis sordn teljes mértékben
felszabadulnak a peptidkotésbol, €s a 140 oras hidrolizis alatt sem szenvednek

szamottevo veszteséget.

- A valin és az izoleucin teljes hidrolizis¢hez legalabb 70 oOrdra van sziikség,
tovabbi 70 oras hidrolizis alatt mennyiségiik valtozatlan marad, tehat a valin és

az izoleucin mennyisége nem valtozik a 140 oras hidrolizis soran.

- A metionin, a lizin és az arginin teljes hidrolizisének optimalis ideje 40—70 ora
kozott van, bar a 20 6ras hidrolizissel nyert értékek is a kisérleti hibak hatarain

belil maradnak.

- Az ammonia gyors ndvekedése a hidrolizis idejének novelésével nagyobbrészt a

treonin €s a szerin, kisebb részben mas aminosavak elbomlasabél adodik.

- Az aminosavak legnagyobb mennyiségét a valin, az izoleucin, a metionin, a
lizin és az arginin kivételével a huszoéras hidrolizisekbdl kaptak, a hidrolizis

idejének novelésével mennyiségiik folyamatosan csokkent.
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- Végs6 megallapitdsuk az, hogy az aminosavaknak a mintdban 1év0 tényleges
mennyiségét a kiilonbozd ideig végzett hidrolizis értékeibdl zérd iddre vald

extrapolalassal lehet meghatarozni.

A hidrolizishez alkalmazott sésav mennyiségét mindig a minta 0Osszetétele
hatarozza meg. A ribonukledz aminosav-osszetételének meghatarozasakor, 5 mg
fehérjéhez 1 cm® 6 M HCl-at hasznaltak, a hidrolizist 110°C-on 22 és 70 6raig végezték.
Tobben a fehérje—sosav aranyat a mintdban 1évé kisérdanyagok mindségétol és
mennyiségétdl fliggden 1:500-1:5000 kozott javasoljak. A kiséréanyagok koziil kiilonds
figyelmet kell szanni a szénhidratoknak, ezek ugyanis az aminosavakkal MAILLARD-
reakcioban humint, melanoidot és mas termékeket képeznek. A sosavas hidrolizis
kozbeni huminképzédés, valamint az azzal jar6 aminosavbomlas a sésav aranyanak
novelésével csokkenthetdo. A szakirodalomban szdmos kozlemény jelent meg a
nagymennyiségi kisérOanyag destruktiv hatasanak csokkentésére. Ez kiilondsen akkor
fontos, ha nem tiszta vagy tisztitott fehérjék, hanem élelmiszerek vagy takarmanyok
aminosav-osszetételét hatarozzuk meg. Ilyenkor az aranylag kis mennyiségben jelen
1évé fehérje mellett nagymennyiségli szénhidrattal, elsésorban keményitdvel ¢és
cellulozzal kell szamolni, amelyek a sésavas hidrolizis alatt gliikkozra bomolva
eldsegitik a MAILLARD-reakciot. A huminképzddés kikiiszobolésére a 6 molos sdsavhoz
adtak fenolt, 1,4-butan-ditiolt, tioglikolsavat, amellyel kiilon-kiilon csokkenteni tudtak a

huminképzddést.

A tiolglikolsavat, a merkapto-propionsavat, a merkapto-szukcinsavat és az oxalsavat
ebben a sorrendben felvaltva adagolva a 6 molos s6savhoz a huminképzddést meg
tudtak akadalyozni. Eredményes kisérleteket végeztek Na,SOs-tal, amelyet 0,1%-ban
alkalmazva a huminképzddést gatolni tudtak. Ezekkel a modszerekkel nemcsak a
huminképzddést gatoltdk, hanem tobb-kevesebb sikerrel probaltak ezeket a triptofan
meghatarozasara is alkalmazni. A kapott eredményeket a triptofanmeghatarozéas soran

ismertetjiik.

A hidrolizis preciz, pontos Kkivitelezését MOORE ¢és STEIN kozolte eldszor a
szakirodalomban, de az altaluk kidolgozott, optimalisnak nevezhetd fehérjehidrolizis
egyes laboratoriumokban esetenként nem valdsithaté meg, mert vagy nincs megfeleld
iivegesd, vagy hidnyzik a széarazjég, esetenként nem tudjak a vakuumot 10 Pa ald

csokkenteni. Ilyen esetekben a mddszert modositani kell, lehetdleg ugy, hogy a lehetd
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legkisebb mértékben legyen kihatdssal az analizis eredményeire. Egyik megoldas lehet
példaul, hogy a hidroliziscsovet a lezaras eldtt nitrogénnel tobbszor atoblitjiik, tobb
izben vakuumot allitunk el6 az edénykében, majd ismételten nitrogénnel toltjik meg. A
tobbszori ismétlés utan az edénykéket evakualt allapotban zarjuk le. Tdbben
hangsulyozzak az tiivegben atdesztillalt sosav tisztasdgdnak fontossagat, mert az
oldatban 1év6 fémek a hidrolizis alatt tobb aminosav elbomlésat katalizaljak. Kiilondsen
a sosav vasszennyezettségének veszélyére hividk fel a figyelmet. Elelmiszerek és
takarmanyok aminosav-0sszetételének meghatdrozasakor, mivel ezek jelentOs
mértékben tartalmaznak kationokat, esetenként sokkal nagyobb koncentracidban, mint
az analitikai tisztasdgu sésavban visszamaradt fémszennyezddés, ezért a megbizhatd
cégtdl szarmazo, analitikai tisztasagi sosav desztillalas nélkiil is felhasznalhato ilyen

mintak analizisére.

Jelentos hibaforras lehet a s6savas hidrolizis utolso 1épése, a sésav eltavolitasa is. A
rotacios gyorsbeparlo elterjedése el6tt a hidrolizdtumot P,Os-ot ¢s KOH-ot tartalmazo
exszikkatorba helyezve, az exszikkatort 30°C-ra melegitve, annak evakudldsaval
tavolitottdk el a sdsavat. Ez az eljaras hossza id6t vesz igénybe, amelynek sordn a szerin
¢s a treonin jelentds bomlést szenved, és a cisztin, a metionin, valamint a triptofan
bomlasa kovetkeztében 1Uj csucsok jelenhetnek meg a kromatogramon. A sdsav
beparlasa sordn a glutaminsav karboxilcsoportja észterkotést 1étesithet a szerinnel vagy
a treoninnal, ezért a s6sav gyors eltavolitdsa a hidrolizaitumbol rotacios gyorsbeparloval

vagy liofilezéssel, alapvetd fontossagu.

A soésavas hidrolizis technikai konnyitésére a hidrolizist n-butanolban oldott 6 modlos
s6savban, 145+2°C-on négy 6ran at végezve nem talaltak jelentds eltéréseket a MOORE—
STEIN-féle hidrolizishez képest. Az élelmiszerek fehérjetartalmat 6 molos sdésavban 20
oran keresztiil, 137°C-on hidrolizaltdk, melyet megel6zéen a sdsavon nitrogént
buborékoltattak keresztiil. A nyitott iivegben valdé hidrolizisek soran nagyobb
sosavmennyiségeket alkalmaznak, elsdsorban a huminképzddés megakadalyozasa
céljabol. Az aminosav-destrukcid tovabbi csokkentésére a sosavas hidrolizis mellett
kiilonféle szulfonsavas hidrolizalé agenseket is alkalmaztak. gy példaul hasznaltak a
fehérje hidrolizisére a 3 molos para-toluol-szulfonsavat, a 4 mélos metan-szulfonsavat
¢és a 3 molos merkapto-etan-szulfonsavat is. A szulfonsavas mddszerek célja egyrészt az

aminosav-destrukcio visszaszoritasa, masrészt a triptofantartalom meghatarozasa volt,
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ezért ezeket a modszereket A triptofantartalom meghatdrozédsa cimii fejezetben

ismertetjlik részletesen.

A fehérjehidrolizis soran fellépd oxidacio, kiilondsen az oxidéaciora rendkiviil érzékeny,
kéntartalmi aminosavak esetében okozhat jelentds hibat, hisz a cisztein és cisztin
elsésorban cisztein-szufinsavva €s cisztein-szulfonsavva, a metionin pedig metionin-
szulfoxidda és metionin-szulfonna alakul, amely atalakulasok csokkentik a kéntartalmt

aminosavak kitermelését.

Az oxidacids hibdk kikiiszobolésére HIRS dolgozott ki modszert, amelynek 1ényege az,
hogy a fehérje hidrolizise el6tt a mintat perhangyasavval oxidélja, mikézben a cisztin és

cisztein ciszteinsavva, a metionin pedig metionin-szulfonna alakul.

Az elézdek alapjan a fehérjék sosavas hidrolizisére vonatkozé kovetelményeket a

kovetkezOk szerint lehetne 6sszefoglalni:

- A hidrolizishez bemérendd minta mennyiségét az szabja meg, hogy a vizsgalati
anyagnak milyen kis mennyisége azonos Osszetételli még az egész anyaggal.
Homogén fehérjékbdl mikroanalitikai mérlegen 1-5 mg koriili mennyiséget
mériink be, és 1-5 cm® 6 M sosavat ontiink ra. Elelmiszerek esetében a minta
fehérjetartalmatol fiiggéen 20200 mg (magas zsirtartalma mintaknal sziikség
szerint zsirtalanitott) anyagot mériink be, és 1000—5000-szeres mennyiségli 6 M

sOsavat hasznalunk a minta hidroliziséhez.

- A hidrolizist 6 M sosavval végezziik (21,83 vegyes%-os azeotrop oldat), amely

lehetdség szerint ne tartalmazzon fémionokat.

- A hidrolizis elétt gondoskodni kell az oxigén teljes eltavolitasarol, amit a
lefagyasztott folyadék feletti tér evakualasaval, nitrogéngazzal valo atoblitéssel

vagy e kettdé kombindcidjaval lehet elérni.

- A hidrolizis optimalis hdmérséklete 110+1°C, amelynek ingadozasa keriilends,
ugyanis alacsonyabb hdémérsékleten (105°C) végzett hidroliziseknél a
peptidkotések felbomldsa mar nem kvantitativ, magasabb homérsékleten pedig

az érzékenyebb aminosavak bomlasaval lehet szamolni.
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- Amennyiben csak egy hidrolizis elvégzésére van lehetdségiink, akkor annak
optimalis ideje 110°C-on 24 6ra. Ha pontosabb vizsgilatokat szeretnénk
végezni, akkor a hidrolizis alatti aminosavbomlasok kovetkeztében adddo
veszteségek korrekciojara a 20 és a 70 oras hidrolizisek eredményeibdl a

nulladras hidrolizis idére extrapolalunk.

- A hidrolizisedény anyagabol aminosavakat karositd ionok — elsdsorban vas — ne

oldddjanak ki.

- Hidrolizis utdn a sdsavat rotacids vakuumdesztilldloval vagy liofilezéssel

tavolitsuk el.

- A kéntartalmi aminosavakat az oxidacids veszteségek elkeriilése érdekében

oxidalt formdban, perhangyasavas oxidacio utan hatdrozzuk meg.

- A szulfonsavas hidrolizismodszerek nagyobb részét, valamint a lugos
hidrolizismédszereket a fehérje triptofantartalmanak meghatarozasara dolgoztak
ki. E hidrolizisek sordn a triptofan melletti egyéb aminosavak karosodhatnak,
ezért, kiilondsen a lagos hidrolizist kovetden, a triptofanon kiviill mas

aminosavat nem hatarozunk meg.
5.1.7.1.2. Deproteinizalas

Fiziologids oldatok, szovetnedvek, szervkivonatok, kéros vizelet, tej, emésztonedvek
szabadaminosav-tartalmanak meghatarozasakor az oldatot nemcsak az alakos elemektdl,
hanem az oldatban 1év6 fehérjéktol és peptidektol is meg kell tisztitani, mert ezek a
kromatografalast nagymértékben zavarjak. A fehérjék és peptidek a gyantat szennyezve
egyrészt eltomik a gyantaoszlopot, aminek kdvetkeztében megnd a gyantaoszlop
ellendllasa az aramld pufferekkel szemben, masrészt a gyanta funkcids csoportjain
kotédve gatoljak az aminosavak ioncseréjét. A kiilonb6zd idében eludlédd ninhidrin-
pozitiv peptidek a kromatogramon kisebb cstucsokat adnak, amelyek zavarjak a
kromatogram értékelését. A kiilonféle oldatok fehérjéktél ¢és nagymolekuldju
peptidektdl valé megtisztitdsait kémiai anyagokkal valé Kkicsapassal, ioncserés

kromatografiaval valo tisztitassal vagy ultrasziiréssel végezziik el.
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5.1.7.2. Az aminosavak meghatarozasa ioncserés

oszlopkromatografiaval

5.1.7.2.1. Az ioncsere mechanizmusa

Az aminosavak ioncseréje natrium vagy litium formaban 1évé, divinil-benzollal 4-8%-

ban térhalositott, szulfonat polisztirol miigyantan az aldbbiak szerint megy végbe:
Matrix-SO ; -Na" + H3N*~CH(R)COOH = Matrix-SO ; ~HzN"~CH(R)COOH + Na*
A reakcidegyenlet alapjan az aminosavra felirhaté a megoszlasi koefficiens:

Matrix — SO — H;N"CH () COOH|
HaN* - CH (R) COOH|

daminosav™ =

(33)

ahol
[Matrix-SO;—HzN™-CH{R)COOH] 3 gyantan megkotott aminosav mennyisége,

[H3N™-CH(R)COOH] 4 pufferben 1év8 aminosav koncentraciéja.

Az aminosavak kiilonféle er6kkel (COULOMB- és VAN DER WAALS-féle) kotddnek az
ioncseréld miigyantdhoz. Az ioncseréldn kotddott aminosav-molekuldk szorpcidja és
deszorpcidja folyaman kiilonboz6é intenzitassal jut érvényre az egyes aminosavak
sajatos toltése, pK-ja, molekulatomege, oldallancanak Gsszetétele (polaros vagy
apolaros), és mindezeknek az adottsagoknak az egyiittes kovetkezménye a deszorpcio

sorrendje. Az ioncsere az 75. dbra szerint megy végbe:

© :(J\ Z j NH R,CO0"

SO; Na" SO; Na* \

—CH,—CH—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—CH—CH,
NH; R,COO"

SO; NH; R,COO SO; NH3 R;COO
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75. abra Az ioncsere mechanizmusa a miigyantan

Az aminosavak ioncserés kromatografias szétvalasztasa, illetve az elicié sorrendje a
homérséklettel, az elualo pufferek pH-janak, ionkoncentraciojanak, esetleg
szervesoldoszer-tartalmanak valtoztatasaval befolyasolhato. Az aminosavak
mennyiségi meghatdrozasat a ninhidrinnel valé szinreakcié segitségével tudjuk
elvégezni, amelynek vazlatat, az aminosavakkal 1étrejott szines terméket, a 76. abra

mutatja.

Az aminosavak ioncserés kromatografalasahoz automatikus analizatorokat hasznalunk,
amelyeknél az elucio, a ninhidrinreakcio, a fotometralds, a mért extinkcio regisztralasa,

a koncentracio kiszamitasa automatizalva van.

I
COOH
C\ /OH -H,0 | -CO, //O
R-CH-COOH + c —> C=0 —3% ¢ **
I ~

/7 N\ H
C OH I
NH2 i R R
(@]
oL-aminosav ninhidrin o -keto-karbonsav
(0] O (@] O
1 Il Il Il
< HO_ C -2 H,0 C, C
LH=NH; +  C — c—N=C_
C HO C C C
I I I Il
(@] (@] (@] (0]

o
a n|r}h|_dr|n es az az eredeti ninhidrin . .
ammonia reakcio- szines vegyulet

janak terméke

76. abra Az aminosavak és a ninhidrin reakcioja

5.1.7.2.2. A kromatografalas feltételei

Az ioncserélo oszlop készitése

Az aminosavak ioncserés oszlopkromatografiajat 4-8%-ban divinil-benzollal
térhalositott, szulfonalt polisztirol miigyantan végezziik. A gyanta matrixa a
keresztkotésekkel térhaldsitott polisztirol, aktiv csoportjai pedig a szulfonsavak,
amelyek lehetnek hidrogén, natrium vagy litium forméaban. A kromatografalas
mindségét befolyasolja a divinil-benzol koncentracidja, a gyanta szemcsemérete,

r

illetve az oszlop mérete, amelyr6l megallapithatd, hogy minél kisebb az atmérd és
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minél hosszabb az oszlop, annal hatékonyabb a szétvalasztds. A szférikus gyantdk
megjelenése lehetové tette az oszlop hosszanak roviditését. Ma mar olyan, igen jo
mindségli  szulfondlt polisztirol gyantdkat hoznak forgalomba az aminosavak
kromatografalasara, amelyek mérete rendkiviil homogén (eltérés az atlagtol +10%). Ez
azért fontos, mert a nagy méretkiilonbségli gyantaszemcsékbdl 4ll6 oszlop
felbontoképessége rossz, a treonin- €s a szerincsucsok a kromatografilds sordn
Osszemosddnak. Amennyiben nagy méretkiilonbség van a gyantaszemcsék kozott, a
heterogén Osszetételii készitményt az oszlopba toltés elott hidraulikus frakcionaldssal
szepardljdk. A gyantat altaldban mar natrium forméaban hozzak forgalomba, ha azonban
nekiink kell a gyantat natrium formaba hozni, akkor MOORE és STEIN eljardsa szerint
jarunk el. Erételjes szennyezéskor a gyantat az oszloprol kinyomjuk, 6 M HNOgs-val
kimossuk, a nehézfémek eltavolitasara EDTA-val kezeljiik, majd az elézdek szerint

natrium formdra hozzuk, és visszatdltjiik az oszlopba.
Pufferoldatok készitése

MOORE ¢és STEIN a fehérjehidrolizdtumban 1évé aminosavak szétvéalasztasara natrium-
citrat puffereket alkalmazott. A savanyl ¢és semleges aminosavakat az altaluk

szerkesztett aminosav-analizator 150 cm-es tormelékgyanta oszlopan 0,2 M natriumion-

crer

valasztottak el. Szférikus gyanta hasznilata esetén ugyanazokat a puffereket
elérhetd, hogy a savanyu és semleges aminosavak utan a bazikus aminosavakat is 55 cm
hosszli szférikus gyantaoszlopon elualjak. A kiilonféle tipusu feladatokhoz
felhasznalhat6 pufferek osszetételét a KERESE altal készitett 6sszeallitas szerint a 19.

tablazat tartalmazza.

-Az A, B és C oszlopban a hagyomanyos MOORE és STEIN-féle pufferek

talalhatok a kétoszlopos eljarashoz.

- A D oszlopban MOORE és STEIN pufferének Osszetétele talalhatd fiziologias

oldatok bazikus aminosavainak meghatarozasahoz.
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-Az E, F és G oszlopban DEVENYI pufferei taldlhatok az Osszes aminosav

egyoszlopos eludlaséhoz.

- A H oszlopban a fenilalanin és a hisztidin gyors elualadsahoz,

- az | oszlopban a cisztin, a valin €s a metionin gyors eludldsahoz,

-a K oszlopban pedig a lizin nagy sorozatban vald gyors meghatdrozasdhoz

sziikséges pufferek Osszetétele talalhato.

19. tablazat Az aminosavak ioncserés oszlopkromatografiajahoz sziikséges

pufferoldatok osszetétele

Puffer- Oldo-
oldatok puffer A B ¢ D E F G H I K
’ 22+ |3.25+|4,25+|5,28+|4,25+|3,28+| 4,25+ | 6,00+ | 6,50+ | 3,15+ | 5,10+
P 03 |001]002]002]|002]|002]| 001|002 002|002 | 002
Na’-koncen- | oo | 55 | 02 | 035|038 | 02 | 08 | 15 | 035035/ 0.2
tracio (M)
NaOH (g) 83 | 825 |825(144,0(156,0| 82,5 | 82,5 | 41,3 |144,0(144,0| 82,5
Citromsav, 210 |210,0(210,0|245,0|266.0|141,0| 141,0 | 645 |2450|245,0|210,0
kristalyos (g)
NaCl (g) 350 65|877.5

0,
2%'3)(38/") 160 |1065| 47,0 | 68,0 |152,0(123.2| 836 83 |882,0
n-Kaprilsav 01 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 10 | 10 | 10
(cm)
BRIJ-35, 05 | 50|50 501! 50|20/ 20/200]| 50! 50] 50
szilard (g)
Tiodiglikol | o5 | 500 | 50,0 50,0
(cm)
Etanol (cm?) 250,0 600,0
zéenfgt;rfogat 10 |100 100|100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 10,0
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A ninhidrinoldat készitéséhez sziikséges 3,7 M natrium-acetat puffer (pH=5,5) készitése
soran 2500 g kristalyos natrium-acetatot oldunk 3 dm?® desztillalt vizben, hozzaadunk

445 cm® ecetsavat, majd az oldatot desztillalt vizzel 5 dm?®-re egészitjiik ki.

