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Kémiai reakciok szerepe az analitikai kémiaban

GOROG Sandor
Richter Gedeon Rt, 1475 Budapest, Pf. 27

1. Bevezetés

Osszeallitisunk célja rovid Aattekintést adni a kémiai
reakciok szerepérdl a jelenkori analitikai kémiaban. Hogy ez
a kérdéskor ma, a fizikai elveken alapulé modern analitikai
modszerek koraban is aktudlis, s6t uj vonasokkal, alkalmazési
lehetéségekkel gazdagodott, azt az is mutatja, hogy egy
legtijabb kiadasu analitikai enciklopédia kiilon fejezetet
szentelt a (szarmazék-képzési) reakciok alkalmazasanak'.
A témateriilet rendkiviil kiterjedt irodalma és a jelen
dolgozat terjedelmi korlatai természetesen csak a fontosabb
iranyzatok bemutatasat és vazlatos targyalasmodot tesznek
lehetévé. Ugyanezen okokbdl az irodalomjegyzékben az
olvaso elsdsorban monografiakat ill. fontosabb dsszefoglalo
dolgozatokat talal; kisérletes munkakra csak néhany
kivételes esetben hivatkozunk.

2. Torténeti attekintés
2.1. Klasszikus analitika

Kémiai reakcidk alkalmazasa az analitikai kémiaban egyid6s
magaval az analitikaval®. A klasszikus analitika modszerei
kozil a titrimetria a meghatarozandé anyag ¢és a mérdoldat
reagense kozotti gyors, gyakorlatilag pillanatszerti kémiai
reakcion vagy egy lassubb de teljessé tehetd reakcion és
a reagens felesleg visszatitraldsan alapul. igy pl. acetil-
szalicilsav titrimetrids meghatarozasara két Iehetdséget
is alkalmaznak: (1) direkt titralas natrium-hidroxid
mérdoldattal natrium-acetil-szalicilat allapotig; (2) reakciod
natrium-hidroxid feleslegével natrium-szalicilat és natrium-
acetat allapotig, majd a reagens felesleg visszatitralasa sosav
vagy kénsav mérboldattal. Ez utobbi mddszert hasznaljak
a leghjabb gybdgyszerkonyvek is**. Hasonldo megallapitas
tehetd a titralasok valamennyi formajara (sav-bazis, redox,
csapadékos, komplexometrias titralasok)’. A titralasok
végpontjanak jelezésére az analitika klasszikus korszakaban
altalaban egy-egy madsodik (szinvaltozassal jaro) reakcid
szolgalt: ilyenek a sav-bazis reakcioknal alkalmazott
indikatoroknak a végpontban végbemend protonalddasi-
deprotonalodasi reakcioi, redox indikatorok oxidacioja-
redukcidja. Masodik reakciot hasznalunk, pl. klorid ionok
Mohr f. argentometrids titralasa soran a végpont jelzésére:
ez a titrald agens feleslegbe keriild eziist ionjainak szines
csapadékot eredményezé reakcidja kromat ionokkal. Eziist
ionok Volhardt modszerrel torténé meghatarozasa soran
az eziist és rodanid ionok kozotti, csapadék-képzéshez
vezetd titralas utdn a masodik reakcio a feleslegbe keriild
rodanid ionok és az indikatorként hasznalt vas(IIT) ionok
kozotti, szines komplexhez vezetd reakcid. Ugyancsak
szines komplexek képzOodésén, mint masodik reakcion
alapul a kiilonb6z6 fémionok komplexometrias titralasa,
amikor a méréoldat reagense a leggyakrabban etiléndiamin-
tetraecetsavas natrium?’.

Természetesen kémiai reakciok képezték az alapjat a
szervetlen €s szerves anyagok széles korére alkalmazhato,
oldhatatlan csapadék levalasztasara, Kkiszlirésére ¢és
tomegének mérésére alapozott nagy pontossagu, de ma
mar joszerével inkabb csak torténeti szempontbol jelentds
gravimetrids modszereknek®.

