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A kutatas célkitlizései:

Az elvégzett kutatas - az eredeti koncepcidonak megfelel6éen — harom logikusan 6sszefliggé
részterliletre oszthatd: (1) Nagyszelektivitasi ion-kromatografids modszer fejlesztése
tobbértékl fém-keldat komplex anionok analitikai elvalasztdsara pellikularis ioncserélén.

(2) 2DHPLC rendszer funkcionalis paramétereinek optimaldsa és elméletének fejlesztése az
ioncserés és a forditott fazisi kromatografia kombinalasaval. (3) Kérnyezeti szennyez6 és
bioaktiv modell-mintak  fotokémiai bomldsanak nyomon kovetése Uj ion-és
folyadékkromatografids mdédszerekkel. A kutatas témakorének aktualitdsa szempontjabdl ki
kell emelni, hogy e feladatok egy dinamikusan fejl6dé szakteriilethez sorolhatdk. A bioaktiv
ionos komponensek és kiilonésen az alkalmazott metodikak (HPIC, 2DHPLC, UHPLC) a
kromatografias alapkutatasok targya a vilag vezet6 analitikai kémiai laboratériumaiban.

A kutatas eredményeinek publikacidja:

A kutatdmunka eredményeit - az OTKA tamogatds feltlintetésével - 7db nemzetkozi referalt
tudomdnyos kozleményben publikadltuk a szakterilet vezet6 folydirataiban, 6sszesitett IF=
24.656. 1 cikk bekildése folyamatban van. 25 kutatasi anyag nemzetkdzi konferencian
szerepelt. A munka soran 1 PhD dolgozat ill. fokozatszerzés és 2 diplomadolgozat sziiletett.

A kutatds eredményeinek bemutatdsa, jelentdsége:

1. Nagyszelektivitdsu ion-kromatogrdfias modszer kifejlesztése tobbértékii fém-kelat
komplex anionok és ligandumaik analitikai elvalasztdasdra pellikuldris ioncserélé fazison.

1./ A. ) Felismertuk, hogy megfelel kémiai paraméterek mellett a pozitiv fémion anionos
keldt komplex formava alakithaté és az ionos toltésszam alapjan egy injektumbdl szimultan
elvalasztasokat lehet végrehajtani szerves, szervetlen anionokra, fém-komplexekre egyarant.
Igazoltuk, hogy ebben a rendszerben akar egy komponensbdl is két hasznos kromatografias
jel generalhatd, az anionos fémkomplex ill. a fém-kation eredetileg jelenlévé anionja altal
[EDTAY + MCl, < (MEDTA)* +2CI" ].

Atmeneti-fém keladt-komplex anionok analitikai elvalasztasat végeztik el etilén-diamin-
tetraacetat (EDTA) és 1,2-diamin-ciklohexan-tetraacetat (DCTA) ligandumok jelenlétében
ion-kromatografias rendszerben érzékeny membran-szuppreszalt vezetGképességi
detektaldssal. A bdzisos pH-ju eldcid sordn a mintakomponensek a komplexképzé
ligandumokkal kilonb6z6 vegyértékl, valtozd mdltorteloszlasy, de stabil anionos
komplexeket képeznek, amelyek a kromatografids folyamatban nyomon koévetheték. A
modszer el6nyos korilménye, hogy a komplexek stabilitdsa és a szelektiv ellcid
szempontjabol azonos lugos pH tartomany (9-11) a kedvezs. A komplexalt ML forma ill. a