SPACKMAN, STEIN és MOORE szerint a ninhidrinoldat készitésénél a kovetkezOket kell
szem elott tartani. Az olddszeriil hasznalt metilcelloszolv (etilénglikol-monometil-éter)
levegén kisebb-nagyobb mértékben peroxidalodik, ezért ha nem frissen beszerzett
metilcelloszolvval dolgozunk, mindig meg kell gy6z6édni arrdl, hogy mennyi a

metilcelloszolvunk peroxidtartalma.

Az analitikai tisztasdgu ninhidrin mindségi ellendrzését metilcelloszolvval késziilt 1%-
os oldata abszorpciojanak mérésével, spektrofotométerrel, 1 cm-es kiivettaban
végezzik. A jo6 mindségli ninhidrin extinkcios értékei 430 nm-en 0,280, 460 nm-en
0,040, 570 nm-en pedig 0,006.

Az aminosav-analizator felépitése

A SPACKMAN, MOORE ¢s STEIN altal publikalt elsé automatikus aminosav-analizator
legfontosabb részei az ioncseréld gyantaoszlop, a puffereket és a ninhidrint szallito
szivattyu €s a kompenzograf. A kiilonféle pufferek puffervaltd szelepek segitségével a
pufferszivattyl hatdsara a gyijtétombbe keriilnek, majd a pufferpumpa a
kromatografal6oszlopba nyomja azokat. A kromatografaléoszloprol tdvozo aminosavak
oldata a kever6tombben taldlkozik a ninhidrinszivattytl altal a ninhidrintartalybol
szallitott ninhidrinoldattal. A ninhidrin és az aminosavak keveréke a forrd vizbe meriild
csOkigyoba kertil, ebben a reaktorban a ninhidrin és az aminosavak kozott végbemegy a
szinreakcid, amelynek intenzitdsdt spektrofotométer segitségével mérjiikk és
kromatogram forméjaban jelenitjik meg. A szdmszerli adatokat integratorral vagy

komputerrel kalkulaljuk.

A kiilonféle cégek altal gyartott analizdtorok automatizaltsaga €s programlehetdsége
kiilonb6zd, ez azonban nem csokkenti a meghatarozas pontossagat. Az aminosavak
ioncserés kromatografidja terén jaratos szakember egy jo puffer- és ninhidrinszivattyu,
ioncseréld gyanta, kompenzograf, integrator vagy komputer és egy jO szoftver
birtokdban mar maga is eld tud é&llitani egy rutinfeladatokat ellaté automatikus

aminosav-analizatort. A kereskedelemben kaphatdé nagyszamu kiilonb6z6é tipust
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analizatorrol azért nehéz attekintést adni, mert a nagyobb miszergyartd cégek

kiilonboz6 miszerezettségii késziilekeket hoznak forgalomba.
Kromatografalas

Az elvalasztandd aminosavakat olyan koncentracidban kell felvinni az ioncseréld
oszlopra, hogy azokat az analizator detektora lehetdség szerint az optimalis mérési
hatarokon beliil mérje mind a hidrolizatumok, mind a szabad aminosavakat tartalmazé
oldatok kromatografalasa esetén. Az ioncseréld oszlopra adagolt minta optimalis pH-
ja az aminosavak kotédése miatt pontosan 2,20. A megfeleld koncentraciora
beallitott hidrolizatumot legcélszeriibb —25°C alatti hémérsékleten tarolni, hisz a
4°C-on tarolt hidrolizatumokban mar 24 6ras tarolas utdn lizinveszteség mérhetd. Ez a
tény erdsen korlatozza a tobbnapi kromatografalashoz sziikséges mintékat tartalmazo,
draga mintaadagolok jelentségét is. Az automatikus mintaadagolas a standardizalas
szempontjabol viszont nagy jelentdségii, hisz a hidrolizatum oszlopra adagolasanak

precizitasa kihat a meghatarozas végeredményére.

Az aminosavak kromatografalasanak két modszere ismert:
- a kétoszlopos eljaras
- ¢s az egy oszlopon végzett teljes kromatogratalas.

A XX. szazad 50-es éveinek végén, 60-as éveiben, illetve a 70-es évek elején hasznaltdk
a kétoszlopos modszert, de a 60-as évek végétdl egyre inkabb attértek az egyoszlopos
eljarasra. Az elvélasztds ¢€lessége nagymértékben fiigg az elsé eludlo puffer
pontossagatol. 3,25-6s pH-nal a cisztin pontosan az alanin és a valin kozott kozépiitt
talalhato a kromatogramon, nagyobb pH-ji pufferrel a cisztin elébb, az alaninhoz
kozelebb, kisebb pH-ju pufferrel késébb, a valincsicshoz kozel eludlodik. A cisztin
kromatogramon elfoglalt helyébdl a puffer pH-jara lehet kovetkeztetni. A 77. dbra a
fehérjealkotd aminosavak kromatogramjat mutatja perhangyasavas oxidacido utan. A
kromatogram a jobb Gsszehasonlitdsa miatt a kéntartalmi aminosavak oxidalt és nem

oxidalt formait is tartalmazza.

Az elualas homérsékletének emelésével a kromatografalashoz sziikséges 1d6 csokken, a

hémérséklet ndvelése azonban néha rontja a szelektivitast. Az eluald puffer atfolyasi
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sebességének novelésével ugyancsak gyorsitani lehet az analizist. A pufferek atfolyasi
sebességét 60 cm®/6rarol 120 cm®/6rara megndvelve az analizis idejét jelentSs

mértékben csokkenteni lehet, azonban az id6 csokkentése noveli az analizis hibgjat.

1500

12 18

-100

000 8200
Amennyiben noveljiik az eludldo puffer atfolyasi sebességét, akkor ezzel ardnyosan
csOkkentjiik a reaktorban, illetve a stabil hosszisagu coilban a folyadék atfolyasi idejét.
Amennyiben a puffer atfolyasi sebességét 65 cm®/6rarol 80 cm®/orara noveljiik, akkor a
ninhidrinoldat adagolasat 32,5 cm3-r8l 40 cm®/6réra kell novelni, aminek kovetkeztében
a tefloncoilban a folyadék atfolyasi ideje 15 percrél 12,2 percre csokken. A

ninhidrinreakci6 tokéletes lefolydsdhoz sziikséges optimalis id6 ilyen mérvil

csokkentése kihat az analizis eredményére.

77. abra A fehérjealkoté aminosavak kromatogramja perhangyasavas oxidacio
utan
A szamokhoz tartozo aminosavak a kovetkezok: 1. ciszteinsav, 2. metionin-szulfon,
3. aszparaginsav, 4. treonin, 5. szerin, 6. glutaminsav, 7. prolin, 8. glicin, 9. alanin,
10. cisztin, 11. valin, 12. metionin, 13. izoleucin, 14. leucin, 15. tirozin,

16. fenilalanin, 17. hisztidin, 18. lizin, 19. amménia, 20. arginin

A kromatogramok értékelése
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Az ioncseréld oszloprol szarmazd, aminosav-tartalmu oldat a ninhidrinnel a reaktor
teflon cséspirdljadban reagdl, majd a szines oldat a spektrofotométer
atfolyokiivettajan halad at, a spektrofotométer altal érzékelt fényabszorpcidt pedig a
kompenzograf regisztralja, amelynek eredménye a kromatogram. Az elkésziilt
kromatogram csucsainak nagysaga, illetve a csics alatti teriilet aranyos az illeté
Az aminosavak mennyiségének értékelése soran megallapitjuk az egyes csticsok
tényleges magassagat, kiszamitjuk a félmagassdghoz tartozo csucs szélességét, majd a
csucs magassaganak és a cslcs félmagassdgandl mért szélesség Osszeszorzasaval
szamitjuk a csucs alatti teriiletet. Ezt kdvetden az egyes csucsok értékeinek megfeleld
mennyiségeket a standard kromatogram megfeleld cstcsainak értékeihez viszonyitva
kiszdmoljuk az aminosav-mennyiségeket, altaldban mikromoélban kifejezve, végiil az
aminosavakat az eredeti bemérésre vonatkoztatva, az eredeti minta aminosav-
Osszetételét tomegszazalékban adjuk meg. Ha sziikséges, az adatokat atszdmoljuk

fehérjére, illetve nitrogénre is megadjuk a vizsgalt fehérje 0sszetételét. Az adatokat

gaminosav va gaminosav

gamnosdv, egységben adjuk meg. 34
100 g minta 16,0 g nitrogén gysee ! 8 34

Korabban, megbizhat6 aminosav-standardok hidnyaban, a kiilonb6z6 aminosavakra
szinkonstansokat szamoltunk, majd az ismert mennyiségben adagolt belsé standard
csucsanak értékét hasznaltuk a tényleges mennyiségek kiszamitasara. A ninhidrinoldat
oregedésének, valamint a kromatografalas egyéb technikai feltételeinek (puffer-,
ninhidrinoldat adagolasa, a spektrofotométer lampainak Oregedése, a kompenzograf
miikodése) ellendrzése céljabol is célszerli a vizsgdlati anyaggal egylitt belsé
standardot adagolni az oszlopra, valamint idoként teljes standard aminosav oldatot
kromatografalni. Belsd standard céljara az irodalomban szdmos javaslatot taldlni,
amelyek koziil a norleucin bizonyult legalkalmasabbnak, mert csticsa a kromatogramon
a nagyon stabilis leucin utan jelenik meg, €s jelenléte nem zavarja a tobbi aminosav

elvalasztasat.

A belsé standard alkalmazasa azért rendkiviil elényés, mert az aminosav-
analitikaban a szinreakciot legéltaldnosabban a ninhidrin reagenssel hozzadk létre, a
ninhidrin pedig érzékeny a fényre, a levegd oxigéntartalmara ¢€s a felhasznalt

vegyszerek tisztasdgara. Az aminosavakkal létrehozott szin intenzitdsa az el6z6 okok
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miatt csokken a ninhidrinoldat készitése oOta eltelt idé fiiggvényében. Ha nagyon
pontosan akarjuk meghatdrozni egy minta aminosav-Osszetételét, akkor célszerli
standardoldatot analizalni a minta el6tt, és a minta utdn, a két standardbol pontosan
szamithatjuk mintank tényleges aminosav-Osszetételét. A gyakori kalibracios standard
futtatastol el lehet tekinteni belsé standard alkalmazésaval, amely mint az Gsszes
aminosav vonatkoztatasi alapja, a ninhidrinnel 1étrejott szinreakci6-valtozasokat koveti,
aminosavval. A norleucin belso standardot azoknal az aminosav-analizatoroknal, illetve
pufferrendszereknél, ahol az izoleucin-, leucin-, norleucin-elvalas nem tokéletes, nem
lehet alkalmazni, mert a norleucin az izoleucin utan rosszul értékelhetd ikercsucsként
jelenik meg a kromatogramon. Ezen elvalasztasi nehézségek miatt CSAPO €s mtsai a

ciszteinsav belso standardként valo alkalmazasara tettek kisérletet.
5.1.7.3. Specialis kromatografalasi technikak

Fiziologias oldatok szabadaminosav-tartalmanak meghatarozasa. A
fehérjehidrolizatumok kromatografalasa mar évtizedek ota a rutineljarasok kozé
tartozik, ezzel szemben a fizioldgias oldatok, szovetkivonatok, vér, tej kromatografalasa
szabad aminosav ¢s egyeb ninhidrin-pozitiv vegyiiletek meghatarozasara az el6készito
miiveletek bonyolultsaga miatt még ma is nehéz feladat az analitikusok szamara. A
leggyakoribb probléma a zavard anyagok eltavolitdsa, amelyek a legtobb esetben
kisebb-nagyobb molekulatomegli fehérjék, ¢lelmiszerek analizisekor pedig esetenként
nagy koncentracioban jelen 1évé asvanyi anyagok. A fehérjéktdl kiilonbozo
fehérjekicsapo szerekkel lehet megszabadulnunk, az 4svanyi anyagokat pedig csapadék
formdjaban, dializissel vagy ultrasziiréssel lehet a mintabol eltavolitani. Mind a
fehérjék, mind az asvanyi anyagok csapadék formaban val6 eltavolitasakor potencidlis
veszélyforrds, hogy a szabad aminosavak egy része adszorbealodhat a csapadék

feliiletén, ami ronthatja a meghatarozas pontossagat.

A fehérjealkotd aminosavak mellett jelen 1évé egyéb ninhidrin-pozitiv csticsok nehézzé
teszik a beazonositast, és specialis probléma a savas ¢s a hidroxi-aminosavak mellett az

aszparagin €s a glutamin szelektiv elvalasztasa.
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A 78. dabra egy fizioldgias oldat szabad aminosavainak meghatarozasat mutatja litium

pufferek alkalmazaséaval.

1400

28

-100
000 136'00

78. abra. Egy fiziologias oldat szabad aminosavainak meghatarozasa litium
tartalmu pufferek alkalmazasaval
A szamokhoz tartozo aminosavak a kovetkezok: 1. ciszteinsav, 2. taurin, 3.
foszfoszerin, 4. karbamid, 5. aszparaginsav, 6. hidroxiprolin, 7. treonin, 8. szerin,
9. aszparagin, 10. glutaminsav, 11. glutamin, 12. a-amino adipinsav, 13. prolin, 14.
glicin, 15. alanin, 16. citrullin, 17. a-amino vajsav, 18. valin, 19. cisztin, 20.
metionin, 21. cisztation, 22. izoleucin, 23. leucin, 24. tirozin, 25. fenilalanin, 26. -
alanin, 27. B-amino-izovajsav, 28. y-amino-vajsav, 29. klorfenilalanin (belsé
standard), 30. etanolamin, 31. ammonia, 32. ornitin, 33. lizin, 34. hisztidin, 35. 1-

metil-hisztidin, 36. 3-metil-hisztidin, 37. arginin.

Amint a 78. dbra is mutatja a Li-pufferes eljarasok alkalmazasaval rendkiviil jo
elvalasztast lehet elérni. A Na-pufferekrdl Li-pufferekre valo atallast az alabbiak
szerint kell végrehajtani. A Na-formaban 1év0 gyantat 6 M salétromsavval mossuk, 0,3
M Li-hidroxiddal Li formaba hozzuk, majd elvégezziik az ekvilibralast az els¢ Li-
pufferrel. A minta oldasara és oszlopra vitelére célszeri pH=2,20, 0,3 M Li-citrat
puffert hasznélni, az elualas pH=2,80, 0,3 M Li-citrat pufferrel kezdédik 39°C-on, majd
70 perc mulva pH=4,10, 1,2 M Li-citrat pufferrel folytatédik 60°C-on. Ezzel a

pufferrendszerrel az elualds mintegy 450 percig tart, de ennek eredményeként mintegy
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100 ninhidrin-pozitiv vegyiiletet lehet azonositani, illetve meghatarozni. A 20. tablazat
a ndvényi extraktumbol, a plazmdbdl, a vizeletbdl és egyéb fiziologids anyagokbol
nagyobb Kkoncentracioban kimutathaté, a 21. tdblizat pedig az igen Kis
koncentracioban el6forduld aminosavakat, azok szarmazékait és egyéb ninhidrin-

pozitiv vegyiileteket mutatja az ioncserélé oszloprol valé elicio sorrendjében.

20. tablazat A novényi extraktumbdl, a plazmabol, a vizeletbél és egyéb fiziologias
anyagokbol kimutathaté, nagyobb koncentraciéban el6fordulé aminosavak, azok

szarmazékai és egyéb ninhidrin-pozitiv vegyiiletek

1.  Ciszteinsav 20. Metionin

2. Taurin 21. lzoleucin

3. Karbamid 22. Leucin

4. Hidroxi-prolin 23. Fenilalanin

5. Aszparaginsav 24. B-amino-vajsav
6.  Treonin 25. Etanol-amin

7. Szerin 26. y-amino-vajsav
8.  Glutamin 27. Ammonia

9.  Szarkozin 28. Hidroxi-lizin
10. Glutaminsav 29. Allo-hidroxi-lizin
11. Prolin 30. Ornitin

12.  Citrullin 31. Lizin

13. Glicin 32. 1-metil-hisztidin
14.  Alanin 33. Anszerin

15.  «-amino-izovajsav 34. Hisztidin

16. Gliik6zamin 35. 3-metil-hisztidin
17.  Valin 36. Karnozin

18. Homocitrullin 37. Triptofan

19. Cisztin 38. Arginin
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21. tablazat A novényi extraktumbdl, a plazmabol, és egyéb fiziologias anyagokbol

kimutathat6 ritka aminosavak, azok szarmazékai és egyéb ninhidrin-pozitiv

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

Penicillaminsav

O-foszfo-4-hidroxi-
prolin

O-foszfo-szerin

O-foszfo-treonin
Homociszteinsav

Cisztein-szulfinsav

Gliceril-foszforil-
amino-etanol

Glikdzamin-6-foszfat
O-foszfo-etanol-amin

Levulinsav

Treo-B-hidroxi-
aszparaginsav

Eritro-B-hidroxi-
aszparaginsav

3-hidroxi-prolin
Gliikkézaminsav
O-foszfo-hidroxi-lizin
Metionin-szulfoxid
Etionin-szulfoxid
Metionin-szulfon
-metil-aszparaginsav
Allo-3-hidroxi-prolin
Allo-4-hidroxi-prolin
Tioprolin
2-tio-hisztidin

Allo-treonin

vegyiiletek

25.

26.

217.

28.
29.
30.

31.

32.
33.
34.

35.

36.

37.
38.
30.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.

Etionin-szulfon

Aszparagin

2-amino-3-ureido-
propionsav

a-metil-szerin
Muraminsav

Homoszerin
Glutation-6-metilészter

Glutation-o-etilészter
o-metil-glutaminsav

Izolvaltin
S-metil-cisztein
Fenilin

Fenilinsav
Penicillin-amin
[3-2-tienil-szerin
2-amino-adipinsav
Alanil-aszparagin
Mezo-lantionin
Form-imino-glicin
Glicil-aszparagin
S-etil-cisztein
Glutation
Mezo-lantionin

Glicil-szerin
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21. tablazat folyt.

49.  lzoszerin 75.  Allo-izoleucin

50.  Allil-glicin 76.  Glicil-glicil-glicin

51.  a-amino-n-vajsav 77.  Glicil-alanin

52.  Treo-B-fenil-szerin 78.  Metionin-szulfoximin
53.  Glutamil-glutaminsav 79.  a,e-diamino-pimelinsav
54.  lzovalin 80.  2-metil-leucin

55. Manno6zamin 81.  Etionin

56.  Galaktozamin 82.  Norleucin

57.  Pipekolinsav 83. ?éﬁ;:j;gﬁirno?gop A)
58.  Glicil-glicil-glicil-glicin 84.  B-2-tienil-alanin

59.  Mezo-cisztin 85. gér;g;igfﬁmino'
60.  Glutaminsav-hidrazid 86. ﬁgfggiﬁg\?pemén'
61.  a-amino-pimelinsav 87.  Alanil-valin

62.  Glicil-szarkozin 88.  meta-tirozin

63.  Alanil-glicil-glicerin 80. 3;;2\3”0'5'“””“'
64.  Alanil-alanin 90. Glicil-valin

65.  3,5-dinitro-tirozin 91.  orto-fluoro-fenilalanin
66.  a-metil-metionin 92.  meta-fluoro-fenilalanin
67.  Fenil-glicin 93.  lzoglutamin

68.  Alanil-anhidrid 94.  Alanil-metionin

69.  Djenkolinsav 95.  orto-tirozin

70.  a-amino-n-valeriansav 96. Leucil-glicin

71.  Norvalin 97.  Leucil-glicil-glicin

72.  Glicil-glicin 98.  para-fluoro-fenilalanin
73.  Cisztation 99.  Alanil-norvalin

74. a-fenil-a-alanin 100. Glicil-norvalin
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101.
102.

103.

104.
105.
106.
107.

108.

109.

110.
111.
112.
113.

114.

115.

116.

117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.

21. tablazat folyt.

Alanil-leucin
Glicil-etionin

d-amino-levulinsav-
metilészter

Homocisztin
Glicil-leucin
Arginin-szukcinat
Alanil-norleucin
Glicil-norleucin

Alaninol
propanol)

(2-amino-1-

Glicin-amid
Glicil-metionin
-amino-n-vajsav
Glicil-tirozin
Glikamin (metil-amin)
a-amino-kaprilsav
Glicil-fenilalanin

Alanil-fenilalanin
2,4-diamino-vajsav
Alamin (etil-amin)
d-amino-n-valeriansav
2,3-diamino-propionsav
o-amino-o-fenil-vajsav
2-amino-vajsav

5-hidroxi-triptofan

125.
126.

127.

128.
129.
130.
131.

132.

133.

134.
135.
136.
137.

138.

139.

140.

141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.