2.2. A miiszeres analitika 0j lehet6ségei. Kémiai analizis
kémiai reakciok nélkiil?

A fizikai ill. fizikai-kémiai alapokon allé6 miiszeres analitikai
moédszerek megjelenése az analitikai kémiaban a 20. szazad
elején és tomeges elterjedésiik a szazad kozepén’ az analitika
lehetdségeinek rendkiviili mértéki kiterjesztésén tilmenden
0j helyzetet teremtett a kémiai reakciok felhasznalasat
illetéen is. Az analitika szamos teriiletén sziikségtelenné
valt kémiai reakciok alkalmazasa. Hogy csak néhany példat
emlitsiink, kémiai reakciok alkalmazasa nélkiil elvégezhetd
az analizis a molekula-spektroszkopids modszerek, pl.
UV-lathato spektrofotometria, infravords, az egyre inkabb
6nallo analitikai agazatként megjelend kozeli infravords
(NIR), magmagneses rezonancia (NMR) spektroszkopia €s
a fluorimetria, a vékonyréteg-kromatografia/denzitometria,
hévezetoképességi detektorral végzett gazkromatografia
(GC), UV vagy fluorimetrias detektorral végzett
nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia (HPLC) ¢és
(kapillaris) elektroforézis (CE), alkalmazasaval, szamos ion
meghatarozasa ionszelektiv elektrodok segitségével, stb. A
kémiai reakci6 kikiiszobolése szamos elénnyel jar, mint pl.
az idében elhtizodo, egyensulyra vezetd és ezért nehezen
teljessé tehetd reakciokbol fakado nehézségek kiesése, draga
reagensek felhasznalasanak elkeriilése, stb.

A miszeres analitika fejlédése soran hamar nyilvanvalova
valt azonban, hogy a kémiai reakciok az 0j helyzetben is
nélkiilozhetetlen eszkdzei a kémiai analizisnek. Itt nem
elsdsorban azokra az esetekre gondolunk, amikor kémiai
reakcio része a miiszeres jelképzésnek (a vizsgalt anyag
clégése a gazkromatograf langionizacios detektoraban,
fragmentacioja a tomegspektrometrias mérés soran, csekély
aranyu atalakulasuk elektrokémiai miiszerek elektrodjanak
feliiletén, stb.). A korszerli, miliszeres analitikai mdodszerek
talnyomd részének esetében a moddszer alkalmazasi
lehetdségei nagymértékben kiterjeszthetdok, szelektivitasuk,
érzékenységiik novelhetd, ha a mérést kombinaljuk egy, a
jelképzés eldtt végrehajtott kémiai reakcioval. Ez 4 helyzetet
teremtett kémiai reakciok analitikai alkalmazasa teriiletén:
a megfeleld reagensek és reakcidk kutatdsa, a reakciok
optimalis alkalmazasi lehetdségeinek felderitése (on-line
alkalmazasok, automatikus, robotizalt analizatorok) fontos
kutatasi teriiletei a mai napig is az analitikai kémianak.

Ebben a tanulmanyban a teljességre valdo torekvés
nélkiil Osszefoglaljuk a kémiai reakcidk szerepét a
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jelenkori analitikai kémia néhdny fontos &agazatdban.
Kémiai reakcion nem csak a szo klasszikus értelmében
vett reakciokat, kovalens, komplex ¢és ionos kotés
létrejottét vagy atalakulasat értjiikk, hanem gyengébb
kolcsonhatasokkal jellemezheté adduktok létrehozasat is.
A modern analitikdban (kiilondsen a kromatografidban és
rokon teriiletein) az analizis sordan alkalmazott reakcidt
altalaban szarmazék-képzésnek (derivatizacio) nevezik®
15, Szarmazék-képzésnek altalaban olyan reakcidkat
neveznek, amelyek soran hozzdadunk a molekuldhoz
egy olyan molekularészt, ami a fenti kdvetelményeknek
megfelelden egy-egy modszer alkalmazasi lehetdségeinek
a vizsgalt anyagra vald Kkiterjesztése vagy a szelektivitds
és érzékenység novelése céljabol alakitja at a molekulat.
Ez azt jelenti, hogy a szarmazék-képzés soran a molekula
nagysaga, kotési rendszerének bonyolultsaga altalaban nd.
Szamos olyan, altalunk korabban ,,retro-derivatizaciésnak”
nevezett modszer'®'® is 1étezik azonban, ahol a célt a
molekula nagysaganak novelése nélkiil, sot esetleg éppen
csokkentése révén lehet elérni. Ilyen esetek, pl. a molekulak
hidrolitikus hasitasa, (jelentds) molekulatomeg valtozas
nélkiil végbemend oxidacios vagy redukcios folyamatok,
stb. Szélesebb értelemben ide sorolhato a bioanalitika néhany
fontos reakcidtipusa, mint pl. metabolitok enzimatikus vagy
szolvolitikus dekonjugéaldsa vagy biomakromolekulak
enzimatikus vagy hidrolitikus lebontasa (szekvenalas, stb.).