disszocialt L forma atalakuldasanak kinetikajat is vizsgaltuk - a sebességi allandok
figyelembevételével — valdszinliségi slirliségfliggvény, P(L,ML)(x) felallitdsdval. Kromatogram
ugyanis felirhaté, mint a komplexdlt anion és a disszocialt anion mélfrakcidival sulyozott
valoszinlségi fliggvények dsszege. A sulyozott fliggvények altal kvantitativ modon leirtuk és
demonstraltuk a két fazisban lejatsz6dé megoszlasi folyamatot ill. elucids profilt.
Megmutattuk, hogy a komplexek és a ligandumok egyideji megjelenése a kromatogramban
kinetikus okokbdl elvileg nem akaddlyozott, ha a konverzié mértéke kisebb, mint 10%/min. A
protondlt formak megjelenése kizarhatd a protolizis nagy sebessége miatt. Az elvdlasztasok
mechanizmusanak meghatarozasa ill. a szelektivitds javitdsa iteraciéval és retencios
egyensulyi modell' szamitdsai alapjan tortént (pH, komplex stabilitasi értékek, komplex
moltort, molaris frakcidk, ioncsere-kapacitds, komponensek pK értékei, eluens Osszetétel).
Meghataroztuk az elvalasztasokat befolydsold optimalis paramétereket, amelyek alapjan
retencios sorrendet azonositottunk Cu-EDTA, Cu-DCTA, Zn-EDTA, Zn-DCTA, AI-EDTA, AI-DCTA
komplexekre ill. a kisér6 tobbértékld ligandumok komponenseire egyarant. Az
aminopolikarboxilat ligandumok 2-, 3- és 4- negativ toltésd formai is elvalaszthatok
egymastdl . Az EDTA ligandum esetében ezek a komponensek a koeludlédé EDTA* + HEDTA®
ill. a NaEDTA*- és a Na,EDTA”. A retencids sorrend igazoladsara ,heart-cutting” modszert
vezettiink be. Az egyes komplexeknek megfelel6 kromatografids csicsok retencids savjaiban
térfogati frakcidkat preparaltunk, és a fémionokat ICP atomspektroszkdpiaval, a
ligandumokat FTIR spektroszképidval (ATR reflexid) kontrolldltuk. A szerkezetet a ligandumra
jellemz8 szimmetrikus és aszimmetrikus COO- vegyértékrezgések (1800 — 1300 cm™)
igazoltdk a kromatogrambdl szarmazd mintdk spektrumain. A fémionok a kelat ligandumok
altal mobilizdlédhatnak és nem kivdnatos bioldgiai, kornyezeti, biogeokémiai
korfolyamatokban vehetnek részt. Ezért a kifejlesztett szelektiv mdodszer alkalmazasanak
jelent6ségét hangsulyozni kell. Jelenlegi ismereteink szerint a keldt-komplexek, ligandumaik
és kiséré anionjainak szimultdn kromatogréfids moddszere és annak részletes leirdsa a
szakirodalomban elsé izben dltalunk lett publikalva: Tofalvi R.; Horvdth K.; Hajos P.: High
Performance lon Chromatography of Transition Metal Chelate Complexes and
Aminopolycarboxylate Ligands. Journal of Chromatography A, 1272, 26.,2013. IF: 4,612

1/ B.) A fém-kelat komplexek és a kiilénb6z6 amino-polikarboxildt ionos rendszerek korét és
kromatografids modszerét tovabbfejlesztettiik az orvosi képalkotd rendszerekben (MRI,
MRA) in vivo kontrasztanyagként fontos gadolinium-kelatok; a Gd-EDTA és diagnosztikailag
jelent6s Gd-dietilén-triamin-pentaecetsav (DTPA) részletes vizsgalatara. A ferromagneses
gadolinium komplex-vegyiiletek alkalmazdsa bomlasi reakciéi révén kockazatos, amelynek
analitikai kovetése és a mechanizmus felderitése alapvetd feladat. Nagyszelektivitasu anion-
kromatografids maddszert dolgoztunk ki e bonyolult Osszetételli komponensek szimultan
analitikai meghatarozasara (Dionex 300 IC, CA, USA). Ez lehet6vé teszi, hogy a f6 komponens
mellett a kiséré ligandumok, matrix ionok is vizsgalhatok. KomplexképzG6dési és
protonalddasi egyensulyi szamitasokkal terveztilk a komponensek varhatd retencids
sorrendjét. Moltort eloszlasi és stabilitasi szamitdsokat végeztiink a két ligandumra az eluens
pH-tartomanyban. Meghataroztuk a moddszer optimalis elvdlasztdsi ill. detektalasi
koriilményeit (oszlopkapacitds, mozgdfazis 6sszetétel és pH), a szervetlen és szerves ionok
zavaro hatasat, ill. kimutatasi hatarat (0.33 mikromol).