Kineurenin
Fenilalanil-glicin
B-fenil-B-alanin
3-amino-tirozin
6-hidroxi-triptofan
d-amino-levulinsav

Leucil-tirozin

Glicil-dehidro-
fenilalanin

4-amino-fenil-glicin

Homokarnozin
4-hidroxi-triptofan
3-jodtirozin
Kanavanin

2-amino-3-guanidino-
propionsav

g-amino-n-kapronsav

2-amino-4-guanidino-
vajsav

3,5-dibrém-tirozin
Leucin-amid
Homocisztein-tiolakton
3,5-dijod-tirozin
5-metil-triptofan
Glicil-triptofan

Homoarginin
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5.1.7.4. Roviditett meghatarozasok néhany aminosav elemzésére

Az elemzések egy részében nincs sziikségiink az §sszes aminosav meghatarozasara, hisz
par aminosavon kiviil mas nem érdekel benniinket. Anyag-, id6- és energiatakarékossag
miatt olyan modositott, gyors programokat dolgoztak ki, melyekkel a teljes
aminosav-meghatarozas helyett csupan a minta egy-egy, szamunkra fontos aminosavat
hatarozzuk meg. A kivant feladatot az ioncseréld gyantaoszlop méretének, a pufferek
megfeleld megvaltoztatdsaval lehet elérni. A gyors modszerek koziil legismertebbek a
fenilketonuria, valamint a hipervalinémia ¢€s a leucinézis diagnosztizalasara kidolgozott
gyors eljarasok, az élelmiszer-, a fehérje- és novénynemesitési kutatasban pedig nagy
jelentéséggel birnak a metionin és a lizin egyiittes gyors meghatdrozdsara, valamint
nagyszamu minta lizin- és cisztintartalmanak gyors meghatarozasara kidolgozott

eljarasok.
5.1.7.4.1. Gyors mddszer a metionin és a lizin meghatarozasara

Az ¢élelmiszerfehérje-kutatasban, tovabba a ndvénynemesitésben Oriasi jelentdsége volt
a metionin és a lizin gyors meghatarozasanak. A kiilonféle gyors eludlasi lehetdségek
koziil DEVENYT és munkatarsai modszere terjedt el leginkabb, amellyel rovid id6 alatt
nagyszamu minta tesztelhetd metioninra, illetve lizinre. Az altaluk kidolgozott modszer
barmilyen, két programvaltast lehetdvé tevdé aminosav-analizatorral végrehajthatd. A
meghatdrozas soran 14 cm-es gyantaoszlopot alkalmaztak, az eluald pufferek pedig a

kovetkezdk voltak:
— 0,2 M natrium-citrat puffer, pH=3,28, 0-25 percig,
— 0,8 M natrium-citrat puffer, pH=4,25, 25-62 percig,
— 0,2 M natrium-hidroxid 62-65 percig,
— 0,2 M natrium-citrat puffer, pH=3,28, 65-75 percig.

Kiilonds jelentdségli ez a program a mezdgazdasagi kutatomunkiban, a
novénynemesitésben €s az ¢élelmiszerek mindsitésében, hisz segitségével nagyszamu

minta rovid 1d6 alatt tesztelhetd a két legfontosabb esszencialis aminosavra.
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Nagyszamu minta lizintartalmanak gyors meghatarozasara VILLEGAS ¢&s
munkatarsai kozoltek modszert. Modszeriikkel egy nap alatt mintegy 36 db minta

lizintartalmat tudtak meghatarozni.
5.1.7.4.2. Gyors modszer a cisztin meghatarozasara

Kis fehérje- €s cisztintartalmt anyagoknal a meghatarozas metodikai nehézségein kiviil
azzal is szamolni kell, hogy a cisztintartalom a fehérjehidrolizis soran végbemend
bomlas ¢és oxidacié miatt lényegesen kisebb lesz a valosdgosnal. Mivel a metionin
oxidacidja és elbomldsa a hidrolizis soran a cisztinhez viszonyitva nem szamottevo,
ezért csak a cisztin meghatarozasara CSAPO ¢és munkatarsai egy gyors és
termelékeny modszert dolgoztak ki, amely a cisztinmeghatdrozas pontossagat a tobbi
aminosavéval azonos szintre emeli, a mddszer termelékenysége pedig 10—15-sz6rdse a
hagyomanyos modon végzett meghatarozasnak. A 79. dbra tipikus kromatogramot

mutat a cisztintartalom gyors meghatarozasara, perhangyasavas oxidaciot kovetden.

CsArPO ¢s munkatdrsai a cisztintartalom meghatidrozadsanal alkalmazott gyorsitott
betaplalast alkalmaztak szintetikus aminosav-kiegészitbk metionin-, illetve

lizintartartalmanak meghatarozasara is.
5.1.7.5. A triptofantartalom meghatarozasa

A triptofan tisztan sésavval kezelve 105°C-on, 22 6ra alatt, 40-60%-ban, szénhidratok
jelenlétében pedig teljesen elbomlik. A triptofan nemcsak a levegdben oldott oxigén,
hanem szénhidratok, szerin, cisztin, pirosz6lésav, cink és még sok mas anyag
jelenlétében is huminnd bomlik le. Aldehid hatasara a triptofanbol 2-acil-szarmazékon
keresztiil dihidro-B-karbolin, majd P-karbolin keletkezhet. Megallapitottak, hogy a
triptofan triptaminna és indol-3-piroszélésavva alakulhat, e két vegyiiletbdl pedig

kondenzaciéval (indolil-metil)tetrahidro-p-karbolin keletkezhet.
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79. abra Cisztintartalom meghatarozasa perhangyasavas oxidacioval és gyorsitott

betaplalassal

5.1.7.5.1. Fehérjehidrolizis modszerek a triptofantartalom

meghatarozasara

Triptofantartalom-meghatarozas savas hidrolizissel

A triptofan savas hidrolizisével elséként FREEDLENDER és HABER foglalkozott, akik a
triptofan bomlasanak kikiiszobolésére a 6 M HCI-hoz 0,5% 1,4-butan-ditiolt adtak,
aminek kovetkeztében a triptofant 80%-nal nagyobb kitermeléssel kaptak vissza.
MATSUBARA és SASAKI 2-4% tioglikolsavat adott a 4 M HCI-hoz, és ezt kovetden
vakuumban végzett hidrolizissel a triptofan 82-86%-at kaptak vissza szénhidrat

tavollétében. JAMES a 6 M HCI-hoz felvaltva tioglikolsavat, merkapto-propionsavat,
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merkapto-szukcinsavat és oxalsavat adagolva tudta a triptofan bomlasat, illetve a
huminképzddést meggatolni. A hidrolizatumhoz hozzaadott gliikéz jelenlétében a
tioglikolsav védo hatasa a triptofanra hatastalannak bizonyult. GRUEN és NICHOLS a 3-
(3-indolil)-propionsav Kkis mennyiségét adva a 6 M sésavhoz, a triptofan bomlasat
részben meg tudta akadalyozni a hidrolizis folyaman. Liu és CHANG 0,2% 3-(2-amino-
etil)-indol (triptamin) tartalma 3 M para-toluol-szulfonsavval hidrolizalta a
fehérjét vikuumban, 110°C-on, 22, 48 és 72 6raig. A szulfonsavat natrium-hidroxiddal
kozombositették, majd a minta aliquot részét beparlas nélkiil, a megfeleld higitas utan
kromatografaltak. Szénhidratok tavollétében a kiilonb6z6 idejii hidrolizisek eredményeit

nulla idére extrapolalva, a triptofant 90%-nal jobb hatasfokkal kaptak vissza.

Liu a tovabbiakban a para-toluol-szulfonsav helyett 4 M metan-szulfonsavval
hidrolizalta a fehérjét 115°C-on. Szénhidrat tavollétében végzett hidrolizis utén a
triptofant 90%-ndl nagyobb mértékben kapta vissza. PENKE és munkatarsai a fehérje
triptofantartalmanak  meghatarozasara a 3 M merkapto-etan-szulfonsavval
hidrolizaltak a vizsgalati anyagot. A fehérje triptofantartalméat 110°C-on végzett 22
orés hidrolizis utdn 06t analizis atlagdban 95,4%-ban kaptdk vissza, bar a szerzok
modszeriiket nem alkalmaztak nagy szénhidrattartalmi mintak triptofantartalmanak
meghatarozasara. A modszer igen nagy elonye, hogy a redukald kozeg miatt az
oxidaciora hajlamos aminosavak (pl. metionin) nagyobb kitermelést adnak a 6 M

sosavval végzett hidrolizishez képest.

CsAPO és munkatarsai is 3 M merkapto-etan-szulfonsavval, de magas hémérsékleten
(160, 170, 180°C) és rovid ideig (30—60 perc) hidrolizaltak a fehérjét, amelynek
soran a triptofan kitermelése az dsszes savas modszerrel dsszehasonlitva a legmagasabb,
¢és ugyanez elmondhatd volt a metionintartalomra is. Ez az egyetlen modszer a triptofan
racemizaciojanak tanulmanyozasara is, hisz lugos koriilmények kozott végzett

hidrolizisnél a triptofan racemizacioja teljes mértékben végbemegy.

A felsorolt eljarasok egyrészt a fehérjehidrolizis kozben fellépd aminosav-destrukciot
kivantdk csokkenteni, masrészt a triptofantartalom meghatarozasat kivantdk megoldani.
A kozolt eredményeket csak a leirt metodikai feltételek igen pontos betartdsaval
(hdmérseklet, vakuum, oxigén hidnya, idOtartam, nulla idére vald extrapolalas) €s a
megadott kériilmények kozott (szénhidrat tavolléte) lehet elérni. Ezért Liu szerint csakis

alkalikus hidrolizissel lehet a triptofantartalmat kvantitative meghatarozni.
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Triptofantartalom meghatarozasa ligos hidrolizissel

Amint az el6z6ekbdl is kitlinik, a fehérjék savas hidrolizise alatt a triptofantartalom,
kiilondsen szénhidratok jelenlétében, teljes mértékben elbomlik. A triptofan szabad és
kotott formaban is egészen labilis a fém-, a hidrogén- és hidroxidionok jelenlétében. A
bomlasi folyamatok magasabb hoémérsékleten kiilonosen felgyorsulnak, ezért a
triptofant, annak ellenére, hogy az élelmiszerek nagy részét kitevd gabonamagvak
masodik limitald6 aminosava ¢és taplalkozasi szempontbol igen fontos lenne
mennyiségének ismerete, a tobbi aminosavval egyiitt, a hagyomanyos kromatografias

modszerekkel rendszerint nem lehet meghatarozni.

A szakirodalomban a fehérjék lugos hidrolizisére szamos valtozat talalhatd. A fehérjék
barium-hidroxidos hidrolizisét elészor HOMER alkalmazta a triptofantartalom
meghatarozasara. JORPES 5 M NaOH-dal hidrolizalta a fehérjét, és a triptofant 78—
98%-ban kapta vissza. A MILLER altal kidolgozott hidrolizismodszer soran a bariumot
barium-szulfat alakban tavolitjak el az oldatbdl, aminek sordn a csapadék
triptofanadszorpcidja minimadlis, €és ezzel a modszerrel a gabonafélék és élelmiszerek

triptofantartalmat igen nagy biztonsaggal meg tudtak hatarozni.

DEVENYI és munkatarsai is 4 M natrium-hidroxiddal hidrolizaltak a fehérjét, majd a
sosavval vald kozombosités utan a hidrolizdtumot kozvetleniil kromatografaltak. Az
eljaras soran 5 mg peptidet, fehérjét, illetve ennek megfeleld vizsgalati anyagot 2 cm® 4
M NaOH-dal oldottak, nitrogént buborékoltattak keresztiil a rendszeren, majd a fehérjét

Ot oran at 105°C-on hidrolizaltak.

A publikaciokbodl vilagosan latszik, hogy a lugos hidrolizis optimalis idejét
nem lehet minden fehérjére vagy élelmiszerre egységesen megszabni, ezért a

meghatarozas soran legalabb kétféle ideig célszerti a fehérjét hidrolizalni.

OELSHLEGEL ¢és munkatarsai szintén bdazikus hidrolizist alkalmaztak a fehérje
triptofantartalmanak meghatarozasara, azonban a modszert tilzottan iddigényesnek
talaltak. A lagos hidrolizis koriilményeit nagyon alaposan tanulményoztdk NOLTMANN
és munkatarsai. A fehérjék barium-hidroxidos hidrolizisére vonatkoz6 kovetelményeket

az alabbiak szerint 6sszegezték:
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- 10 mg fehérjéhez 1,26 g Ba(OH), - 8 H,O-t és 1,45 cm® vizet mérnek széraz

vizsgalati minta esetén.

- A hidrolizishez olyan eszkozoket kell haszndlni, amelyekbdl nem keletkezhet a
hidrolizis folyaman barium-szilikat, vagy nem oldddhat ki olyan anyag, amely a

triptofan bomlasat meggyorsitana.
- A hidrolizist 110°C-on 16 és 48 6ran 4t célszerii végezni.

Attekintve a rendelkezésre allo szakirodalmat Ggy tiinik, hogy a triptofantartalom
meghatarozasakor a legcélravezetébbnek a barium-hidroxidos hidrolizis latszik,
hisz itt a hidrolizis viszonylag gyorsan lejatszodik, és a bariumot a nétriumnal
lényegesen konnyebben el lehet tavolitani. Ugy tiinik, hogy a barium szulfat-alakban
val6 eltavolitasa célravezetobb, hisz a barium natrium-szulfattal valdé kicsapasa

semleges oldatb6l nem okoz triptofanadszorpciot.

5.1.7.5.2. Triptofantartalom meghatarozasa ioncserés

oszlopkromatografiaval

A barium-hidroxiddal, esetleg a 4 M natrium-hidroxiddal végzett fehérjehidrolizist
kovetden a 2 ¢cm® hidrolizatumhoz DEVENYI el8irasai szerint hozzdadunk 3 cm® 0,2 M
natrium-citrat (pH=3,28) puffert és 1 cm® 37%-0s HCl-at. A hidrolizatum aliquotjat
megfeleld higitds utdn vagy higitds nélkiil kozvetleniil az aminosav-analizator
ioncseréld oszlopara vissziik. Az oszlop kalibralaséara a fentiek alapjan kezelt triptofan-
torzsoldatot hasznéaljuk. A meghatarozds sordn a kovetkezd koriilményeket

alkalmazzuk:
- Gyantatdltet magassaga: 14 cm.
- Puffer: 1,5 M natrium-citrat, pH=6,0.
- Pufferatfolyasi sebesség 100 cm®/ora.
- Ninhidrin atfolyasi sebesség 50 cm®/ora.

Az alkalmazott feltételek szerint az arginin a 16. perc elteltével jelenik meg a

kromatogramon, ezt kovetéen az arginintdl és a tobbi aminosavtol jol elvaldan
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megjelenik a triptofan, majd 24 perc alatt a meghatarozas befejezddik. Tekintettel az
nem sziikséges, ezért a triptofancsucs megjelenését kovetden az analizis tovabbi

mintakkal folytathato.
5.1.7.5.3. Triptofantartalom meghatarozasa spektrofotometriaval

A szabad vagy peptidkotésben 1€v6 triptofan tobb vegyiilettel szines terméket képez, igy
példaul a para-toluol-szulfonsavval, a para-dimetil-amino-benzaldehiddel és az N-
brém-szukcinimiddel lejatszodé reakciok képezik a triptofan  fotometrias
meghatarozasanak az alapjat, amelynek soran a kvantitativ meghatarozasnal kapott szint

crer

triptofanbol all.

A fotometrids modszerek koziil a n-brom-szukcinimides meghatarozas nem terjedt el a
gyakorlatban, és ugyanez elmondhatd a jégecet-vas(lll)-klorid reagenssel 1étrehozott
szinreakcidra is. Ez utobbi esetében a keletkezett vords szinli oldatot 545 nm-en
fotometralva gabonamagvak triptofantartalmat hataroztak meg. A para-dimetil-amino-
benzaldehides médszert viszont tobben alkalmaztak mind a hidrolizalatlan fehérje,
mind a hidrolizdtum triptofantartalménak meghatdrozasara. A reagens és a triptofan
kozotti  kék  szinreakciot  gabonafélék, valamint his és  huskészitmények
triptofantartalmanak meghatarozasara alkalmaztdk. A mddszer egészen jol alkalmazhato
magas triptofantartalom esetében, gabonaféléknél azonban korlatozottan hasznalhato,
mert a gabonafélék igen lassan oldddnak a kénsavban, és a kapott zavaros oldat hibas

értékeket ad a triptofanra.

Erdekes moédszert kozol a triptofan fotometrids meghatirozasira BASHA és ROBERTS,
akik a triptofant natrium-nitrittel oxidaltak, majd az oxidalt terméket N-1(naftil)-
etilén-diamino-dihidro-kloriddal reagaltattak, majd a kapott bibor-rdzsaszin anyagot
550 nm-en fotometraltdk. A fényabszorpciot nem zavarjdk a szénhidratok, az
aminosavak, a sok és szdmos olyan komponens, ami a hidrolizdtumban el6fordul. A
reakciot szamos indolszarmazék, mint amilyen példaul az indol-3-ecetsav, is adja. A
peptidkotésben 1évo triptofan kevésbé reaktiv, mint a szabad allapotban 1évo, ezért a
fehérjét a szinreakcid el6tt mindenképen hidrolizalni kell. A fehérje triptofanjanak

indolcsoportja az ultraibolya tartomanyban fényelnyelést mutat, ami ugyancsak
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felhasznalhatd mennyiségének meghatarozasara. Oldhaté fehérjék esetében az UV-

abszorpcidt 280-288 nm-en mérik.
5.1.7.5.4. A kéntartalmu aminosavak mennyiségének meghatarozasa

A kéntartalmu aminosavak meghatarozasa ioncserés oszlopkromatografiaval. A
fehérje szerkezetének kialakitdsaban igen fontos szerepet toltenek be a kéntartalmu
aminosavak: a cisztin, a cisztein és a metionin. A cisztin és a cisztein a fehérje
hidrolizise soran, kiilondsen szénhidratok jelenlétében bomlik, oxigén jelenlétében
pedig elsosorban cisztein-szulfinsavva és ciszteinsavva oxidalédik. A kéntartalmi
aminosavak hidrolizis koézbeni bomlasdra mar a XX. szdzad 30-as 40-es éveiben
ramutattak, sOt rajottek arra is, hogy a ciszteinbdl a hidrolizis sordn alanin és szerin,
szénhidratok jelenlétében pedig glicin képzédhet. A metionin nyomnyi oxigén
jelenlétében metionin-szulfoxidda alakul, de lebomolhat homociszteinné,
homocisztinné és glicinné is. A cisztein elbomlasat segiti a jelen 1év6 szabad triptofan

is, hisz a triptofén cisztein jelenlétében huminna bomlik le.

A cisztin diszufidhidakkal koti Ossze a peptidlancokat, amelyek redukcioval,
oxidacioval ¢€s hidrolizissel bonthatok meg. A hidrolizis a cisztin kiilonféle, nehezen
azonosithatd atalakulasaihoz vezet, redukcioval pedig egy molekula cisztinbdl két
molekula cisztein keletkezik. Erételjes oxidacié hatasara egy molekula cisztinbol két
molekula ciszteinsav keletkezik, mikdzben a molekuldban 1évé metionin metionin-
szulfoxidd4, majd metionin-szulfonna alakul at. A cisztein elbomolhat a hidrolizatum
feldolgozasa ¢és beszaritasa kozben, és tobben beszdmolnak ndvényi eredetll
¢lelmiszerek savas hidrolizise alatt lejatszodd metioninveszteségrol is. Tobben kozdlnek
modszereket merkapto-etanol vagy tioglikolsav hasznélatardl a savas hidrolizis soran a

kéntartalma aminosavak oxidéacidjanak megeldzésére.

Mivel igen sokan bizonyitottdk a cisztin és a metionin hidrolizis alatti oxidacidjat, és
mert a két aminosav végsd oxidacids szdrmazéka, a metionin-szulfon és ciszteinsav igen
stabil vegyiilet, magitol addodott a lehetdség a két kéntartalmii aminosav oxidalt
formaban valé meghatarozéasara. Az oxidacidohoz olyan oxidaloszert kellett valasztani,
amely a kéntartalmi aminosavakat teljes mértékben atalakitja, de az Osszes tobbi

aminosavat nem karositja. 1942-ben alkalmaztdk el6szor a perhangyasavat kéntartalmt

crer
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reakciokoriilményeit is. SCHRAMM és munkatarsai javaslatara terjedt el széleskoriien a
perhangyasav a kéntartalmu aminosavak oxidéaciojara az aminosav-analitikdban. HIRS
1956-ban a ribonukledz aminosav-osszetételének meghatarozasanal a kéntartalmu
aminosavakat nagy pontossaggal meg tudta hatarozni a perhangyasavas oxidaciot
kovetéen metionin-szulfon, illetve ciszteinsav alakban. A kéntartalm( aminosavak
meghatarozasdnak modszerét végiil MOORE és STEIN tokéletesitette és tette rutinszeriien
alkalmazhatévad. A moddszer kritikus pontja — amennyiben nemcsak a kéntartalmu
aminosavakat, hanem az 0sszes aminosavat is az oxidalt mintdbol kivanjuk
meghatarozni — a taloxidaci6 ¢és annak megakadalyozasa. A tuloxidacid
megakadalyozéasara eldszor a hidrogén-bromid alkalmazédsat javasoltdk, majd az
oxidacid leéllitasara kiprobaltdk a natrium-szulfitot is. Az elsd mddszer a cisztinre jol
reprodukélhat6, a metioninra viszont reprodukalhatatlan eredményeket adott. A masodik
moddszernél olyan treonin- és szerinszdrmazékok keletkeztek, amelyek a ciszteinsav

helyén megjelenve akadéalyoztdk annak kiértékelését. Ezt a problémat késobb tugy

oldottak meg, hogy a natrium-piroszulfitot hasznaltdk a perhangyasav eltavolitasara.