3. Kémiai reakciok a jelenkori analitikai kémiaban
3.1.Titrimetria

A  kémiai reakciokra alapozott klasszikus analitika
madszerei koziil a titrimetria csekély szelektivitasa ellenére
mind a mai napig jelentés szerephez jut egyebek kozott a
gyogyszer-analitika teriiletén, ahol lehetéségei az utolsd
félévszazadban a nemvizes kozegben végzett titralasok'
elterjedésének kovetkeztében még szélesedtek is. Ezen a
teriileten a leglényegesebb valtozas az, hogy az indikatorok
alkalmazasat egyre inkabb kiszoritja a miiszeres, els6sorban
a potenciometrikus végpontjelzés.

3.2. Spektroszkopias és spektrofotometrias
moédszerek

3.2.1. Ultraibolya-lathato spektrofoto-metria®*-*

Ez a miszeres modszer terjedt el a legkorabban és a
legnagyobb mértékben az analitikai gyakorlatban. A
fejlédés azonban itt sajatos helyzetet teremtett. Bar
spektrumok felvételére és kvantitativ mérésre is alkalmas
spektrofotométerek mar az 1910-es években rendelkezésre
alltak, tomeges alkalmazasra a szdzad kozepéig csak a
lathato spektrumtartomanyban mitk6do, sziirés fotométerek
kertilhettek. Ezek hasznalatanak természetesen eldfeltétele
volt a meghatarozando szintelen anyagok atalakitasa szines
vegyiiletekké. A fotometria/kolorimetria aranykoranak
az 1920-as — 50-es évek tekinthet6k. Ekkor dolgoztak
at a szervetlen ¢és szerves anyagok széles korének
kimutatasara/azonositasara mar korabban rendelkezésre
allo és széles korben felhasznalt szinreakciokat kvantitativ
analitikai célokra. Példaként megemlitjiik vas(III) ionok
meghatarozasat rodanid komplex alakjaban, szalicilsav
meghatarozasat vas(IIl) komplexe formajaban aromas
aminok ill. fenolok meghatarozasat diazotalas és azo-

kapcsolasi reakcio utan, alkaloidok meghatarozasat pikratta
valo atalakitds utan. Szamos 0j moddszert is kidolgoztak
ezekben az évtizedekben.

A 20. szazad masodik felében 1 helyzet alakult ki a kémiai
reakcidkra alapozott spektrofotometrias modszerek teriiletén.
A széles korben elterjedt ultraibolya spektrofotométerek
igen sok esetben feleslegessé tették a meghatarozandd
anyag elozetes kémiai atalakitasat. Megfelelé UV
spektrofotometrias aktivitassal rendelkez6 anyagok analizise
soran (kiilonosen a szelektivitast nagyban ndveld, széles
korben elterjedt derivald egységek alkalmazasa esetén) sajat
fényelnyeléstikon alapuldé modszerrel sokkal egyszeriibben
és pontosabban lehet elvégezni a meghatarozast.
Mindazonaltal UV-inaktiv anyagok analizise esetén vagy
UV-aktiv anyagoknal a szelektivitas és/vagy az érzé¢kenység
novelése, automata analizatorok, féként a FIA (flow-
injection analysis) technika alkalmazasa esetén mind a mai
napig is alkalmaznak kémiai reakciokat.