1Hajés P., Horvath O., Denke V.: Analytical Chemistry, 67, 434-441, 1995
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Az egyes Gd komplex ionok kromatografids jelenlétét ICP-OES (Perkin Elmer Optima 2000)
spektroszkdpids moddszerrel igazoltuk (Id.1/A. és 1.dbra) Szilard fazisi mikroextrakcids
madszerrel elényodsen bdvitettlik az eljarast, melynek soran a kationos cartridge a kdzponti
anionok esetén viszont szelektiv eltavolitast eredményezett.
2.abra
A felbontasi értékek a célkomponens és a
kiséré matrix ionok kozott megfelel6 értéklek
K (Rs >1.3) kell legyenek. Ezért az egyensulyi
s retenciés modell alkalmazasaval szdmitott
retencids adatok és a szarmaztatott Rs fliggvény
alapjan a felbontas értékeit az elucié
paramétereire optimaltuk (2. dbra). Az eljards
kiilondsen a foszfat-ion esetében bizonyult
hasznosnak, mert az optimum mellett
kijelélhet6 és értelmezhet6 volt a retencids
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by sorrendvaltas is az elucido koérilményeinek
BB Ko valtozdasakor. (Hajos P.; Lukdcs D.; Horvdth K. :
gl"g Profiling of Gadolinium-Chelates as MRI

Contrast Agents by High Performance lon-Chromatography. 7" European Bioanalysis Forum,
Barcelona, Spanyolorszag, November 19-21.,2014, kézlemény bekildés alatt, J. Chrom.A.)

2. A 2DHPLC (ioncsere- és forditott fazisi kromatografia) funkcionalis paramétereinek
optimaldsa és elméletének fejlesztése.

A nagyszamu komponenst tartalmazé mintak analizise meghaladja a konvenciondlis,
egydimenzids kromatografias rendszerek teljesit6képességét. A probléma megolddsara nagy
figyelem fordul a tobbdimenziés folyadékkromatografia fejlesztéseire, melyekkel elérhetd,
ill. meghaladhaté a komplex mintakhoz sziikséges kromatografias hatékonysag. Az elméleti
megalapozottsagu alapkutatas és a gyakorlati kivitelezések megvaldsitdsaban elsé |épésként
a csatolt 2D elvalasztasi mUszerrendszert sikeresen Osszeépitettiik, és igy szimultan



Uzemmoddban nagy szelektivitdsu elvalasztdsokra nyilt lehetdség két kiilonb6z6 retencids
mechanizmus (IEX+RPHPLC analitikai oszlopok) egyideji alkalmazasaval. A megfelels
funkcionalis paraméterek kijelolése, a két késziilék illesztése (Agilent 1290 Infinity + 1100
Series, USA), 6sszehangolt mikodése feltétele volt a megbizhaté elvalasztasoknak.