CsAPO és munkatarsai 3 M merkapto-etan-szulfonsavval 125°C-on, 24 éran at és
magas hémérsékleten (160, 170, 180°C), rovid ideig (30—60 perc) hidrolizaltak a
fehérjét, ezutan a redukalo kozegnek megfelelden az 6sszes hidrolizismodszer koziil a
legnagyobb kitermelést kaptdk a metioninra (illetve a triptofanra). Cisztint ezzel a
modszerrel nem tudtak meghatdrozni, mert a cisztin ciszteinné redukalédva a
prolinnal egyiitt elualt a normal, ioncserés oszlopkromatografids aminosav-analizis
koriilményei kozott. Ajanlanak ugyan specialis puffereket a cisztein és a prolin
elvalasztdsdra, de igy a modszer nehézkess¢ valik, és nem javasolhaté a
ciszt(e)intartalom meghatdrozasara annak ellenére, hogy a metioninra az 0Gsszes

hidrolizismodszer koziil a legjobbnak bizonyult.

A kéntartalmi aminosavak meghatarozasara végzett vizsgalatokat 0sszegezve kitlinik,
hogy mind a cisztin, mind a metionin hajlamos a hidrolizis kézbeni bomldsra, mas
vegyiiletekké vald 4talakuldsra, és ez az 4talakulds szénhidratok jelenlétében még
fokozottabban jelentkezik. A vizsgalatok szerint a cisztin sokkal hajlamosabb a
nyomnyi mennyiségben jelen 1év0 oxigénnel valéo reakciéra, mint a metionin.
Novényi és allati eredetti fehérjék aminosav-0sszetételének meghatarozasanal arra az
eredményre jutottak, hogy ha a hidrolizist vakuumban vagy a 6 M HCI megfeleld

nitrogéneztetése utdn végzik, akkor a mintdk metionintartalma nem kiilonbozik
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lényegesen attol fiiggden, hogy metionin vagy metionin-szulfon alakban torténik-e a
meghatdrozas. Ezzel szemben mind a ndvényi, mind az allati eredetli fehérjék
aminosav-osszetételének meghatarozasanal azt allapitottdk meg, hogy az oxidalt
mintakbdl a cisztin, ciszteinsav alakban meghatarozva, mintegy 40-45%-kal tobbnek
adodik a nem oxidalt, cisztin forméban meghatarozotthoz képest. Nem sokkal jobb a
helyzet akkor sem, ha a hidrolizal6 4genshez redukaldanyag hozzaadasaval kivanjuk
alkalmazunk hidrolizald agensként (merkapto-etan-szulfonsav). Ekkor ugyanis a cisztin
mar nyomnyi redukéaléanyag jelenlétében részben vagy teljesen ciszteinné alakul, és ha
a hidrolizis végén, vagy a hidrolizdtum oszlopra juttatasa el6tt nem torténik meg a
cisztein visszaoxidalasa cisztinné, akkor egyrészt csokken a cisztinkitermelés, masrészt
a keletkezett cisztein — kiilonosen magas cisztintartalmi mintak esetében -
meghamisithatja a prolin mérési eredményeit, mert a cisztein a prolin helyén jelenik
meg a kromatogramon. Nagyobb mennyiségii redukaloszer hozzaadasa esetén vagy ha a
minta tartalmaz redukéaléanyagot, vagy ha a hidrolizal6 4gens tartalmaz redukalo
csoportot, mint példaul a merkapto-etan-szulfonsavas hidrolizis esetén, a minta
cisztintartalma kvantitative atalakul ciszteinné. Ennek visszaoxidalasa -cisztinné
megkivanja a redukaloszer eltavolitasat, manipulacids veszteséget okozhat, és nehéz az
oxidaciot ugy végrehajtani, hogy az megalljon a cisztinnél, és ne oxidalja a metionint,
valamint a jelen 1év6 cisztint. Kiilonbozé szerzOknek cisztintartalomra végzett
Osszehasonlitd vizsgalataibdl kidertil, hogy a ciszteinsav forméaban val6 meghatarozas
mintegy 10-15%-kal nagyobb értéket ad a cisztintartalomra, mint a cisztin alakban vald
meghatarozas levegdvel vald visszaoxidalas utan vagy S-karboximetil-cisztein alakban
meghatarozva. A modszereket illetben tehdt a kéntartalmi aminosavakra a
legegyszeritbben Kkivitelezhetonek és talan legpontosabbnak a perhangyasavas
oxidaciot koveté ciszteinsav, illetve metionin-szulfon alakban valo meghatarozas

mondhato.

5.1.8. Az aminosavak meghatarozasa nagyhatékonysagu

folyadékkromatografiaval

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia elterjedése az 1960-as évek végén, a
70-es évek elején kezdodott. A modszer kidolgozasa soran megfelelé pumpaval

megvaldsitottak a kolonnan nagy nyomadason valé folyadékdramlast, a kolonnan kilépd
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komponensek detektalasara pedig rendkiviil érzékeny detektorokat fejlesztettek Ki.
Ezek segitségével a modszer alkalmassa valt a fehérjealkotd aminosavak
szétvalasztasara €s mennyis€gi meghatarozasara. A kidolgozott mddszerek tobbsége
forditott fazisu kromatografiat alkalmaz, amelynek soran a mozgd fazis polaritasa
nagyobb, mint az 4ll6 fazisé. A forditott fazisu kromatografidban allo fazisként
altalaban egy hidrofob, oktadecil- (C18) vagy oktil- (C8) csoportokkal boritott toltetet

¢€s polaris mozg6 fazist hasznalnak.
5.1.8.1. Szarmazékképzés

Az aminosavak HPLC-s meghatarozasa soran tobb modszert dolgoztak ki, amelyek
kozos vonésa, hogy a meghatarozast altalaban szarmazékképzési 1épés elozi meg,
aminosav-szarmazékokat az ultraibolya vagy fluoreszcens detektorral vald
meghatarozasra. (Koztudott, hogy az aminosavak koziil csak a triptofan, a tirozin ¢€s a
fenilalanin mutat ultraibolya-abszorpciot.) A szakirodalomban szamos szarmazékképzo
reagenst kozoltek, amelyek koziil leggyakrabban az aldbbiakat alkalmazzik: OPA (o-
ftalaldehid), FMOC (9-flourenil-metil-klor-hangyasav-észter), DABS-CI (4-dimetil-
amino-azo-benzol-4’-szulfonil-klorid;  Dabzil-klorid), DNS-CI  (1-dimetil-amino-
naftalin-5-szulfonil-klorid; Danzil-klorid), DNFB (2,4-dinitro-fluor-benzol), PITC

(fenil-izo-tiocianat).

Az aminosav-meghatarozasokat altalaban gradiens elacioval végzik, egyszeriibb
problémak megoldasara azonban az izokratikus elucio is alkalmazhatd. Az aminosavak
HPLC-vel vald6 meghatarozasara az alabbi oszlop elétti szarmazékképzé reagensnek

terjedtek el a gyakorlatban, melyeknek a az alabbi kovetelményeknek kell megfelelni:
- Egyszerli reakciokoriilmények kozott kvantitativ reakcio.

- Kvantitativ reakci6 az 0Osszes fehérjeépitd aminosavval, beleértve az

iminosavakat is.
- Stabil reakcidtermékek.

- A szarmazékok nagy fluoreszcencias aktivitasa vagy UV-abszorpcioja.
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- A reagens feleslege ¢s a melléktermékek jol szeparalédjanak az aminosav-

szarmazékoktol.
- A reagens tegye lehetdvé a modszer konnyl automatizalhatosagat.

A szarmazékképzO reagensek nem minden esetben tudnak megfelelni ezeknek az
optimalis elvarasoknak, azonban Kkisebb-nagyobb hianyossaggal mindegyik jol

alkalmazhat6 a maga teriiletén.

5.1.8.2. A fehérjealkoté aminosavak meghatirozasa oszlop elétti

szarmazékképzéssel

Az o-ftalaldehiddel (OPA) végzett szarmazékképzés

Az OPA-val végzett szarmazékképzés nagy elénye, hogy 6nmagaban nem rendelkezik
fluoreszcencias aktivitassal, az aminosavakkal képzett szarmazékainak viszont nagy a
fluoreszcencias aktivitasa, melynek kovetkeztében a modszer nem érzékeny a reagens
feleslegére, nagymennyiségii OPA mellett az aminosav-szarmazékok tokéletesen
analizdlhatok. Néhany OPA-szarmazek instabil, és a reakcio hatranya még az is, hogy
az iminosavak nem képeznek szarmazékot az OPA-val. A szarmazékok instabilitasa
csak akkor okoz problémat, ha a késziilékink nem rendelkezik automata
szarmazekképzeési rendszerrel, ennek birtokdban ugyanis, mivel a standard €s a minta
szarmazekképzése ugyanazzal a modszerrel torténik, az eredmények ol
reprodukélhatok. A modszerrel a fehérjehidrolizatum 17 aminosavéabdl 15 detektalhato
és jol mérhetd, a modszer hibdja viszont az, hogy a prolin (iminosav) nem képez
szarmazékot az OPA-val, a cisztin OPA-szarmazékanak fluoreszcencias jele pedig
rendkiviil alacsony (80. dabra). A prolin esetében a modszer alkalmatlan annak
meghatdrozasara, a cisztinnél fennall6 probléma pedig ugy oldhaté meg, hogy a
szarmazékképzés sordn a cisztin szulfhidril-csoportjat jod-ecetsavval blokkoljak,
aminek kovetkeztében a szadrmazékképzés soran egy erdsen fluoreszcens izoindol-

szarmazgek jon 1étre.
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80. abra Az aminosavak szétvalasztasa OPA/merkapto-etanol oszlop elotti

szarmazékképzés utan, HPLC-vel

A stabilitas novelése érdekében az OPA-reagenshez 2-merkapto-etanolt adnak, melynek

soran jelentdsen no a fluoreszcencids jel. A modszer elonye, hogy:

- Az aminosavak és az OPA kozo6tt a reakcid mar szobahdmérsékleten is igen

gyors.

-Az OPA maga nem rendelkezik fluoreszcencids aktivitassal, ezért a
reagensfelesleget nem kell eltavolitani, a szarmazékot egy 1épésben lehet

létrehozni.

- A HPLC-s meghatarozasnal a szarmazékokat konnyli szétvalasztani gradiens

elucioval.
- A triptofan is detektalhat6 az OPA moddszerrel.

- Rendkiviill nagy érzékenységli, 0,1 pmol aminosav a moddszerrel

meghatarozhato.
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A modszer hatranya, hogy:
- A prolin és a hidroxi-prolin nem mérheté az OPA-val.

- Az OPA-reagens kevésbé stabil, és az OPA-szarmazékok is instabilak,
viszonylag gyorsan lebomlanak, ezért j6 reprodukalhatésag csak automatizalt

rendszereknél képzelheto el.

- A cisztein és a cisztin OPA-szarmazékanak fluoreszcencias jele nagyon
alacsony, a fluoreszcencias detektaldas nem eléggé érzékeny ezekre az

aminosavakra, mérésiik azonban UV-detektalassal 330 nm-en megoldhato.
5.1.8.3. Szarmazékképzés 9-fluorenil-metil-kloroformattal (FMOC)

EINARSSON ¢és munkatarsai 1983-ban publikaltak az aminosavak 9-fluorenil-metil-
kloroformat (FMOC) reagenssel valé szarmazékképzését és a szdrmazékok forditott
fazist HPLC-s analizisét. Az aminosavak és a FMOC kozotti reakcid nagyon gyors, és
az iminosavak is szarmazékot képeznek a reagenssel, sét a cisztein FMOC-
szarmazeka 1s jol mérhetd fluoreszcencias jelet ad. A FMOC-szarmazékképzés
hatranya, hogy a reagens feleslegét kromatografalas eldtt pentannal valo extrakcidval el
kell tavolitani. Az extrakci6 megvalositdsa nehézkessé teszi a moddszert, és fenndll a
lehetdsége annak is, hogy az aminosav-szarmazékok egy része extrahalodhat a
pentannal. A pentdn helyett mas extrahéaldszereket is javasolnak, azonban ezek nem

javitottak 1ényegesen a mddszer reprodukalhatdsagat.

Az OPA és a FMOC egyiittes alkalmazasa kikiiszoboli a modszerek hibait. Amennyiben
nem vagyunk kivancsiak a mintaban 1év6 prolin-, hidroxiprolin- és cisztintartalomra,
célszeriibb a szarmazékképzést OPA-val végezni. Ha ezek az aminosavak is érdekelnek
benniinket, jobb a FMOC-reagenst alkalmazni. Amennyiben a fluoreszcencias jel

gyenge, célszerii a detektalast sorba kotott fluoreszcencias és UV-detektorral végezni.
5.1.8.4. Szarmazékképzés dabzil-kloriddal (DABS-CI)

A dabzil-kloriddal (DABS-CI) végzett szarmazékképzés rendkiviill népszerii az
aminosav-analitikdban, mert az aminosav-szarmazékok szobahémérsékleten tobb mint

egy honapig stabilak és a lathaté tartomanyban detektalhatok. A modszer eldnye a



Az élelmiszervizsgalatok miiszeres analitikai modszerei 220

rendkiviil egyszerli szdrmazékképzési eljards, a nagyon jO stabilitdas, a
reprodukélhatésag, a komplett folyadékkromatografidas szétvalasztds minden
aminosavra és a lathato tartomanyban valo detektalas. A dabzil-klorid mind az amino-,
mind az iminosavakkal stabil szarmazékot ad, az érzékenység alsd hatara 1 pmolnal
kisebb; néhdnyan a fmdl tartomanyban adjak meg értékeiket. A szdrmazek stabilitasabol
kovetkezik, hogy nem igényel automatikus szarmazékképzd és -adagold rendszert, a

kézi szarmazékképzés is jol reprodukalhato eredményeket ad.
5.1.8.5. Szarmazékképzés danzil-kloriddal (DNS-CI)

A danzil-klorid (DNS-CI1) volt az els6 reagensek egyike, amelyeket oszlop elotti
szarmazékképzésre alkalmaztak az aminosavak szétvalasztasa és meghatdrozasa soran.
Mind az amino-, mind az iminosavakkal reagal, aminek soran nagy fluoreszcencias
aktivitasu danzil-aminosavak keletkeznek, amelyek konnyen és nagy érzékenységgel
detektalhatok. A modszer hatranya, hogy a danzil-aminosav szarmazékok érzékenyek a
fényre, ezért a reakcio alatt, majd az analizis megkezdéséig a fénytdl ovni kell dket. A
reakcio alatt és utan a danzil-klorid folyamatosan hidrolizal danzil-szulfonsavva, ami
zavarhatja a szétvalasztast. Probléma az is, hogy a lizin, a hisztidin és a tirozin reakcioja
a danzil-kloriddal tobb reakcioterméket is eredményezhet, ami a moddszer

megbizhatdsagat ezen aminosavak esetében megkérddjelezheti.
5.1.8.6. Szarmazékképzés fenil-izo-tiocianattal (PITC)

Az aminosavak fenil-izo-tiocianatos (PITC) reakcidjakor fenil-tiokarbamil- (PTC)
szarmazékok jonnek 1étre, amelyek sav hatasara fenil-tiohidantoil- (PHT)
szarmazékokka rendez6dnek at. Mindkét szarmazék alkalmas az aminosavak
folyadékkromatografias szétvalasztdsara és meghatarozasara, de tobbnyire a fenil-
tiokarbamil szarmazékképzéssel dolgoznak, amelynek soran a detektaldas az UV-

tartomanyban torténik.

5.1.8.7. Az aminosavak HPLC-s meghatarozasara alkalmazott

szarmazékképzési modszerek osszehasonlitasa

Az eldzbekben ismertetett 6t modszer 0sszehasonlitasat a detektalas, az érzékenység, a
szarmazek stabilitdsa, a reakcidid0 ¢€és az iminosavak mérhetdsége szerint a

kovetkezoképpen Osszegezhetjiik.
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- Fluoreszcens modszerrel detektalhatok az OPA, a FMOC és a DNS-CI
szarmazékok, ultraibolya tartomdnyban a PITC, a lathatd tartomanyban a

DABS-CI szarmazékok.

- Az OPA, a FMOC és a DNS-Cl modszerrel fmol, a DABS-CI és a PITC

modszerrel pmdl tartomanyban lehet az aminosavakat mérni.

- A FMOC ¢és a DABS-CI szdrmazékok stabilitasa kivalo, a PITC-¢ jo, az OPA-¢
¢s a DNS-CI-¢é gyenge.

- Az OPA-val és a FMOC-kal valo reakcié gyors, a PITC-vel kozepes, a DABS-
Cl-dal és a DNS-CI-dal pedig lassu.

- Az OPA kivételével mindegyik modszer alkalmas a prolin, a hidroxi-prolin és a

cisztein mérésére.

51.88. A D- és L-aminosavak meghatiarozasa nagyhatékonysagu

folyadék-kromatografiaval

A korabbi elképzelések szerint élelmiszerfehérjékben D-aminosavak nem, esetleg csak
nyomokban fordulnak elé. Ujabb vizsgalatok azonban kimutattdk, hogy akar a
mikrobiologiai romlds, akar a technologiai beavatkozas kovetkeztében egyes
¢lelmiszerek és takarmanyok fehérjetartalmaban jelent6és lehet a D-aminosavak
mennyisége, ezért meghatarozasuk irant az utobbi idében egyre nagyobb az igény. A D-
¢s az L-sztereoizomer aminosavakat a hagyoméanyos modszerekkel (ioncserés
oszlopkromatografia,  nagyhatékonysagii  folyadékkromatografia) nem  lehet
szétvalasztani, mivel a sztereoizomer aminosavak minden fizikai és kémiai
tulajdonsagban — a polaros fény sikjanak elforgatasa kivételével — megegyeznek. Az
aminosav-enantiomerek szétvalasztiasara és meghatarozasara kezdetben a polarimetriat
hasznaltak, amely modszert elsOsorban tiszta aminosavak racemizaciojanak
tanulmanyozéasara alkalmaztak. Enzimes technikdkat is haszndltak a D- ¢és L-
aminosavak meghatarozasara. Az eljaras lényege a D- vagy L-aminosavak enzimes
oxidacidja, majd ezt kdvetden a maradék aminosavak meghatdrozasa. E mddszereknek,
mint altalaban az enzimes fehérjehidrolizis modszereknek, az a hibaja, hogy nem
hasznalhat6 a D-aminosavak nyomnyi mennyiségének meghatarozésara, és igen jelentds

hibaforras lehet az enzimekbdl szarmazo6 L-aminosavakkal vald szennyezés is.



Az élelmiszervizsgalatok miiszeres analitikai modszerei 222

5.1.8.8.1. A minimalis racemizacioval jaré fehérjehidrolizis

Elelmiszerekbdl vagy biologiai eredetii mintakbol esetenként a szabad aminosavakat, a
legtobb esetben azonban a fehérjelancban 1évé aminosavakat kell meghatdrozni. Ez
utdbbi esetben az eldokészités soran a fehérje hidrolizise elengedhetetlen, hisz legyen sz6
barmilyen meghatarozasrol, az csak a szabad aminosavakkal tud dolgozni. Nagyon
fontos annak ismerete, hogy a fehérje hidrolizise soran torténik e racemizacio, hisz
amennyiben igen, az meghamisithatja a mérési eredményeket. (Ugyanilyen fontos, hogy
a szarmazeékképzés soran fellép-e racemizacid; ezt a problémat a mddszerek targyalasa
soran kiemelten kezeljiik.) Kiilonboz6 tanulmanyok beszamoltak arrdl, hogy a
racemizacio foka a hidrolizis folyaman fiigg a peptid, illetve fehérje tipusatél, az
aminosav kornyezetében jelen 1évd tobbi aminosavtol, ¢s megallapitottak, hogy a
peptidkotésben 1évé aminosavak altalaban gyorsabban racemizalédnak a szabad
aminosavaknal. L-glutaminsavat 6 M sdsavval 24 6ran at refluxaltatva azt tapasztaltak,
hogy annak mintegy 3-5%-a atalakul D-glutaminsavva, l6mioglobint és marhainzulint
hidrolizalva pedig 4,6-6,6%-ban mértek D-glutaminsavat. A kisérletek azt bizonyitjak,
hogy legkonnyebben azok az aminosavak racemizalédnak, amelyek aromas
oldallancot (tirozin, fenilalanin) vagy indol- és imidazil-csoportot (triptofan,
hisztidin) tartalmaznak, és legnehezebb racemizaciora birni az apolaros oldallancot

tartalmazo valint, izoleucint és leucint.