Néhany példa a fém-analitika®* teriiletérél vas(Il) ill.
vas(IIl) ionok meghatarozasa 2,2’-dipiridil vagy 1,10-
fenantrolin ill. rodanid komplex formajaban, szamos fémion,
mint pl. réz(IT), eziist(I), 6lom(IT), Zn(Il) és Hg(Il) mérése
ditizon komplexiik alakjaban. UV-VIS-aktiv komplexek
képzésének jelentdsége van szervetlen ionok indirekt UV
detektalason alapuld ion-kromatografias analizisében is.

Néhany, még a legjabb gyodgyszerkonyvekben** is
alkalmazott, kémiai reakcidkra alapozott modszer?! egyebek
kozott  szalicilsav — szennyezés meghatarozasa acetil-
szalicilsavban vas(III) komplexe segitségével, alkaloidok
és egy¢éb bazisok mérése kiillonbozo savas festékekkel
végrehajtott ionpar képzés utan, aromas aminok ill. fenolok
meghatarozasa diazotalas és azo-kapcsolds utan, 4-én-3-
oxoszteroidok meghatarozasa izonikotinsav-hidraziddal
vald kondenzacid, redukald o-ketol oldallancot tartalmazo
kortikoszteroidok indirekt meghatarozasa tetrazolium
reagensek segitségével. A korabbi évtizedekben kidolgozott,
rendkiviil nagy szamban rendelkezésre all6 modszer azonban
egészen rendkiviili esetektdl eltekintve sziikségtelenné teszi
Uj modszerek kidolgozasat; az elsésorban gyengébben
felszerelt laboratoriumokbdl szarmazo, idordl-idére még
jobb folydiratokban is feltind 10 modszerek altalaban
korszeritlen, felesleges modszereknek tekinthetok?. Nem
vonatkozik ez a nagy szelektivitasi enzimes modszerekre?’,
amelyek bizonyos, nagyobb dozisban alkalmazott
gyogyszernek biologiai mintdkban valo, eldzetes elvalasztas
nélkili meghatarozasat is lehetdvé teszik.

3.2.2 Fluorimetria*-

Azok a vegyiiletek, amelyek nem rendelkeznek (megfeleléen
intenziv) sajat fluoreszcenciaval, megfelelé reagensek
segitségével atalakithatok fluoreszkald szarmazékokka,
amelyek az  UV-VIS  spektrofotometrianal — akar
nagysagrendekkel nagyobb érzékenységli meghatarozasukat
teszik lehetdvé.

Az ehhez vezet6 reakcioknak két alapvet6 tipusa van.

1. A meghatarozandd szerves vegyiiletet szervetlen
reagensekkel, foként oxidaloszerekkel —alakitjuk  at
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fluoreszkdld szarmazékokka. Ilyen reakcid, pl. morfin
oxidacioja ferricianid reagenssel pszeudomorfinna, ami
nagy érzékenységll, sot szelektivitdsi meghatarozasat
teszi lehetévé, szamos rokon szerkezetli vegyiilet, mint
kodein, dihidromorfin, diacetilmorfin, apomorfin ui.
nem adja a reakcidt. Hasonléan nagy szelektivitds és
érzekenység €rhetd el ugyanezzel a reagenssel B, vitamin
meghatarozasa soran tiokrém szarmazékka vald oxidacidja
utan. Ide sorolhatok a nagy koncentracioji asvanyi savakat
tartalmazo reagensekkel, pl. szteroidok analitikajaban
elérhetd fluoreszcencia, ami szamos klasszikus modszer
alapjat képezte.

2. Korszeriibbek azok a modszerek, amelyek soran
megfeleld funkcidscsoportot tartalmazd — vegylileteket
fluoreszkald  reagensek  segitségével alakitunk  at
fluoreszkald szarmazékka. Mivel az esetek tobbségében
ezeknek a reakcioknak direkt felhasznalasat a feleslegben
levd reagens fluoreszcencidja lehetetlenné teszi, ezek
alkalmazasara altalaban kromatografias és egy¢éb elvalasztasi
modszerekkel kapcsolatban keriil sor. Kivétel, pl. a széles
korben alkalmazott fluoreszkamin, ami maga nem, primer
aminokkal képezett szarmazéka azonban erésen fluoreszkal.
Igen korszerti modszer a nagy szelektivitast id6-felbontast
fluorimetria. Ennek alapjat a meghatarozand6 vegytiletek
Eu(III) ionnal képzett, erdsen fluoreszkalo, hosszi lecsengésii
ideji  komplexei képezik, amelyek fluoreszcenciaja
megfeleld berendezés segitségével elvalaszthaté a gyors
lecsengési idejii fluorszcenciaval rendelkezo hattér és zavard