2./A Uj algoritmust fejlesztettiink 2DLC elvalasztasok optimalizalasara kationcserét alkalmazva
az els6-, forditott fazisu alléfazist a masodik dimenzidban. Az optimdlé algoritmus (1)
minimalizalja az elvalasztas soran felhasznalt eluens mennyiségét, igy annak kornyezeti
hatdsat, (2) ugyancsak minimalizalja az analizisid6t és a mintaveszteséget, (3) az eddigi
paraméterek és a rogzitett ill. igényelt csUcskapacitds mellett maximdlja az elvalasztas
hatékonysagat. A tesztelés soran triptikusan emésztett szérum albumin fehérje (BSA, Mt =
66,5 kDa) mintak vizsgdlatara kerlilt sor. A minta tripszin hatasara létrejott peptidek és
polipeptidek keveréke. Az off-line elrendezésli kétdimenziés analitikai elvdlasztasi
rendszerben az elsé dimenzidban egy szilika alapu er6sen savas kationcserél6 tulajdonsagu
SCX oszlopot, masodik dimenzidban egy forditott fazisu, C18 alkil lancot tartalmazé analitikai
oszlopot hasznaltunk. Az optimalasi algoritmus igényelte az elvdlasztasi rendszerek
hatékonysaga szempontjdbdl optimalis térfogatdram értékét, amelyet alkalmas kisérlet-
sorozat adataibdl a mddositott van Deemter egyenlettel (Knox) allapitottunk meg.

3.abra Az olyan 2DHPLC rendszerbedllitasok,
amelyek ennek az optimald szintnek
megfelel6en torténtek, alkalmasak a
2, lehet6 legnagyobb csucskapacitds-
értékek és hatékonysadg elérésére
minimalis eluens felhaszndldsa mellett
15 Vio/n, (3.abra). Horvdth K.; Sepsey A.; Hajos
fieszermis P Solvent minimization in  two-
dimensional liquid chromatography,
Journal of Chromatography A, doi:
0 10.1016/j.chroma.2014.12.001,2014.
IF :4.258
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2./B.) A 2DHPLC rendszer tovabbi fejlesztésében tobb funkcionalis paraméter (hatékonysag,
allofazis részecskeméret-szerkezet, -eloszlas, dimenzidk kozotti higulds) kordlményeit
vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a két dimenziéd kozotti mintatranszfer sordn, szérum
albumin vizsgalatdban a komponensek a mintavételezés fazisatdl fliggéen kb.50-szeres
higuldst szenvednek mire a masodik dimenziéba érnek. Ez a korilmény befolyasolhatja a
detektalasi viszonyokat. Liofilizalast alkalmazva, off-line esetben ez a hatds 1/5 részére
csokkenthetd. Az elvdlasztasok gyors és hatékony elvdlasztasokat igényelnek a masodik
dimenzidban. A hatékonyabb 3ll6fazisok, melyek kielégitik ezen kovetelményeket,
héjszerkezetliek. Vizsgdltuk a pordézus héj vastagsaganak hatdsat az elvalasztas
hatékonysagara. A folyadékkromatografia altalanos sebességi modelljét megoldva
meghataroztuk kilonb6z6 méretli komponensek (kisméretli molekulak, kdozepes méretl
peptidek, nagy méretl peptidek, kozepes méretli fehérjék) HETP gorbéjét. Megallapitottuk,
hogy az elvalasztas hatékonysaga vékonyabb pordézus héj esetén jelentGsen nagyobb, mint
teljesen pordzus részecskék alkalmazdasanal. Gritti F.; Horvath K.; Guiochon G.: How changing
the particle structure can speed up protein mass transfer kinetics in liquid chromatography,



Journal of Chromatography A, 1263, 84., 2012 IF:4,612; Horvdth K.; Hajos P.: One Step
Further on the Way Toward the Ultimate Stationary Phase: Analysis of Efficiency of Bi-Layer
Core-Shell Particles, 39th International Symposium on High-Performance-Liquid-Phase
Separations and Related Techniques (HPLC 2013), Amszterdam, Junius 15-21. 2013., felkért
el6adas, Abstr.ORS, p.10-11.,

A kromatografia sebességi modellje alapjan szamitasokat végeztlink arra vonatkozdan is ,
hogy a korszer(i nagyhatékonysagu toltetek méreteloszldsdnak szérasa hogyan befolydsolja a
hatékonysagot. A minta molekulaméret novelésével a széras hatdsa szignifikdns modon
csokkent. Az 5 mikronos fazisok esetén 1,0 um-es szdrds mellett kozepes molekula méretd
peptidekre kozel 10%-os hatékonysag romlast tapasztaltunk, mely proteinek esetében elérte
a 15%-ot. Az elvalasztasok tervezésénél szamitasainkkal becsilheték a varhatd hatékonysag
értékek a szilard fazisok szerkezeti, fizikai tulajdonsagai alapjan.