Leszogezhetd tehat, hogy mas a racemizacio a szabad, a peptidben vagy a
fehérjében kotott aminosavaknal, és e harom reakcional a racemizaciot a kiilonb6z6
kornyezeti hatasok is masként befolyasoljak. Az a tény, hogy lugos koriilmények kozott
a racemizacios folyamatok felgyorsulnak, felhivja a figyelmet arra, hogy a technologia

soran mindenneml lugos kezelést lehetdleg el kell hagyni.
5.1.8.8.2. A fehérjehidrolizis és a racemizacio

Amennyiben az aminosav-enantiomerek meghatarozasa a cél, olyan fehérjehidrolizis-
modszert kell valasztani, amelynek soran nincs vagy minimalis a racemizacié, hisz a
hidrolizis alatt fellépd szamottevd racemizaciod esetén nem tudjuk eldonteni, hogy az
aminosav-enantiomerek egy része eredetileg is benne volt-e a mintaban vagy csak a
hidrolizis folyaman keletkezett. Tobb moddszert is kidolgoztak a fehérjehidrolizis soran

bekovetkezett racemizacid visszaszoritdsara, ezek a mdodszerek azonban meglehetdsen
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hosszadalmasak, illetve nehézkesek voltak. Fentiek miatt CSAPO és munkatéarsai egy
magas hémérsékleten, rovid ideig végzett fehérjehidrolizis-modszert dolgoztak ki a

lehetd legkisebb racemizacié elérésére a hidrolizis folyaman. Vizsgalataik szerint:

- A szabad aminosavak racemizacidja lényegesen lassabb a peptidlancban kotott
aminosavakéhoz viszonyitva; ugyanolyan koriilmények kozott a szabad
aminosavaknal eléforduld racemizaci6 csak mintegy 20-40%-a a

peptidkotésben 1évokéhez képest.

- Hagyomanyos moédszerrel végezve a fehérje hidrolizisét, 1,5-2,5-szer nagyobb
a racemizacid, mint magas hémérsékleten (160-180°C) a fehérje tokéletes
hidrolizisét eredményezd koriilmények utdn. Ez a lényegesen alacsonyabb
racemizaci® magyardzhaté azzal, hogy magas hdémérsékleten a fehérje
gyorsabban hidrolizal szabad aminosavakra, és a szabad aminosavak
racemizacioja lényegesen lassubb, mint a fehérjelancban kototteké. Alacsony
hémérsékleten, hosszabb ideig végzett hidrolizisnél a peptidlancban kotott
aminosavakat hosszabb ideig érik a racemizaciot kivalto hatasok, tehat minden

olyan hatas, amely meggyorsitja a hidrolizist, csokkenti a racemizaciot.

- Tejpor esetében a racemizdcid nagyobb volt, amit a jelen 1évé nehézfémek

racemizaciot katalizalo hatasaval lehet magyarazni.

- 48 ora alatt, 110°C-on, 4 M barium-hidroxid hatdsdra az Osszes aminosav
(szabad vagy peptidlancban kotott) teljes mértékben racemizalodott. Barium-
hidroxidos fehérjehidrolizissel tehat a triptofdn racemizacidjat nem lehet

meghatarozni.

- A magas hémérsékleten, rovid ideig tartd hidrolizist (160°C-on 60-90 perc,
170°C-on 45-60 perc és 180°C-on 30 perc) javasoljak mindazoknak, akik nem
akarnak enzimes hidrolizist alkalmazni, és szeretnék a fehérjelancban

bekovetkezett racemizacié mértékét meghatarozni.
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5.1.8.8.3. A D- és az L-aminosavak elvalasztasara és meghatarozasara

kifejlesztett modszerek

Az optikailag aktiv (kiralis) aminosavak reakcioja kiralis reagensekkel diasztereomer
vegyiileteket eredményez, amelyek nem kirdlis oszlopon 1is szétvalaszthatok.
Amennyiben a kirdlis reagens egy masik aminosav, akkor diasztereomer dipeptidek
keletkezhetnek, amelyek elvalasztisa ioncserés oszlopkromatografiaval is megoldhato.
Az eljaras lényege egy L-aminosav-N-karboxi-anhidridnek vagy valamelyik aminosav
aktiv észterének a vizsgalandd D- és L-aminosavakkal lejatszodo reakcioja, melynek
soran diasztereomer dipeptidek keletkezhetnek, amelyek alkalmasak az ioncserés
szétvalasztasra. {gy példaul rutinszeriien analizaltak L- és D-aszparaginsavat L-Leu-D-

Asp és L-Leu-L-Asp diasztereomer dipeptid forméban.

A D- és L-aminosavak szétvalasztasara a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia mellett az egyik legjobb mdédszer a gazkromatografia. Az
enantiomereket szét lehet valasztani egy megfeleld aszimmetrias reagenssel létrehozott
diasztereomer par formaban, vagy az illékonnya tett szarmazékokat optikailag aktiv allé
fazison kell szeparalni. CHARLES és munkatarsai az n-trifluoracetil-(+)-2-n-alkoholokat
hasznaltdk a diasztereomerek képzésére, és ezt a modszert tokéletesitették POLLACK és
munkatarsai, akik a szarmazékképzéshez (+)-2-n-butanolt hasznaltak. A
gazkromatografiaban elséként alkalmazott optikailag aktiv allo fazis az n-trifluor-acetil-
L-izoleucil-lauril-észter volt, majd ezt kovetéen az N-lauril-L-valil-tercier-butilamidot
alkalmaztdk és talaltdk nagyon hatékonynak az optikai izomerek szétvalasztasara. A
gazkromatografids technikat ma mar olyan tokéletesre fejlesztették, hogy az
enantiomerek meghatarozasanak hibaja kisebb, mint 5%, és a reprodukalhatosag is

rendkiviil 6.

Ujabban az enantiomerek szétvalasztasara és meghatarozasara — az elé6zéekben emlitett
modszerek rovdsara — egyre inkdbb teret nyer a nagyhatékonysagl
folyadékkromatografia. WEINSTEIN és WEINER az aminosavakbol az 5-dimetil-
aminonaftalin-1-szulfonil fluoreszkalo szarmazékokat képezték, és forditott fazisu
folyadékkromatografiaval az N,N’-di-n-propil-L-alanin (L-DPA) és réz-acetat kiralis
toltet alkalmazasaval az Osszes fehérjealkotd aminosav D- és L-enantiomerjét szét
tudtak valasztani. A modszer érzékeny és gyors, aminosav-enantiomerek

meghatarozasara kivaldéan alkalmas. Bioldgiailag aktiv anyagok optikai tisztasdganak
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ellendrzésére KNABE, valamint GUBITZ és munkatarsai direkt mddszert dolgoztak ki
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval, amelynek Iényege a kémiailag kotott L-
hidroxi-prolin-Cu®* kirélis oszlop és Cu®*-tartalma mozg6 fazis. Ezen 4llo és mozgd
fazis alkalmazasaval Ilehet0ség van mindazon vegylletek optikai tisztasdganak
ellenérzésére, amelyek kelatkomplexeket képeznek a Cu®*-ionokkal, mint amilyenek
példaul az aminosavak. A modszer hibaja, hogy egyszerre csak egy aminosav D- és L-

valtozatat lehet vele meghatarozni.

MARFEY ugyancsak nagyhatékonysagu folyadékkromatografids modszert fejlesztett ki
az aminosav-enantiomerek szétvalasztasara. Az 1-fluor-2,4-dinitrofenil-5-L-alanin-
amid segitségével, ami egy igen reakcioképes fluoratomot tartalmaz, diasztereomer
szdrmazékokat hozott 1étre D- és L-aminosavak keverékébdl. Ezeket a szarmazékokat
HPLC-vel trietil-aminfoszfat és acetonitril eluensek megfeleld gradiensének
alkalmazaséaval igen j6 eredménnyel szét tudta valasztani, és mennyiségileg meg tudta
hatarozni. Kézleményében a D- és L-aszparaginsav, -glutaminsav, -metionin, -alanin és
-fenilalanin  elegyének  szétvalasztasat kozli, de a feltételek megfeleld

megvaltoztatasaval lehetdség van a tobbi aminosav-enantiomer szétvalasztasara is.

Az aminosav-enantiomerek mennyiségi meghatarozasihoz nem elég csak az
enantiomereket egymastol elvalasztani, de ligyelni kell arra is, hogy az enantiomerek a
tobbi aminosavtol vagy azok szarmazékaitol is jol elkiiloniiljenek. Ezenkiviil a
megfeleld érzékenység elérésére kis mennyiségben is jol detektdlhaté aminosav-
szarmazekot kell képezni. Az utdbbi idében erre a célra széleskoriien alkalmaztak a
fluoreszcens reagensekkel valo oszlop eldtti szarmazékképzést ¢s a szarmazékok
forditott fazisu kromatografiagjat. E moddszereknél a kimutathatosag hatdra a
meghatdrozni kivant aminosavaknal igen kicsi, €s az analitikai rendszer flexibilitasa is
rendkiviili elényoket rejt magaban. A kiralis reagensekkel vald szarmazékképzés utan
lehetéség van a fehérjeépitd aminosavak enantiomerjeinek szétvalasztasara ¢és
meghatarozasara RP-HPLC-vel. Mivel a kromatografias elvalasztas altalaban 50-70
percet vesz igénybe, nagyon fontos hogy a kidolgozott analitikai modszer teljesen
automatikus legyen. Eléfeltétel még az egyszerli szdrmazékképzési reakcio, amely

szobahOmérsékleten rovid 1d6 alatt végbemegy.

A Kkiralis tiolok hasznalatara az aminosav-enantiomerek szétvalasztasanal ASWAD tette

az els6 javaslatot, aki az OPA-t és az N-acetil-L-ciszteint (NAC) alkalmazta a D- és L-



Az élelmiszervizsgalatok miiszeres analitikai modszerei 226

aszparaginsav szétvalasztasara. A szarmazékok szétvalaszthatok réz-prolin rendszerben
is, aminek sordn azok komplexeket képeznek a rézzel. A NAC mellett alkalmaztak még
a tercier-butil-oxi-karbonil-L-ciszteint is szarmazékképzésre. NIMURA és munkatarsai a
kiralis 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-gliikopiranozil-izocianatot (GITC) alkalmaztak a D-
¢s L-aminosavak szétvalasztdsara. Igen joO elvalasztast kaptak az RP-HPLC-s
szétvalasztas soran, amely lehetévé tette a fehérjeépitd aminosav-enantiomerek egy
1épésben valo szétvalasztasat €s meghatarozasat. EINARSSON és munkatarsai a GITC
kereskedelmi forgalomban kaphaté tiol-analogjat, a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-D-
gliikopiranozidot (TATG) alkalmaztdk az OPA-val val6 reakcidoban az aminosavak
oszlop eldtti szadrmazékképzésére. A kisérletiik célja az volt, hogy olyan
diasztereomereket szintetizaljanak, amelyek konnyen szétvalaszthatok és detektalhatok

mind fluoreszcens detektorral, mind elektrokémiailag.

EINARSSON a kiralis 1-(9-fluorenil)-etil-kloroformatot (FLEC) hasznalta az aminosav-
enantiomerek szétvalasztasara, illetve meghatdrozasara. Ez a modszer azzal az elénnyel
jar, hogy nemcsak az a-aminosavakkal, hanem az iminosavakkal is stabil szarmazékot
képez, ezért segitségével mind az imino-, mind az aminosavak meghatarozhatok, sét
lehetdség van az iminosavak szelektiv szarmazékképzésére €és az igen kis mennyiségii

iminosavak kimutatasara a nagy mennyiségben jelen 1év6 aminosavak mellett.

Az enantiomerek szétvalasztdsa €s meghatdrozasa soran kiilon emlitést érdemel a
hidroxi-prolin, a treonin ¢és az izoleucin, amelyek két aszimmetriacentrummal
rendelkeznek. Ezek koziil gyakorlati jelentéséggel az izoleucin atalakulasa bir,
amelynek soran D-allo-izoleucin keletkezik, ami mint az izoleucin diasztereomere, a
rutinszerlien alkalmazott ioncserés oszlopkromatografids aminosav-elvalasztas soran az
izoleucin és a metionin kozott jelenik meg a kromatogramon, azoktol jol elvald és

értékelhetd csucsot adva.

Az elozéekben emlitett modszerek koziil az EINARSSON és munkatarsai altal publikalt
fluorenil-etil-kloroformatos (FLEC) és az orto-ftalaldehid és a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-
tio-B-D-gliikopiranozidos (OPA/TATG) moddszert CSAPO és mtsai a gyakorlatban
alkalmaztak, és hasznaltak tobb ezer élelmiszerminta D- és L-aminosav tartalmanak

meghatarozasara.
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Az aminosav-enantiomerek szétvalasztasa és meghatarozasa 1-(9-
fluorenil)-etil-kloroformattal (FLEC) valé szarmazékképzés utan RP-
HPLC-vel

A szarmazékképzés soran két, kiillonbozo eljarast alkalmaztak. Az elsé modszert mind
az a-aminosavak, mind az iminosavak szarmazékainak képzésére hasznaltak, a
masodik modszert viszont csak az iminosavak szarmazékképzésére alkalmaztak. A
szelektivitas az a-aminosavak és az OPA kozotti reakcion alapszik, amelyet kovet az
iminosavak szarmazékképzése FLEC-tal. Az OPA blokkolja az o-aminosavakat,
aminek kovetkeztében a FLEC csak az iminosavakkal tud reakcioba 1épni. Az OPA-
szarmazékok  kiilonb6z6é  fluoreszcencids  tulajdonsdgainak  koszonhetdéen az

iminosavakat az a-aminosavak zavard hatasa nélkiil meg lehet hatarozni.

Az iminosav-enantiomerek szelektiv meghatarozasanak modja harom gyors reakciot
foglal magaban. Az aminosavak blokkolisa az OPA/merkapto-etanol reakcioval
torténik, ami elokésziti a terepet az iminosavak FLEC-tal val6 reakcidjahoz. A jod-
acetat szerepe csak az, hogy eltavolitsa a merkapto-etanol-felesleget, megvédve a
FLEC reagenst a tioloktol. Kevesebb, mint egy perc sziikséges az elsd két reakciora, €s

kevesebb, mint &t perc, hogy a FLEC-tal a reakcié tokéletesen végbemenjen.

A hidroxi-prolin- és a prolin-enantiomerek szétvalasztasahoz alacsony pH-ju
mozgo fazis sziikséges. Az elvalasztast egy egyszerli izokratikus elticiéval tokéletesen
végre lehet hajtani, és ugyanilyen koriilmények kozott szét lehet valasztani a hidroxi-
prolin cisz- és transz-izomerjét optikailag inaktiv FMOC-Cl-dal valo szarmazékképzés

utan.

Az aminosav-enantiomerek tisztasaganak és a fehérjehidrolizis soran lejatszodo
racemizacid ardnyanak mérése sziikségessé teszi, hogy az enantiomereket széles
koncentraciotartomanyban meg lehessen hatarozni. A D-aminosavak nyomnyi
mennyiségének detektalasa problematikus lehet a lehetséges atfedések miatt, amit
példaul a reagensbdl vagy az egyéb aminosavakbodl eredd szennyezddés okozhat.
Rendkiviil eldny0s, ha a szarmazékképzo reagens mindkét enantiomerjét modunkban all
hasznalni, mert ez megndveli a csicsok azonositdsdnak megbizhatésagat, mivel a
reagens masik enantiomerjével végezve el a szadrmazékképzést, megvaltozik a

diasztereomer-szarmazékok elicios sorrendje. A masik elénye a reagens mindkét
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enantiomere hasznalatanak az, hogy lehetéség van annak az aminosav-enantiomer
retencids idejének meghatirozéasara is, amely nincs is jelen a mintdban, elvégezve a
kromatografalast az ellentétes térszerkezetli reagenssel 1étrejott reakcio utan. A cstucsok
azonositasanak kiilondsen az ¢lelmiszeranalizis esetén van nagyon nagy jelentdsége,
hisz ebben az esetben a kromatografalas soran sok olyan cstcs jelenik meg a
kromatogramon, amelyrdl igen nehéz eldonteni, hogy egy kis koncentracidoban jelen
1év6 D-aminosavrdl vagy valami egyébrdl van sz6. Amennyiben megvaltozik az elicios
sorrend, biztosak lehetiink a D-aminosav jelenlétében, amennyiben ez a sorrend nem

valtozik meg, akkor nagy valdszinliséggel nem D-aminosavrdl van szo.

Az aminosav-enantiomerek szétvalasztasa ¢és meghatarozasa o-
ftalaldehiddel és 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-D-gliikopiranoziddal
torténo szarmazékképzés utan (OPA/TATG) RP-HPLC-vel

A szarmazékképzés sordn az aminosavak reakcidja az OPA/TATG-vel hasonlé moédon
megy végbe ahhoz, mint amit az OPA/merkapto-etanol és az aminosavak kozotti
reakciok esetében tapasztaltak. Az L-alanin, az L-lizin, az L-metionin, az L-
aszparaginsav, az L-hisztidin, az L-szerin, valamint az L- és a D-treonin
reakcidsebességét tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a reakcid a treonin kivételével
kevesebb, mint harom perc alatt végbemegy. A treonin esetében azonban legalabb hat
perc sziikséges a reakcid tokéletes lejatszodasahoz. A gyors reakcio az OPA és a
nagytomegli TATG-molekula, valamint az aminosavak kozott aldtdmasztja azt a
megfigyelést, miszerint a tdmeg ndvekedése nem jar feltétleniil a reakcid sebességének
csokkenésével. Az OPA-reagens aminosav-analizisnél valé hasznalatakor komoly
probléma, hogy a képzett szarmazék instabil, ezzel szemben az OPA/TATG-
szarmazék egészen stabilnak bizonyult. Az alanin-, a glicin- és a szerinszarmazékok
nem mutattak fluoreszcenciacsokkenést még masfél oraval a reakcio befejezddése utan
sem. 10 oOras, szobahdmérsékleten végzett tarolds utdn a fluoreszcencianak mintegy

68%-at mérték lizin és 37%-at ornitin esetében.

A legtobb alkalmazéds soran csak par aminosav D- és L-enantiomerére vagyunk
kivancsiak, és nincs sziikség az Osszes fehérjealkotd aminosav enantiomereinek
szétvalasztasara €és meghatirozasara, ezért a mozgo fazis pH-jdnak és ionerdsségének

megvaltoztatasaval vagy mas szerves oldoszer alkalmazasaval, esetleg az analitikai
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oszlop méretének és toltésének valtoztatasaval lehet6ség van arra, hogy barmelyik
fehérjealkot6 aminosav-enantiomert tokéletesen szét tudjunk valasztani és meg tudjunk

hatarozni. Természetesen ilyenkor mindig el kell végezni a rendszer optimalasat a
lathato az

kérdéses aminosavakra. A kovetkezokben egy ilyen optimalas
aszparaginsav és glutaminsav, valamint az alanin enantiomereinek
szétvalasztasara (81. és 82. abra).
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Elelmiszerfehérjékben a fehérje 20-30%-a is lehet a glutaminsav, és az aszparaginsav
mennyisége is elérheti a 8-10%-ot. E két aminosav D-enantiomerének mennyiségébol
kovetkeztetni lehet az oOsszes tobbi aminosav D-enantiomerére, ugyanis ha a
mintabdl nem tudunk D-glutaminsavat és D-aszparaginsavat Kimutatni, szinte biztosak
lehetiink abban, hogy természetes eredetli fehérjék esetében az dsszes tobbi D-aminosav
mennyisége elhanyagolhatéan csekély. A D-alanin mennyisége pedig azért érdekelheti a
szakembereket, mert a D-alanin (a D-aszparaginsavval és a D-glutaminsavval
egyiitt) a bakterialis fehérjeszintézis markere, hisz a baktériumok sejtfalaban 1évo
peptidoglikanok jelentés mennyiséget tartalmaznak e harom D-aminosavbol. A
kromatogrambdl lathato, hogy a kérdéses hat aminosav elvalasa egymastol és a tobbi
enantiomertdl egészen kivalonak mondhatd, ¢és lathatdé az is, hogy 20-Szoros
mennyiségii L-aminosav mellett nem okoz gondot a D-aminosavak elvalasztasa és
meghatarozasa a hagyomanyos fluoreszcens detektor alkalmazasaval. A D-aminosavak
meghatarozasanak alsé hatara ebben a rendszerben 0,2-0,5 pmol k6z6tt van, bar a D-

aszparaginsav ¢€s D-glutaminsav esetében ez a koncentracié kisebb 0,1 pmolndl, a

lizinnél pedig 2 pmol koriil van.