3.) Kornyezeti szennyez6 és bioaktiv modell-mintak fotokémiai bomlasanak nyomon
kovetése 0j ion-és folyadékkromatografias modszerekkel.

Ultra nagyhatékonysagu folyadékkromatografidas (UHPLC) és ion-kromatografias (HPIC)
modszereket dolgoztunk ki fellletaktiv anyagok ézonnal kombinalt fotokatalizalt
degradacidjanak nyomon-kovetésére. A fellletaktiv anyagok novelik a bioldgiai
akkumulaciéban résztvevd hidrofdb szerves vegyliletek oldhatdsagat, és ezen keresztiil karos
kornyezeti hatdsat. Ezért kornyezetkémiai szempontbdél kilondsen fontos a kilonbozé
katalitikus mentesitési eljardsok hatékonysaganak mindsitése, a mechanizmusok felderitése,
a koztitermékek, bomlastermékek megbizhatd monitorizdlasa. Linedris alkilbenzol-
szulfonatok (LAS C10-C13) oxidativ degradacidjara vonatkozé vizsgalatok soran a keletkezd
szulfit- és szulfat-ionok HPIC meghatdrozdsdra bdazisos eluenst és szuppresszalt vezetési
detektort alkalmaztunk. Ezzel parhuzamosan vizsgdltuk (HPLC Agilent 1290 Infinity) a LAS
molekuldk koncentracidjanak csokkenését viz/metanol rendszerben UV detektdlassal. Ezen
maodszerek kvantitativ eredményei alapjan megallapithatd volt a heterogén fotokatalizis
paramétereinek hatdsa és a bomlasi mechanizmus (oxidacié, aromas gy(rd nyitasa) részletes
Osszeflggései. Zsildk Z.; Fonagy O.; Szabd-Bdrdos E.; Horvdth O.; Horvdth K.; Hajds P.:
Degradation of industrial surfactants by photocatalysis combined with ozonation. Environ.
Sci. Pollut. Res. 21(19), 11126., 2014, IF: 2,757, Zsildk Z.; Szabd-Bdrdos E.; Fonagy O.;
Horvdth O.; Horvdth K.; Hajoés P.: Degradation of benzenesulfonate by heterogeneous
photocatalysis combined with ozonation. Catalysis Today 230, 55., 2014, IF: 3,309; Hasonlé
célbél UHPLC mddszert alkalmaztunk a bioldgiai folyamatokban kiilonésen nehezen
lebonthatd oktilfenol-polietoxilat (TritonX-100) detergens fotokatalizadlt degraddciéjanak
kovetésére. Gradiens elucidban az eluens paramétereit és az analizis id6t optimaltuk az
egyes oligomer koztitermékek teljes korl felbontdsa céljabdl. Hegeddis P.; Szabo-Bdrdos E.;
Horvadth O.; Horvdth K.; Hajos P.: TiO, mediated photocatalytic mineralization of a non-ionic
detergent: comparison and combination with other advanced oxidation procedures,
Materials. Manuscript ID: materials-69907, 2014, doi: 10.3390/ma8010231 IF: 1,879.

A kutatas id6tartam mddositasa: A Pannon Egyetem kémiai tanszékeinek a futamidd alatti
kozm(- és infrastrukturdlis atépitése miatt - a 3 éves koltségterv valtoztatdsa nélkil - a
befejezési hatdrid6 2014. december 31-re moddosult. OB Kollégium engedélye: MIK-
07721/2012.11.09, MIK-00650/2014.02.05.