Osszehasonlitva a FLEC és az OPA/TATG modszert az aminosav-enantiomerek

szétvalasztasara és meghatarozasara az alabbiakat lehet elmondani:

- Mindkét modszer kivaldan alkalmas az aminosav-enantiomerek szétvalasztasara
¢s meghatarozasara, mert a szarmazékképzés soran egyiknél sem tapasztalhatd

szamottevd racemizacio.

- A FLEC modszer talan eldnydsebb, ha nagyobb mintamennyiségek allnak
rendelkezésiinkre, ¢és nem érdekelnek benniinket kiillondsebben az
aszparaginsav enantiomerjei. A FLEC modszer rendkiviil jol hasznélhatd, ha a
bazikus aminosavak enantiomerjeit akarjuk szétvélasztani, és kiillondsen bevalt

a lizin-enantiomerek tesztelésére.

- Az OPA/TATG moddszer elényGsebb, ha az aszparaginsav-enantiomereket is
meg akarjuk hatarozni, ha igen kis anyagmennyiségek allnak rendelkezésiinkre
vagy a minta sok asvanyi anyagot tartalmaz. A FLEC mddszer igen érzékeny az
asvanyi anyagokra, a keletkez0 csapadék a szadrmazékképzés soran

meghiusithatja a szarmazékképzési reakceiot, illetve az analizist.
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- A FLEC moddszer igen nagy eldnye egyrészt az, hogy alkalmas az iminosavak
szelektiv szarmazékképzésére. Segitségével az L-prolin a D-prolintol, valamint
a transz-L-hidroxi-prolin, a cisz-L-hidroxi-prolin, a transz-D-hidroxi-prolin és a
cisz-D-hidroxi-prolin egymastol tokéletesen szétvalaszthatd. Az aminosavak
meghatarozasa esetén elény még az is, hogy (+)FLEC ¢és (-)FLEC
alkalmazédsdval a megvaltozott elicios sorrendet kihasznalva a cstcsok
azonositasdnak biztonsdga megnd, illetve a mintaban eld sem fordulod

enantiomer retencios idejét is meg lehet hatarozni.

Végsd Osszegzésként tehat elmondhatd, hogy szinte nincs olyan aminosav-analitikai
feladat az aminosav-enantiomerek szétvalasztasa teriiletén, amelyet vagy a FLEC, vagy
az OPA/TATG szarmazékképzéssel, a rendszer megfeleld optimalasa utan, ne lehetne

megoldani.

5.1.9. Réteg- ¢s papirkromatografia

5.1.9.1. A rétegkromatografia alapjai

A kromatografidss modszerek koziil a rétegkromatografia a planaris modszerek
csoportjaba tartozik. Valdjdban egy ,planaris” oszloprél van sz6, ezért az
oszlopmodszerek és a plandris modszerek kozott elvi alapokat tekintve gyakorlatilag
alig van kiilonbség. A tartd feliiletet iiveg, aluminium vagy miianyag lemezek adjék,
melyeken az allo fazis egy-két tized mm vastagsagban van felvive. Az allo fazis lehet
aluminium-oxid, szilikagél vagy valamilyen ioncserélé anyag. Az allo fazis egyik
pontjara vissziik fel a szétvalasztani kivant keverékeket, majd a réteget eluensbe allitva
kifejlesztjiik az elvalasztast. A mozg6d fazis a kapillaris erdk hatasara az allo fazisba
felszivodik, ¢és megtorténik az anyagkeverék komponenseinek szétvalasztasa. A
komponensek zonat, ill. foltot képeznek, melyek a retenciés faktor alapjan
azonosithatok. A retencios faktort (Rg) megkapjuk, ha a felcseppentési ponttdl lemérjiik
a folt kdzéppontja kozt 1évo tavolsagot, és azt elosztjuk a felcseppentési ponttdl mért
mozgofazis altal megtett Uttal. A definicidbnak megfelelden az Rg értéke nulla és egy
kozé esik, mely alapjan az ismeretlen komponens az ismert komponens R értékéhez
hasonlitva beazonosithat6. Ha a minta nem mozdul el a startponttdl akkor Rg értéke
nulla, ha az oldoszer fronttal egyiitt halad, akkor egy. Az Rg értékét két tizedes
pontossaggal adjuk meg.
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A rétegkromatografia kis mennyiségli anyagok keverékének gyors elvalasztisara
hasznalhato. Elényei a kifejlesztés rovid iddtartama, a foltok jo szétvalasztasi
lehetésége ¢és hogy a kémiailag ellenalld6 hordozdanyagon agressziv szervetlen
olddszerek is felhasznalhatok. A rétegkromatografia eszkozei a rétegkromatografias
lemez, az adszorbens, és a kotdanyag. A rétegkromatografiara torténd elokészités
soran az adszorbenst és a kotdanyagot a sziikséges mennyiségii vizzel szuszpenzidova
elegyitjiik, a lemezre (iiveg, milanyag vagy fémlemez) felkenjiik, szobahdmérsékleten
szaritjuk, 100-105°C-os szaritoszekrényben 30-45 percig aktivaljuk, majd az aktivalt
lemezeket exszikkatorban taroljuk. A rétegeket kromatografalas kdzben csiszolt fedével
ellatott iiveg futtatbkamraban (livegkadak) légmentesen lezarjuk, melynek

kovetkeztében a lemezek az olddszergdzokkel telitett térben vannak.

A rétegkromatografia soran eldszor Kivalasztjuk a réteget, a vizsgalandé oldatot
mikropipettaval egymastol 20-30 mm-re 1évé pontokra felvissziik iigyelve arra, hogy
egy-egy folt 6-8 mm-nél ne legyen nagyobb atméréji, majd a lemezt a futtatoszer
gbzeivel eldzetesen telitett futtatokamraba helyezziik. A rétegre felvitt anyag foltjanak
elérehaladdsat a vonatkoz6 adszorpcids izoterma hatdrozza meg. A kromatogram
kifejlesztését akkor fejezziik be, ha az oldoszer frontja megkozeliti a lemez felso szélét.
Szervetlen adszorbensek esetén el6hivasra agressziv anyagokat (tomény kénsav,

perklorsav, antimon-klorid) is lehet alkalmazni.

A kromatografalas sordn az elsd 1€pés a réteg kivalasztasa, elokészités, aktivalasa,
majd kovetkezik a mintafelvitel a réteg aljatol szamitva 1,5-2,0 cm-re foltban vagy
savban. Ezt koveti a futtatas a lemez felsé sz€létdl kb. két cm-re, majd kovetkezik a
kiemelés és a szaritds, és végiil a foltok el6hivdsa, és a mindségi és mennyiségi

értékelés.

A rétegkromatografia soran legtobbszor fiiggdleges kifejlesztést, ¢s felszallé technikat
alkalmazunk. A felszallo kifejlesztésnél a mozgd fazis a réteglap alsdo végén
helyezkedik el. A linearis kifejlesztés lehet egy vagy két dimenzids €s tobbszords
kifejlesztésii is. Egydimenzios esetben a komponensek csak egy irdnyban vandorolnak,
kétdimenzios kromatografianal pedig az elsd kiterjesztéssel merélegesen egy ujabb
kromatografalast végziink. Tobbszoros kifejlesztés esetén a kifejlesztést azonos vagy

kiilonb6zé mozgotazissal megismételjiik.
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A rétegkromatografia segitségével anyagokat tudunk beazonositani, ill. félkvantitativ
értékelést tudunk végezni. A félkvantitativ értékelést denzitométerrel, vagy a foltok
kioldasat kovetden fotometrias elemzéssel végezziik. A szintelen vagy UV fénnyel sem

kimutathat6 vegyliletek analizisénél szarmazékképzo szinreagenseket hasznalunk.

Az oszlopkromatografia felbontoképessége ugyan jelentésen nagyobb, mint a
rétegkromatografiaé, ennek ellenére a rétegkromatografianak szamos elonye van az
oszlopkromatografiaval szemben. A rétegkromatografiaval elvalasztott vegyiiletek
vizualisan értékelhetOk, a szétvalasztott vegyiiletek kimutatasara szelektiv és specifikus
szinreakciok alkalmazhatdk, igy par vegyiilet specifikusan kimutathatdé a sok
komponens mellett. Oszlopkromatografias elvalasztaskor egyes komponensek
értékelhetetleniil, irreverzibilisen az oszlophoz kotddnek; rétegkromatografias
elvalasztaskor viszont a minta Osszes komponensérdl attekintést kapunk. A
rétegkromatografidban a kromatografias feltételek megvaltoztatisa rovid id6t vesz
igénybe, és f0 elénye még az is, hogy a legtobb rétegkromatografids modszer egyszert,
olcs6 Dberendezésekkel, rovid id0 alatt ad értékes adatokat néha bonyolult

anyagkeverékek esetében is.

A rétegkromatografids analizis sordn a hordozok megvalasztdsaval lehetdség van
megoszlasi, adszorpcidos ¢€s ioncserés rétegkromatografids vizsgalatokra is. A
papirkromatografia manapsag mar hattérbe szorult, ezzel szemben rendkiviili médon
elterjedtek a 0,25-0,50 mm vastag kent rétegek, melyeket megfeleld aktivalas utan
lehet analitikai célokra felhasznélni. A kent rétegek mellett nagyon sok cég gyart kész
réteglapokat, melyek készitéséhez hordozolapnak iiveglemezt ¢s milanyag- vagy
aluminiumfoliat hasznalnak. A kész réteglapok konnyen tarolhatok, darabolhatok,

egyszerlien dokumentélhatdk és egyenletes homogén réteget adnak.

A vizsgalando oldott anyagmintdkat cseppenthetjiilk pontban vagy sdvban, megfeleld
mikropipettaval vagy kapillarissal. A cseppentés soran meleg levegdvel a foltokat vagy
savokat beszaritjuk, mellyel a felcseppentett anyag mennyiségét széles hatarok kozt
valtoztathatjuk. A felcseppentés utan a réteglapokat csiszolt fedelli futtatokadba allitjuk,
melynek az aljara toltjiik a futtatoszer-elegyet. Az olddszer-elegy megfeleld tavolsagra
jutdsa utdn a réteglapot a kadbol kiemeljiik, €s a megszaradt rétegen a szétvalasztott
anyagokat sajat szintik, UV-fluoreszcencidjuk vagy megfelelé reagenssel valo

bepermetezés utan, esetleg melegitéssel kombinédlva, mutatjuk ki.
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A rétegkromatografidban végezhetiink kétdimenzios futtatast is, sét az egyik
dimenzioban rétegelektroforézist is alkalmazhatunk. A kétdimenzios futtatassal a

komponensek szétvalasat, beazonositasat ¢s mennyiségi meghatarozasat javithatjuk.

A nagy teljesitményii rétegkromatografia (HPTLC) esetén az all6 szilard fazis
kisebb részecskemérete (5-7 um atmérd) és a réteg tomor kialakitdsa az elvalasztasi
teljesitményt noveli. A linearis HPTLC-technika alkalmazasa 10x10 cm-es rétegen,

30-50 minta eredményes, mennyiségileg is jol értékelhetd vizsgalatat teszi lehetove.

A tilnyomasos rétegkromatografia (OPTLC) noveli a rétegkromatografia
teljesitOképességét, mert a mozgod fazis dramlési sebessége az egész szétvalasztas alatt

allando.

519.2. A rétegkromatografia  alkalmaziasa  élelmiszerfehérjék

vizsgalatara

A fehérjéket gélrétegen, szerves- és szervetlen alapu rétegeken, celluloz rétegen, esetleg
ioncseréld rétegeken is elvalaszthatjuk. Az ioncseréld vékonyrétegen torténd elvalasztas
inkabb az aminosavak és a peptidek szétvalasztdsara hasznalhatd, mig a fehérjék
elvalasztasdra a gélréteg-kromatografia a legalkalmasabb. A gélréteg készitésére
altaldban a dextrdn alapi félszintetikus és az akrilamid alapli szintetikus géleket
hasznaljuk. A gélrétegeket altaldban iiveglapokon 0,5 mm vastagsdgban rétegkend
szerkezettel készitik. A kent rétegek 15-20 perces szabad levegén torténd allas utan
felhasznalhatok kromatografias vizsgalatokhoz, illetve nedves kamraban hosszabb ideig

tarolhatok, ha a mikroorganizmusoktol a réteget meg tudjuk védeni.

A vizsgalandd fehérjemintabol kapillaris vagy mikropipetta segitségével 1-5 pl-t
visziink a gélrétegre, ¢és célszerli, ha a vizsgdlati minta mellett ismert
fehérjepreparatumot is futtatunk. A gélréteg-kromatografias futtatokamra egy olyan
egyszerll berendezés, amely az iiveglap 10—-20 fokos dolésével biztositja az anyagok
optimalis vandorlasi sebességét, a futtatokeverék pedig megegyezik a gélkromatografids
elvalasztasokhoz hasznalt pufferrendszerekkel. A futtatds utdn a gélréteglapot a
futtatokamrabol kiemeljiik, majd elvégezzilk a lapok értékelését. A szines ¢&s

fluoreszkald anyagok esetén az értékelést kozvetleniil végezhetjikk, a gélrétegen
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szétvalasztott fehérjék detektalasara viszont a fehérjéket kiillonbdzé modszerekkel

megfestjiik.

A gélréteg-kromatografia alkalmazhatd peptidek ¢és fehérjék molekulatomegének
meghatarozasara, ugyanis a fehérjék molekulatomegének logaritmusa és egy adott
rétegen, azonos id0 alatt megtett tavolsag kozott, szoros az osszefiiggés. Ennek
alapjan ismert molekulatomegli fehérjék futtatdsat kovetden megszerkesztett
standardgorbe  segitségével ismeretlen  molekulatomegi  fehérjék  kozelitd

molekulatdmege meghatarozhato.

A gélréteg-kromatografia jelentés felhasznalasi teriilete a bioldgiai folyadékok
fehérjedsszetételének meghatarozasa, tovabba a patoldgias fehérjék detektalasa. Az
ilyen bonyolult keverékek vizsgalata csak kétdimenzios modszerrel lehetséges, amikor
is az elsé dimenzidban gélsziirést, a masodik dimenzidban pedig elektroforézist, illetve
imunodiffuziot célszeri hasznalni. Gélréteg-kromatografiaval vizsgalhatok tobbek kozt
az enzimek is, melyek koziil tobbet (pl. tejsav dehidrogendz, ornitin-karbamoil
transzferdz, glioxalat reduktdz, savanyu- ¢€s lugos foszfatdz) gélkromatografiaval
hataroztak meg. A fehérjék elvalasztisara eredményesen hasznalhato a vékony
gélrétegben végzett izoelektromos fokuszalas is, melyre éltalaban poliakrilamid-gélt
hasznalnak. Ismeretes olyan moddszer is, amellyel izoelektromos fokuszalas utan az

enzimek proteolitikus aktivitdsa is kimutathato.

A fehérjék elvalasztasara a folyadék-folyadék, valamint a folyadék-szilard
rétegkromatografia, a nagy molekulatdmeg miatt nem igazan alkalmazhat6. Ugyan
tobben probalkoztak celluloz €s szilikagél rétegen kiilonféle fehérjepreparatumok és
enzimek  szétvalasztasara, a rétegkromatografia a nemfehérje rész  jo
kromatografalhatosdga miatt mégis csak a lipoproteinek vizsgalatira hasznalhat6. igy
példaul sikeresen megoldottdk a hiperlipidémids betegek lipoproteinjeinek
szétvalasztasat szilikagélen. Hisztonfesték-komplexeket és egyéb bazikus fehérjéket is

szét sikertilt valasztani celluloz rétegen.
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5.1.9.3. Az aminosavak rétegkromatografiaja

5.1.9.3.1. Az aminosavak elvalasztisa szervetlen alapanyagu rétegen

Aminosavak rétegkromatografids analizise szilikagél rétegen eldnyOsen végezhetd. A
legkiilonb6zébb mindségii szilikagél porokbol jo mindségl rétegek készithetok, de kész
szilikagél rétegek is kaphatok az aminosavak vizsgalatdhoz. Analitikai célokra altaldban
0,25 mm vastag rétegeket hasznalnak, preparativ célokra viszont az 1-2 mm vastag
szilikagél rétegek a legalkalmasabbak. Szilikagél vékonyrétegen az aminosav-keverékek
szétvalasztdsa csak kétdimenzids futtatassal ad megbizhato eredményt, mert
egydimenzids futtatassal az aminosavak egy része nem vdalaszthatd szét egymastol.

Kétdimenzios vizsgalatokhoz az alabbi futtatoelegyparok a legalkalmasabbak.

1 dimenzio 2 dimenzio
n-butanol—jégecet—viz (4:1:5) fenol—viz (7:3, g/g)
CHCI53—CH30H-17% NH3; (2:2:1) fenol—viz (7:25, g/g)
n-butanol—jégecet—viz (4:1:5) CHCI3—CH30H-17% NH3; (2:2:1)

A szakirodalomban ko6zolt elvalasztasokat még kész réteglapok alkalmazasa esetén sem
lehet mindig reprodukalni, ezért a futtatoelegyeket, illetve a futtatdsi koriilményeket

némiképp modositva, az elvalasztasi koriilményeket folyamatosan optimalni kell.
5.1.9.3.2. Az aminosavak elvalasztasa cellulozrétegen

Az aminosavak cellulozrétegeken vald elvalasztasa és meghatarozasa valgjdban a
papirkromatografia tovabbfejlesztett valtozataként foghato fel. A megfeleld6 médon
elékészitett cellulozporbol altalaban 0,25 mm vastag réteget allitanak eld, amely
rétegeknek eldnye, hogy stabilak, ellenallnak az el6hivas kiilonféle valtozatainak, a
kiilonféle specifikus reagensek jol hasznalhatok, a reprodukélhatosag elfogadhato, és a
cellulozréteg  kiilonosen alkalmas denzitometrids  kiértékelésre. Hatranya a
cellulozrétegnek, hogy agressziv reagensek nem hasznalhatok, és az aminosavak
kimutatasi reakcidinak érzékenysége kisebb, mint a szilikagél réteg esetében. A
cellulézrétegeket haszndljuk néhany aminosav szétvalasztdsra, a bazikus aminosavak

meghatdrozasara ¢és a fehérjehidrolizatumban 1évé aminosavak beazonositdsara. A
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celluloz szilikagéllel kombindlva javitja az elvalasztast, és jelentdsen nd az aminosavak

ninhidrin érzékenysége is.
5.1.9.3.3. Aminosavak elvalasztasa ioncserélo rétegen

Aminosavak rétegkromatografids elvalasztasanal ioncseréld hordozok is hasznalhatok.
Az aminosavak ioncserés oszlopkromatografidjanal hasznalt ioncserélé miigyantahoz
hasonl6 tulajdonsagu anyagokat {iveglapra kenve az aminosavak két dimenzidban szinte
tokéletesen szétvalaszthatok. DEVENYI és munkatarsai Na'-ion forméban 1évé
ioncseréld migyantat mianyag folidra rogzitettek, amelynek segitségével a fehérjeépitd
aminosavakat analizaltdk. Az ioncseréld rétegeken végzett munka hasonld mas,
rétegkromatografids vizsgalatokhoz. A meghatirozas soran hasonlé munkafeltételeket
kell teremteni, mint az oszlopkromatografids szétvalasztdskor, az ioncseréld
vékonyréteget ugyanis felhasznalas elott ekvilibralni kell, majd ezt kdvetden
cseppentheto fel az elvalasztani kivant aminosavak elegye az ioncseréld vékonyrétegre.
citratpufferekkel lehet elvégezni. Kiilonb6zd pufferek alkalmazasaval a kiilonb6zo
karakterli aminosavak elvalasztasat lehet optimalni. El lehet valasztani az Gsszes
fehérjeépitd aminosavat, a bazikus aminosavakat, lehet tesztelni a hidrolizatumot
metioninra ¢és lizinre, illetve specidlis futtatoszert alkalmazni csak a triptofan
szétvalasztasdra az Osszes fehérjeépitd aminosavtol. Vékonyréteg-kromatografidval
gyorsan lehet értékelni kiilonféle anyagcesere-betegségben szenveddk vérszérumanak és

vizeletének aminosav-tartalmat.
5.1.9.3.4. Az aminosavak kimutatasa a rétegkromatogramokon

Szilikagél alapu rétegek esetében ninhidrinoldattal érhetiink el jO eredményt. A
ninhidrint oldhatjuk butanolban és ecetsavban, adhatunk az oldathoz kadmium-acetatot
és acetont, majd a bepermetezést kovetden 20 percig 90-100°C-on a lapokat szaritjuk,
aminek soran végbemegy az aminosavak és a ninhidrin kozotti reakcid. Az aminosavak
kiilonb6zé szinli  (ibolyas—lilas—kékes) foltokat adnak a ninhidrinnel, amelyek
komplexképz6 kationok adagoldsaval &llanddsithatok, bazisok adagolasaval pedig
specidlis szinhatasok érhetdk el. Polikromatikus ninhidrinreagensek is hasznalhatok az
aminosavak kimutatdsara, amelyek koziil a klasszikusnak nevezhetd reagens az alabbi

oldatokbdl allithato eld. Elsé oldat: 50 cm® 0,2% ninhidrinoldat abszolut etanolban + 10
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cm?® ecetsav + 2 cm® 2,4,6-kollidin. Masodik oldat: 1%-0s Cu(NOs); - 3 H,O abszolut
etanolban. Felhasznalds elétt a két oldatot 50:3 ardnyban kell elegyiteni, majd a
vékonyréteget ezzel kell bepermetezni. Az aminosavak rendkiviil érzékeny kimutatasat
teszi lehetdvé, ha a rétegeket elébb dietilaminnal kezeljiik, harom percig 110°C-on
szaritjuk, majd lehiilés utan a réteglapot 0,2%-0s metanolos ninhidrinnel fijjuk be, és
végiil tiz percig 110°C-on melegitjiik. Ekkor az aminosavak foltjai a gyenge kék szinfi

hattérben intenziven jelennek meg.

Az egyes aminosavak kiilonféle specifikus reakciokkal is kimutathatok, amelyek
alkalmasak lehetnek az illetd aminosav azonositasara, esetleg mennyiségi
meghatarozasara. A kiilonféle aminosavak az alabbi reagensekkel adnak specialis
szinreakciot. Arginin: 8-hidroxi-kinolinnal vagy a-naftollal, karbamiddal és brommal,
aszparaginsav: ninhidrinnel, boratoldattal és sosavval, cisztin, cisztein és metionin:
nitroprusszid-natriummal és natrium-cianiddal vagy natrium-aziddal és jodoldattal,
glicin: o-ftalaldehiddel és kalium-hidroxiddal, hisztidin: szulfanilsavval, hidroxi-
prolin: dietil-aminnal és ninhidrinnel, lizin ¢és ornitin: vanillinnel ¢és kalium-
hidroxiddal vagy K;S,0s-tal és furfurollal, arginin, hisztidin és lizin: bizmut-jodiddal,
prolin: dietil-aminnal és ninhidrinnel, szerin, treonin és tirozin: Na-metaperjodattal és

NESSLER-reagenssel, triptofan: p-dimetil-amino-benzaldehiddel vagy o-foszforsavval.
5.1.9.3.5. Az aminosavak félkvantitativ és mennyiségi meghatarozasa

A kiilonféle modon kialakitott rétegkromatogramokon az aminosavakat kozvetlentil a
rétegeken vagy elucié utdn hatdrozhatjuk meg. Kozvetlen meghatarozas esetében a
foltnagysag négyzetgyoke és a felvitt mennyiség logaritmusa kozott lineéaris az
Osszefiiggés, mely alkalmas félkvantitativ meghatdrozasra. Megbizhatobbak az
eredmények, ha a réteglapokon elvélasztott aminosavak értékelésére denzitométert
hasznalunk, ami a folt nagysagat és a szin intenzitasat integraltan veszi figyelembe.
A rétegkromatogramok mennyiségi értékelésének pontossiga lényegesen elmarad az
oszlopkromatografias modszerekétdl, elonye azonban a rendkiviili érzékenység, az

olcsosag €s az, hogy a vizsgalatokhoz kis mennyiségii peptid vagy fehérje is elegendd.

A rétegeken szétvalasztott aminosavakat a megfeleld szinreakcid utan a rétegrol

eludlhatjuk, ezt kovetden a mennyiségi értékelés fotometridsan is elvégezhetd. A
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mennyiségi kiértékelés mind a vékonyréteg lapon végzett kdzvetlen, mind a kozvetett

kiértékelésnél, standardgorbék segitségével lehetséges.
5.1.9.4. Papirkromatografia

Egymassal nem elegyedd vagy csak korlatozottan elegyedd folyadékokban az anyagok,
oldékonysaguktol fiiggden, kiilonb6z6 mértékben oldodnak, ami alkalmas a tobb
Osszetevobol allo elegyek komponenseinek szétvalasztasara. A megoszlast el6idézo
oldoészerek egyikének szabad mozgasat adszorpcioval megakadalyozzuk, a masik
oldoszert aramoltatjuk 4t ezen az adszorbensen. A rendszerben sorozatos megoszlasi
folyamatok jatszédnak le, melynek hatdsara az elvalasztandd elegy Osszetevoi

egyenként, kiilonvalva hagyjak el a kromatografalé rendszert.

A papirkromatografia esetén az alkalmazott szilard hord6z6 a kromatografias célokra
megfeleld papir, a rajta megkotott folyadék az allo fazis, a masik oldoszer a mozgo
fazis. Az elvélasztand6 elegy Osszetevoi e két fazis kozott oszlanak meg. A szilard
hordoz6 a papirkromatografia esetében sziir6papirlap, vagy -csik, ami a

papirkromatogréfia elnevezését adja.

Az elvalasztandd anyagok beazonositasa a retencios faktor (R;) vagy visszatartasi
tényezd alapjan torténik:
asav elmozdulasa

Re= 35
f a folyadékfiont elmozdulas a (35)

Az Ry értéke fiigg a papir mindségétdl, a papirrostok irdnyatdl, a kifejlesztés modjatol
(leszallo, felszallo, korkoros stb.), az oldat toménységétdl, a zavard anyagok jelenlététol
¢és a a kifejlesztés homérsékletétdl. Adott oldoszerelegyekre, meghatarozott papirral,

kisérleti koriilmények kozott, az R¢-értékek viszonylag allandok.

A megoszlasi kromatografidban alkalmazott szilard fazisi hordozéanyagok a két
oldoszer koziil az egyiket adszorbedljak. Ha az allo fazis vizes rendszer, akkor az
adszorbens a vizet nagymértékben képes megkotni a feliiletén. Hidrofob anyagok
kromatografalasa esetén az 4llo folyadékfazis apolaros oldoszer, ezért ilyenkor

csokkentett hidrofilitast hordozoanyagot kell hasznalnunk. A hidroféb adszorbensen,



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 240

hidroféb allo és hidrofil mozgo fazissal végzett megoszlasi kromatografia a forditott

fazisu kromatografia.

A papirkromatografiaban alkalmazott kromatografids papir nagy nedvszivo
képességl, az allo fazis kialakulasdhoz elegendd olddszert tud adszorbealni, és nedves
allapotban is kielégitd szilardsaga. A papir vastagsdga folyadékfelszivo képességét
hatdrozza meg. A megoszlasi kromatografia folyadékfazisa viz vagy tobb, vizzel
korlatozottan vagy korlatlanul elegyedd folyadék, de lehet meghatarozott pH-ju
pufferoldatot is hasznalni. Az oldészerek hasznélatanal figyelemmel kell lenni arra,
hogy az Rs-érték fiigg az oldészer polaritasatol, ugyanis a hidrofil anyagok Rs-értéke

az oldoszer polaritasaval egyiitt nd.

Egyfazisi olddszerelegyként vizzel korlatlanul elegyedd szerves folyadékok (pl.
aceton, metil-alkohol, etil-alkohol, hangyasav, piridin stb.) hasznalatosak. Eredetileg
vizzel korlatozottan elegyedd folyadékok esetében, hidrofilez6 komponensek (ecetsav)
alkalmazasaval, vizzel minden ardnyban elegyedd 3-4 komponensi elegyeket (pl.
etilacetat—jégecet—viz 3:2:3) hoztak létre. Kétfazisi oldoszerelegyként kivaldan

alkalmasak a butanol-viz, butanol-ecetsav—viz, fenol-viz kiilonb6z6 aranyu elegyei.

A papirkromatografia eszkozei a kromatografalod szekrény, mely 50-80 cm magas €s
30x60 cm alapteriileti savallo acél vagy iiveg, a kromatografids papir, a mintafelvivo

mikropipettak, a futtatdszer, az el6hivo reagensek, és egy szaritdszekrény.

A megoszlasi papirkromatografia lehet leszallo-, felszallo-, vizszintes csik- és
korpapir-kromatografia. Az elvalasztand6 elegy koncentracidja az oldatban mindegyik
esetben 0,5-2,0% kozotti. A felcseppentéshez mikropipettat, sziik kapillarist hasznalunk
tigyelve arra, hogy a szétvalasztando oldat foltja kb. 5 mm atmérdjli legyen, és mintegy
0,01-0,3 mg anyagot tartalmazzon. A felcseppentés sordn toményitést végezhetiink a

papiron a felvitt csepp Ovatos beszaritasaval.

Leszallokromatografia esetén a papir végétol 8-10 cm-nyire, egymastol 2-4 cm
tavolsagban helyezziik el az egyes anyagkeverékek cseppjeit, nagyobb mennyiségek
kromatografaldsa esetén viszont savos felvitelt alkalmazunk. A futtatoszert tartalmazo
edény a kromatografald-berendezés felsd részében van, ebbe meriil bele a papir vége.
Az oldoszer részben a kapillaris erd, részben a nehézségi erd hatisara lefele halad a

papirban. A kromatogramot addig futtatjuk, amig a folyadékfront meg nem kozeliti a
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papir végét. Ha az oldoészert tovabb futtatjuk a papiron, tilcsepegd futtatds hajtunk

végre.

Felszallokromatografia esetén az elrendezés a leszall6 modszer forditottja. A papircsik
megcseppentett vége a berendezés aljan elhelyezett oldoszerbe meriil, a futtatoszer

pedig a kapillaris erék hatasara folfelé halad.

Vizszintes kromatografia esetén a kiszabott papircsikokat vizszintesen helyezziik el,
az oldoszert pedig papirnyelv segitségével kozvetitjiik hozza. A korpapir-
kromatografiaban a kromatografias papirbol 8-10 cm-es sugaru kort vagunk, és az
oldoszer a megcseppentés helyétdl, a kozépponttdl vizszintesen halad a papirban a
keriilet fel¢, és az anyagkeverékek egyes alkotdi koncentrikus korok alakjaban valnak

SzEt.

Nyujtott papirkromatografia esetén ha az oldoszerfront eléri a papir sz¢élét a futtatast

megsziintetjlik, a kromatogramot megszaritjuk, és hasonld oldoszerrel Gjra futtatjuk.

A kétdimenziés papirkromatografiat sokkomponensti keverék szétvalasztisara
hasznaljuk, ha az R¢-értékek egymashoz kozel esnek, és egydimenzios futtatdssal nem
érhetd el a kivant elvalasztids. Az elvalasztani kivant oldatok elegyét a papir bal alsé
sarkaba cseppenjiik, az elsd futtatdoszerrel megfuttatjuk, majd szaritds utan 90 fokkal
elforgatva ismételten ugyanazzal, vagy masik futtatoszer eleggyel ujabb futtatast

végziink. A futtatds irdnya a masodik esetben tehat az elsére merdleges.

A papirkromatogramok értékelése sordan a kromatogramot kiemeljik a
berendezésbdl, ha a szines anyagok kozvetleniil megfigyelhetok, még nedvesen
megjeloljiik az oldészerfrontot, a foltok sulypontjat becsléssel meghatarozzuk, és grafit
ceruzaval megjeldljiik. Szintelen anyagok esetén ultraibolya fényben végzett
megfigyeléssel, alkalmas el6hivoszer segitségével, vagy a komponenseket szines
szarmazékokka alakitva lehet a kromatogramot értékelni. Az el6hivo szer a papirra gaz,
g6z vagy folyadékpermet alakjdban vihetdé fel. Leggyakoribb mod a reagensoldat
rapermetezése a kromatogramra, melyet kovetden az el6hivast gyakran melegitéssel kell
Osszekapcsolni. A szines foltokat is kdriilrajzoljuk és megjeldljiik a sulypontjukat, hogy
amennyiben késobb a sziniikbdl veszitenének, vagy az teljesen eltlinne, tovabbi

értekelést is tudjunk végezni.
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5.1.9.4.1. Mindségi és mennyiségi meghatarozas

A minéségi analizis az R¢-értékek megallapitasaval, 6sszehasonlitd, azonositd anyagok
egyiittfuttatdsdval torténik. A mennyiségi analizis higitdsi sorral torténd
egylittfuttatdssal, denzitométerek  segitségével végzik. A  denzitométerek
spektrofotométerek, melyek a megvilagitott kromatogramon ates6 vagy arrol visszavert
fény intenzitasat mérik, illetve regisztraljak. E mellet az értékelés lehetséges kioldas,
elucio utan is. A futtatashoz hasznalt oldoszereket ugy kell megvalasztani, hogy a
vizsgalt anyagok R¢-értékei 0,3-0,7 kozé essenek. A kétdimenzios kromatogramoknal
minden egyes komponens modelloldatabol, egydimenziés futtatassal, kiilon-kiilon
mindkét oldoszerben meghatarozzuk az Rs-értékeket, és kiszamitjuk az illetd anyag

foltjanak varhato helyét.
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5.2. Elektroforézis és izoelektromos fokuszalas

5.2.1. Az elektroforézis és analitikai alkalmazasa

Az elektroforézis soran toltéssel rendelkezd anyagok vandorolnak az elektromos
térben, mely jelenség analitikai vagy preparativ célokra hasznalhato. Az elektroforézis
anyagok egyszerii szétvalasztasdra, minds€gi vagy mennyiségi meghatarozasra, a
részecskék mozgékonysaga alapjan anyagok jellemzésére hasznéalhat6. Az elektroforézis
olyan elvalasztasi folyamat, amelyben a szeparalandé komponensek elektromos
erétérben Kiilonb6zo sebességgel vandorolnak. A részecske vandorlasi sebességét az
elektrolit oldatban foképpen annak toltése és az elektromos térerd szabja meg. A
mozgas sebessége fligg a részecske alakjatol és nagysagatol is, ezért az azonos toltési,
de kiilonboz6 alaku vagy nagysagh molekulak, vagy azonos nagysagu vagy alaka de

eltérd toltéshi részecskék ennek alapjan elvalaszthatok.

Az elvalasztando molekuldnak maganak is lehet toltése, vagy a toltést eredményezheti a
molekula feliiletére adszorbealdodott ion. A toltéssel rendelkezd részecskéknek a
kozegben valdo mozgasat gatolja a surlodasi ellenallas, amely a részecske atmérdjével és
az oldat viszkozitasaval aranyos. A mozgast gatolhatja még az elektrolitoldat, melynek
az elvélasztand6 anyag molekulaival ellentétes eldjelli ionjai burokszerlien koriilveszik
a részecskéket. Ez az ionfelhd hidratburkot vonz magédhoz, mely gatolja a részecskék
mozgasat. A fékezderd anndl nagyobb, minél nagyobb a puffer ionerdssége, ezért a
vizsgalandd6 molekula véandorlasi sebessége elektromos er6térben az ionerdsség

novekedésével csokken.

Az elektroforézis valdjaban anyagkeverékek analitikai vagy preparativ elvalasztasara
szolgalo eljaras, mely az egyes komponensek elektroforetikus mozgékonysaganak
kiilonbségén alapszik. A mintaadagolds moddja szerint lehet szakaszos vagy folyamatos
tizemli, az elvalasztdshoz alkalmazott kozeg mindsége szerint pedig
megkiilonboztethetiink szabad és szilard hordozén végzett elektroforézist (a hordozo
lehet papir, keményitd, agar, cellul6z-acetat, porozus iiveg vagy poliakrilamid-gél). A
hasznalt fesziiltség nagysaga alapjan ismeriink Kis-, kozép- ¢és nagyfesziiltségi

elvalasztasokat.
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Az elektroforézisnek két alapveté modszere van: A Tiselius-elektroforézis vagy
vandorlo hatarfeliletek modszere, és a zonaelektroforézis. A Tiselius-elektroforézis
soran az U-alaki csében levd fehérjeoldat pufferben oldott, eltérdé mozgékonysagu
fehérjéket tartalmaz. A nagyobb mozgékonysagu fehérjék és a kisebb mozgékonysagu
fehérjék tiszta oldata egymastdl elkiiloniil. A mddszer anyagkeverékek jellemzésére és

mennyiségi meghatdrozasara szolgal.

A zonaelektroforézis soran a vizsgalandé anyag oldatat keskeny sav (zona) alakjaban
vissziik be az elektrolitoldatba. Ha az anyagok mozgékonysaga eléggé eltérd, akkor a
komponensek tokéletesen szétvalaszthatok. Az elvalasztaskor elkiiloniilt savok
keletkeznek, melyeket egymastol tiszta oldoszer valaszt el. Ezzel a modszerrel az egyes

anyagok rendkiviil tisztan allithatok eld.

A stabilizalt zénaelektroforézisnél az anyagot nemcsak az oldatban (a foltok
elmosddnak), hanem valamely hordozoéanyagon vandoroltatjuk. A részecskék
mozgékonysaga a hordozd-anyagokban kisebb, ezért a részecske a hordozdanyagban
hosszabb utat tesz meg, mert a hordoz6 szerkezete zegzugos vandorlasra kényszeriti a

részecskeét.

A papirelektroforézis soran a papirban felitatott pufferoldatban torténik a vizsgalando
anyag elvalasztasa. Az eljaras soran kisfesziiltség esetén 0-300 V, kozépfesziiltségnél
300-1500 V, nagyfesziiltség esetén 2000-3000 V egyenfesziiltséget alkalmazunk. A
papircsikot az elektroforézis folyaman zart, nedves kamrékba helyezziik, ahol a papir
két vége a pufferrel megtoltott elektrodedénybe ér. A papirelektroforézis-elvalasztast
befolydsolhatja a puffer aramlasa, a papir mindsége ¢€s az elektroozmozis. Az

elektroforézisnél ugyanazokat a papirokat alkalmazzuk, mint a papirkromatografianal.

Az analizis soran célszerli a vizsgaland6 oldatot a papircsik kdzepén elhelyezni, mert az
elektroforézis folyamdn az elektrodokon lejatszodo elektrolizis kovetkeztében pH-

eltolodasok jatszodhatnak le. A papirelektroforézis idotartama 3-16 ora lehet.

Két dimenzidban végezve az elvalasztast jelentdsen ndvelhetd az elvalasztas hatasfoka.
Mivel a kiilonbozé pufferekben a mozgékonysagok eltérdk, a masodik futtataskor az

elsd futtataskor egyiitt elmozduld anyagok egymastol szétvalaszhatok.
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A folytonos elektroforézis, vagy elektrokromatografia esetén az elektromos erdtér
iranyara merdlegesen elektrolitot aramoltatunk, a vizsgalt anyag oldatat a felvitel helyén
allanddan potoljuk, melynek sordn a szétvalasztott frakciok legyezdszerii savokban

kiloniilnek el.

Keresztezé (crossing) papirelektroforézist alkalmazva két kiillonb6z6 anyagot visznek
fel a papirhordozo két pontjan. Az elektroforézis folyaman a két anyag utja egymast
keresztezi, ¢és amennyiben egymassal reakcidba Iépnek, a talalkozas helyén
reakcidtermék képzdodik, ezért a vandorld anyagok utja megvaltozik. Ha nincs reakcio,

az anyagok iranyvaltoztatas nélkiil vandorolnak tovabb.

Az immunelektroforézis soran az antitesteket vandoroltatjuk a felvitt immunszérum

irdnyaba, és vizsgaljuk a csapadék keletkezésének tényét.

A papiron kiviil elektroforézisre hasznalhatok még a cellul6zacetit-membranok, a
szemcsés anyagokbdl késziilt oszlopok, rétegek, az tivegpor, a miianyagpor [polivinil-
klorid vagy poli(vinil-klorid) és poli(vinil-acetat) kopolimerje], a keményitd, a

celluldzpor és a hidratalt gélrészecskék (Sephadex, agar6z).

A gélelektroforézises tecnikdk koziil a keményitégél- ¢és poliakrialamidgél-
elektroforézis a legelterjedtebb. A nativ allapotban oldhatatlan keményitd részleges
savas hidrolizissel szobahdmérsékleten gélt képzd termékké alakithat6, ami magasabb
hémérsékleten elfolyosodik. A keményitdgél-réteget vizszintes vagy fliggdleges
helyzetben lehet alkalmazni. Ismert technikdk még az agar-, illetve agarézgél

elektroforézis.

A poli(akrilamid)gél-elektroforézis alkalmas fehérjék és nukleinsavak vizsgalatara. (A
fehérjék analizisérol a fejezet végén részletes leirds talalhatd). A gélt akrilamidbdl és
N,N’-metilén-biszakrilamidbol (BIS) készitik vinilpolimerizacioval, katalizatorok és
iniciatorok jelenlétében. Az akrikamid és a BIS mennyiségének novelése keményebbé
¢és torékenyebbé, a koncentraciok csokkentése viszont lagyabba és rugalmasabba teszi a
gélt. Kémiai polimerizalasra az ammonium-perszulfat—N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-

diamin (TEMED) rendszert alkalmazzak.

A poli(akrilamid)gél hordozé porusai révén aktivan részt vesz az elvalasztasban. Minél

nagyobb a gélkészitéshez felhasznalt akrilamid-monomer mennyisége, annal kisebb a
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gélben az atlagos porusméret, a makromolekulak mozgékonysaga viszont forditottan
aranyos a porusmérettel. A fehérjék relativ vandorlasi sebességének logaritmusat a
molekulatomeg fliggvényében abrazolva egyenest kapunk, amely Osszefiiggés a

molekulatdmeg meghatarozasara alkalmas.

A gélelektroforézis két elterjedt technikaja a gélpalcikdkban (rudakban) végzett
,»diszk-elektroforézis és a lapelektroforézis. A diszkelektroforézis soran a gélt kb. 5
mm atmérdju iivegesdovekben allitjuk eld, melynek sordn a fliggdlegesen allo csé alséd
részébe kis porusu elvalasztogél, ennek tetejére pedig a nagy porusu gyujtogél keriil. A
gyujtégélben a fehérjék koncentraldsa soran a mintat a gytjtégél felszinére vissziik,
majd a csoveket Ovatosan feltdltjiik elektrodpufferrel. A lapeleketroforézis egyik
elénye a gélpalcikdkhoz képest az, hogy a géllapokon egyszerre tobb anyag analizise

lehetséges.

Gélelektroforézis soran alkalmazott egyéb anyagok eldsegitik a fehérjék oldodasat,

------

crer

bontja. A diszulfidhidak bontasara szolgal a [-merkapto-etanol és a ditiotreit, és
detergens (natrium-dodecil-szulfat (natrium-lauril-szulfat, SDS) is hasznalatos, mely
elésegiti az oldodast, komplexet képez a fehérjékkel, melynek kovetkeztében a
komplexeknek nagy negativ toltésiik lesz. Ez utobbi esetben a fehérjék eredeti toltése
nem érvényesiil, a mozgékonysadg megkdzelitden linedrisan alakul a molekulatomeg

logaritmusaval, tehat ez a mddszer alkalmas a molekulatomeg meghatarozasra.

Az elektroforézises technikak hatékonysaganak novelésére gradiens
zonaelektroforézist alkalmaznak. A siiriiséggradiens estében az oldat siirlisége az
oszlopban lefelé novekszik. Az elvalasztaskor kiilonb6zd Osszetételti (3,5%, 4,75%,
7,0% ¢és 10%) akrilamidtartalmti géleket rétegziink egymdasra, majd a futtatds a
csokkend porozitds irdnyaban végezziik. A moddszerrel 3-4 ora alatt rendkiviil nagy
felbontds érhetd el, hisz ez a modszer jelentds mértékben eltéré molekulatomegi

anyagok analizisére is alkalmas.

A pH-gradiensben a fehérjék addig vandorolnak, amig el nem érik az izoelektromos

pontjuknak megfeleld pH-savot. Mivel ott toltésiiket elveszitik, azzal egyiitt
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mozgékonysaguk is megsziinik. A pH-gradiens eldallithatd specidlis amfolitokkal. A

pH-gradienssel végzett elektroforézist izoelektromos fokuszalasnak nevezik.

Az analitikai eljarasok koziil a mult szazad nyolcvanas éveiig legelterjedtebb volt a
papirelektroforézis, manapsag azonban a poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE) szinte
teljesen hattérbe szoritotta a tobbi modszert. A PAGE alkalmazasanak legszembetiindbb
oka nagy felbontoképessége, hisz mig a papirelektroforézissel a szérumfehérjéket csak
5-7 frakciora, addig a PAGE-sel akar 50-60 frakciora is szét lehet valasztani. Fentiek
miatt a papir-, a celluléz-acetat-membran-, a keményito-, az agar-gél elektroforézises

technikakkal nem foglalkozunk, roviden ismertetjiik viszont a PAGE alapjait.

5.2.2. A poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS) térhalos
szerkezetll polimerizacios terméke; a térhalositd BIS a poliakrilamid-lancokba beépiilve

szabad funkcids csoportjaival, a szomszédos lancokkal is reagalni képes a 83. dbra

szerint.

CHZZC‘JH —CHZ—‘CH—CHZ—C‘;H—?HZ—C‘;H—

(‘3:0 C‘):O C‘):O C‘):O ‘C:O

CHZZ(‘ZH I‘\IH NH, NH, NH, l‘\lH
(‘3:0 + ?Hz - ?Hz

NH, NH NHy,  NH, NH
c=o c=0 C=0 ¢=o
CHQ:‘CH —CHQ—C‘;H—C‘;HZ—CHZ—CHQ—‘CH—

83. abra Az akrilamid és a BIS reakcioja

A haloszerkezet kialakulasadval polimer gélgomolyagok keletkeznek, melyekben a
poliakrilamid-lancok a maximalis entropianak megfeleléen szabalytalan alakot vesznek
fel. Az akrilamid- és a BIS-koncentracio, valamint a polimerizacido foka megszabja az
atlagos porusnagysagot, a porusnagysag pedig megszabja az azokon még atsziirddo

molekuldk maximalis tomegét.

A poliakrilamid-gél elénye a kémiai stabilitdas és indifferencia, a nagyfoku

transzparencia, a tdg hatarokon beliil megvalaszthatd porusnagysag, az adszorpcio és az



Az élelmiszervizsgadlatok miiszeres analitikai modszerei 248

elektroozmo6zis hidnya és a legtobb olddszerben vald oldhatatlansédg. Fentiek miatt a
PAGE szinte valamennyi fehérje elvalasztasira és analizisére alkalmas; jol
szeparalhatok vele mind a neutralis, mind a bazikus, mind a savanyu karakterti fehérjék,
mert a poliakrilamid-gél teljes mértékben inert, nem valtoztatja meg az elvalasztando
fehérjemolekuldk nativ tulajdonséagait. Ha a gél és a puffer Osszetételét jol valasztjuk
meg, barmilyen molekulatomegi, illetve tulajdonsagu fehérjét a legjobb

felbontoképességgel tudunk elvalasztani.

A poliakrilamid-gél elektroforézis folyamata a kovetkezok szerint osszegezheté. A
szétvalasztani kivant fehérjekeverék a mintagélbe keriil, amely nagyporust, kis
nagyporusu, benne koncentralodik az elektroforézis elsd fazisdban az elvalasztando
anyag. Az elvalasztogél kisebb porust, melyben a fehérjemolekula-keverék frakcioira
szeparalodik. A gélekben kiilonb6zé pufferoldatok vannak, melyek a vezetd-, illetve
kovetdionokat tartalmazzadk. A kiillonb6zdé Osszetételi gél- és elektrodpufferek
kovetkeztében a fehérjemolekuldkkal egyiitt kétféle ion vandorol az elektromos erdtér
hatasara; a gélben 1évo puffer vezetd ionjai, az Uin. vezetéionok, ¢s az elektrodpufferbol

szarmazo un. kovetoionok.

Az elvalasztas kezdetén a minta- ¢és a gyljtogélben csak vezetdionok talalhatok, a
kovetdionok pedig kizarolag az elektrodpufferben vannak. Az dram bekapcsolasakor a
vezetdionok nagyobb mozgékonysaguk kovetkeztében a gylijtégélben a fehérjék és a
kovetdionok eldtt mozognak, egy kisebb vezetoképességii zonat hagyva maguk mogott.
Mivel a vezetéképesség és az elektromos téreré forditottan aranyos, a kisebb
vezetdképességli zona nagyobb térerdt kap, ami a fehérjéket és a kovetd ionokat
felgyorsitja, melyek a vezetdionok mogott azonos sebességgel vandorolnak. Amint a
vandorld fehérjezona a gyiijté- és az elvalasztogél hatarara ér, megvaltozik a pH és a
mozgékonysaga tobbszorosére novekszik, ezaltal sebességiik majdnem eléri a
vezetdionokét, meghaladja minden fehérjemolekula mozgékonysagat, melynek

kovetkeztében a kovetdionok a fehérjék eldtt, a vezetdionok mogott fognak haladni.

A PAGE alapveté vegyiiletei az akrilamid ¢és a bisz-akrilamid, a katalizatorok, melyek
a térhalos szerkezet kialakitasaért felelosek, a kiilonféle detergensek, melyek a PAGE

alkalmazasi lehetdségeit tovabb bdvitik és tokéletesitik, és a pufferoldatok, melyek az
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elvalasztasnal az optimalis pH-t és a kiilonbozd ionokat szolgéltatjdk. A kiilonbozd
gélkészitési technikdk ismertetése nem tartozik szorosan a targyhoz, ezért ettdl
eltekintiink. Azt csak megemlitjiik, hogy a korabban alkalmazott palcikaalaku géleket
a laptechnika szinte teljes egészében Kiszoritotta, mert ez utdébbi sok minta
parhuzamos futtatasara alkalmas, az elektroforézis folyaman keletkezett ho elvezetése
biztosabb, kétdimenzios elvalasztasra is lehetdséget ad, a denzitometrids kiértékelés is
pontosabb, a dokumentalds konnyebb, és konnyen alkalmazhato az autoradiografias

modszer is.

5.2.2.1. A fehérjemintak elokészitése, gélre vitele és az elektroforézis

folyamata

A mintafelvitel el6tt meg kell hatarozni a vizsgalandé anyag fehérjetartalmat, hisz
attol fliggéen, hogy a minta hany komponenst tartalmaz, egy mintahelyre 10-100 ug
fehérjét kell feljuttatni annak ellenére, hogy egyetlen fehérje 0,1 pg mennyiségében is
jol detektalhat6. 30-50 vagy tobb komponenst tartalmazd minta esetén 200-400 pg
fehérjét kell a gélre felvinni. Biologiai folyadékokat a fehérjekoncentraciotol fliggd
mennyiségben akar kozvetleniil is a gélre lehet vinni, élelmiszer- és takarmanyfehérjék
esetében azonban az analizist jelentds mértékll tisztitasnak kell megelézni. Az
el8készités soran 10-100 pg fehérjét tartalmazod oldathoz 0,1 cm® puffert adunk,
melyben el6z6leg 0,1%-0s metanol-ecetsav (9:1)-ban oldott brom-fenolkéket tesziink,
mely mint jelzéfesték a frontvonal haladdsat mutatja az elektroforézis folyaman. Ebbdl
a keverékbol lehetéleg 10-20 ul anyagot rétegziink egy-egy mintahelyre. Nagy
1onerdsségli oldatok esetében az elektroforézist megelézden feltétleniil dializalni kell a

higitott gylijtogéllel vagy a higitott elektodpufferrel szemben.

A minta felvitele utdn indithatjuk az elvalasztast. Alkalikus pufferrendszerekben a
fehérje negativ toltésének kovetkeztében az andd felé vandorol. Az egyenaramu
aramforrast ugy kell megvalasztani, hogy a fesziiltség és az aramerdsség allando
kontroll alatt maradhasson. A mintat kisebb aramerdésség mellett koncentraljuk
(ImA/gél), majd 2-5 mA/gélre novelve végezzilk a fehérjemolekulak
szétvalasztasat. Minden eltérd gélméret és puffer esetében mas az optimalis fesziiltség
€s aramerdsség, azt azonban figyelembe kell venni, hogy ha a fesziiltség ¢és az

aramerdsség az optimalisndl kisebb, akkor az elvalasztott zondk életlenek lesznek, ha
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viszont nagyobb, akkor a keletkezett hé rontja a szepardcit. A futtatast addig
folytatjuk, amig a jelzdfesték a gél szélétdl 0,5-1 cm tavolsagra nem ér, amikor az

aramforrast kikapcsoljuk, és a géleket kiszed;iik.

¢s vizsugarral lehet eltavolitani, majd az elvalt géllapot ajanlatos azonnal fixaldoldatot
tartalmazd edénybe helyezni. A fixalds megakadalyozza a fehérje kidiffundalasat a
g¢lbol, és a festdoldatot is kiméli. Fixalds utan a fehérjezondkat festéssel tessziik
Festésre leggyakrabban az amidofeketét vagy a Coomassie-kéket hasznaljuk, melyek

gélen megkotddo feleslegét mosassal kell eltavolitani.

A proteinogram kiértékelése festés nélkiil is megvaldsithato az UV fényabszorpcid
segitségével, de alkalmas erre a fluorimetrias értékelés is fluoreszcens festést kovetden.
A gyakorlatban jobban elterjedt azonban a festett proteinogramok értékelése, melynek
soran a festékek a fehérjemolekuldk szerkezeti sajatsagai miatt kiilonb6zé modon
kotédnek. A megfestett frakciok kvantitative ezért csak ugyanazzal a fehérjével felvett
kalibracios gorbe alapjan értékelhetok. A mennyiségi értékelés kovetelménye a jo
elvélasztas, a denzitométer €s az integrator, illetve a szamitogép szoftver. Ilyen esetben
1s rendkiviili 6vatossaggal kell eljarni, hisz a mennyiségi értékelést befolyasolhatja a
savok nem megfeleld elvaldsa, és ha a detektor érzékenysége nem linedris az

abszorpcidval.

Az elkésziilt proteinogramot 7%-os ecetsavban a festés intenzitdsdnak csokkenése

nélkiil hosszu ideig lehet tarolni. Géllapokat dehidratalassal is lehet tartositani.
5.2.2.2. Specialis alkalmazasok az élelmiszerfehérje kutatasban

Az ¢lelmiszerfehérjék analizisére a PAGE sikeresen alkalmazhato, figyelemmel kell
lenni azonban arra, hogy az elvalasztassal kapott frakciok szdma nem mindig adja meg a
mintaban 1évd kiilonb6zd fehérjekomponensek valosdgos szamat. Ugyanaz a fehérje
vagy enzim tobb csik formdjaban is megjelenhet a proteinogramon, mert ez esetek egy
részében kiilonbség lehet az izomer molekulak méretében, melyet a toltésbeli kiilonbség
vagy a kisebb ligandumkoétés okozhat, és a frakciok konformacioja is kiilonb6z6 lehet.
Eléfordulhat az is, hogy a frakciok heterogenitdsat az eljards soran elkdvetett hiba, a

puffer és a fehérjemolekuldk kozotti kapcsolat, valamint az egyes fehérjefrakciok
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kozotti kolesonhatasok kovetkeztében elballt valtozasok okozzak. Igy vagy az adott
allhat el6, vagy a konforméacidos izomerek kozotti kapcsolodds johet létre, és a

fehérjemolekulak kozotti komplexképzddés sem zarhatd ki az elvalasztas folyaman.

A PAGE alkalmazhat6 élelmiszerfehérjék molekulatomegének meghatarozasara
Is. A fehérjék Na-dodecil-szulfattal (SDS) vald kezelése a molekulakat azonos toltési
random ladncokka alakitja, mely az SDS gél-elektroforézis molekulatomeg
meghatarozasara torténd alkalmazasanak az alapja. A kiilonféle modszerek a fehérjéket
SDS-sel inkubaljak, merkapto-etanollal kezelik, majd detergenst tartalmazo gél- és
pufferrendszert hasznalnak, melynek soran az SDS-fehérjekomplex elektroforetikus
vandorlasa a molekulatomeggel lesz aranyos. A vizsgalandé fehérje mozgékonysagat
ismert molekulatomegli fehérje mozgékonysdgaval dsszehasonlitva a molekulatomeg
meghatarozhat6. Kalibracids gorbe készitése céljabol meghatarozzuk kiillonb6z6 ismert
molekulatomegii fehérjék mobilitdsat, majd rendszerint a molekulatomeg logaritmusat
a mobilitas fiiggvényében abrazolva olyan hitelesité gorbét kapunk, melynek
segitségével a vizsgdlt fehérje molekulatomege a relativ mobilitds alapjan

meghatarozhato.

A PAGE ol hasznalhatd enzimek specifikus kimutatasara, elvalasztasara és
mennyiségi meghatarozasara is. Ezen til a PAGE alkalmazhat6 az élelmiszerfehérje
kutatasban kiilonféle fehérjék szétvalasztasara. A tobbkotetnyi alkalmazas koziil
kiemelkedd, hogy a PAGE-t alkalmaztak a bab oldhato fehérjéinek izolalasara, kozeli
rokonsagban 1év0 novények rokonsagi fokanak meghatarozésara, allati eredetli fehérjek
(tej, tojas, hus) fehérjefrakcidinak elemzésére és az izomszovet oldhato fehérjéinek
jellemzésére. Az utdbbi iddben olyan bonyolultnak tiind feladatokat is sikeriilt a PAGE-
val megvaldsitani, mint a kiilonbozé faji allatok tejének megkiilonboztetése és a
keverési arany meghatarozasa. Ennek sordn VOROS és mtsai. egyrészt a kancatej
fehérjefrakcidit tanulmdnyoztak, masrészt modszert dolgoztak ki a kancatejhez

hozzakevert tehéntej mennyiségének meghatarozasara.
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5.2.3. Kiilonféle  fehérjék  szétvalasztasa és  meghatirozasa

izoelektromos fokuszalassal

Az elektroforézis konstans pH-ju gélek és pufferek segitségével torténik, ezzel szemben
az izoelektromos fokuszalashoz (IEF) olyan pH-gradienst hozzunk létre, amely a
katédtol az anédig folyamatosan valtozik, igy tulajdonképpen pH-gradiens
segitségével végezziik az elektroforézist. A pH-gradiensben az egyes fehérjék
toltésliknek megfelelden vagy a katodd, vagy az andd irdnyaba vandorolnak, ott azonban,
ahol a pH az egyes molekuldk izoelektromos pontjdnak megfeleld, megallnak, hisz ott
toltéssel nem rendelkezd, semleges molekulaként viselkednek. Osszefoglalva tehat a
fehérjék abban a pontban fokuszalédnak, ahol a kozeg pH-ja a fehérje pl-jével
azonos. A modszer kidolgozasat az tette lehet6vé, hogy eléallitottak a vive amfolin-
preparatumot, amely kiilonb6z6 poliamino- és polikarboxisavak keveréke, mellyel
sikeriilt megvalositani a folyamatosan valtozo pH-t, mely pH-gradiens a meghatarozas
soran stabilis. Az alifds poliamino- és polikarboxisavak jol oldédnak vizben, pH-
értékiik kiilonb6zo, az egyes komponensek pH-ja 3 és 10 kozott valtozik, de megfeleld
modszerrel a pH-intervallum valaszthatd példaul 4 és 6, 5 és 8, 7 és 9 vagy 8 és 10
kozott. A vivé-amfolineknek 280 nm-en van abszorpcidja, ami kis fehérjekoncentracio
esetében nagyobb hibat okozhat. Ha a fehérjetartalmat szinreakcioval akarjuk
meghatarozni, akkor mindenképpen dializist kell alkalmazni legalabb 500-szoros

térfogattal szemben, 72 6ran at, az oldoszert 10—12 6ranként cserélve.

Az izoelektromos fokuszalast szachar6z gradienssel is kombinalhatjuk, melynek
segitségével elsésorban a fehérje izoelektromos pontjat tudjuk megallapitani.
Napjainkban legnagyobb jelentdésége a poliamid-gélben végzett izoelektromos
fokuszalasnak van, melynek segitségével tobbek kozott a tejfehérje genetikai
variansokat is szét lehet valasztani. Az izoelektromos fokuszalas alkalmas lehet arra is,
hogy kiilonféle fajok egymashoz kevert, hasonld karakteri fehérjéit szét lehessen
valasztani, és mennyiségilket meg lehessen hatdrozni. VOROS ¢és mtsai. arra
vallalkoztak, hogy a draga kancatejhez hamisitasi célbol hozzakevert tehéntejet egyrészt
kimutassak, masrészt annak mennyiségére kozelitd informaciot kapjanak. A
fehérjefrakciok elvalasztasat CA-1EF (+10 mg glicin)-rendszerben, 124x258x0,2 mm-es
gélen végezték, 0,5 M H3PO, anddpuffer és 0,5 M NaOH katodpuffer alkalmazésaval.

A minta higitasa 10 mg/cm?®, a mintafelvitel modja sz{ir6papir, a felvitt mennyiség pedig
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11 ul/slot volt. A fixalast 12,5%-os triklorecetsavval, a festést pedig 0,15%-0s Serra-

blue-G-vel végezték.

Az izoelektromos fokuszalassal a kanca- és a tehéntejbdl késziilt elektroforetogramokat
Osszehasonlitva feltind a két allatfaj tejfehérje szerkezetének kiilonbsége, amely
legmarkansabban a tehéntej asi-kazein komponenseinek helyzetével és azok intenziv
tonusaval jellemezhet6. A kancatej ugyanezen a helyen nem tartalmaz
fehérjekomponenseket, ezért ha a hasonld korilmények kozott végzett IEF soran a
kancatejmintdban ebbe a tartomanyba esé fehérjék fordulnak eld, akkor biztosan
allithatd, hogy a kancatejet mads, vélhetden tehéntejjel elegyitették. Ha az
elektroforetogramrdl  denzitogramot is készitlink, akkor a kontroll tejmintak

felhasznalasaval az elegyités mennyiségi aranyara is kaphatunk informaciot.
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