cres

3.2.3. NMR spektroszképia®

Szerves vegyiiletek lazan kotott hidrogénjei (—OH, —NH,
—COOH, savas —CH) cseréje deutériumra D,0, CD,0OD,
CF,COOD, stb. a fenti csoportok és kdornyezetik NMR
jeleinek aszignalasara szolgald rutinmodszerek kozé
tartozik. A ,shift reagensekkel” mint Eu(acetilaceton)3 ill.
mas europium komplexekkel vald komplexképzés is fontos
eszkoze az NMR spektroszkopids szerkezet-felderitésnek.
Kiralis ligandokat tartalmaz6 Eu(IIl) komplexekkel vagy
ciklodextrinnel valé kdolcsonhatas  kiralis  vegyiiletek
enantiomer feleslegének mérését, akar tized szazalék
nagysagrendi  enantiomer  szennyezés  mennyiségi
meghatarozasat is lehetdvé teszi *.

3.2.4. Tomegspektrometria

A tomegspektrometrias analizis lehetdségeit Kkiterjesztd
szarmazék-képzési reakcidkat a gazkromatografiaval ill.
nagyhatékonysagii  folyadék-kromatografiaval (HPLC)
kapcsolt tomegspektrometria kapcsan késobb targyaljuk.

3.3. Kromatografias és elektroforetikus modszerek
3.3.1. Planaris kromatografia

A csak ritkdn hasznalt, kromatografalast megel6z6
szarmazék-képzési  reakcidknal sokkal fontosabb a
kromatografiasan elvalasztott anyagoknak a rétegen
vald reagaltatasa kiilonbozd, elsésorban permetezéssel
vagy bemartassal, esetleg gazfazisban alkalmazott
reagensekkel’'*2. Ezek célja a foltok lathatova tétele ill.
az elvalasztott vegyiiletek atalakitdsa olyan szines ill.

fluoreszkdld szarmazékokka, amelyek nagyban nodvelik
a detektalas vagy a denzitometrias kvantitativ mérés
szelektivitasat és érzékenységét. Az alkalmazott szamtalan
reagens kozil megemlitjiik pl. natrium-tetrajodobizmutat
(Dragendorffreagens) alkalmazasatalkaloidokra és kvaterner
ammoénium  vegyiiletekre, 4-dimetilamino-benzaldehidet
primer aminokra és aminosavakra, 2,4-dinitro-fenilhidrazint
aldehidekre és ketonokra, ninhidrint aminosavakra és
néhany antibiotikumra, fluoreszkamint primer és szekunder
aminokra, foszformolibdénsavat lipidekre, szteroidokra és
mas vegylletekre, klorgazas kezelést kovetd kalium-jodid/
keményités bepermetezést aminokra és amidokra. Ezeknek
a reakcioknak a mechanizmusa tobbé-kevésbe egyértelmi
és jol definialt. Nem mindig mondhat6 el ugyanez a
szteroidok és mas szerves vegyliletek analitikdjaban gyakran
hasznalt, igen intenziv szinekhez ill. fluoreszcencidhoz
vezetd, meglehetésen tomény savakat (kénsav, kénsav/
vanillin, foszforsav) ill. Lewis savakat (aluminium-klorid,
antimon(II)-klorid) tartalmazo reagensekrol.

3.3.2. Gazkromatografia és GC/MS® 11131633

A szerves vegyiiletek jelentds része eldzetes kémiai
reakcio alkalmazasa nélkiil is gazkromatografalhato. A
szarmazék-képzésnek mégis nagy a jelentOsége itt és a
tomegspektrometriaval kapcsolt gazkromatografiaban (GC/
MS) is, mivel igy a polaris csoportok blokkolasa révén a
vegyiiletek szélesebb korében valnak alkalmazhatova ezek
a modszerek. Ilyen médon ui. ndvelhetd az illékonysag
és javithatd a csucsalak, bizonyos esetekben javithato a
szelektivitas és a detektalas érzékenysége is.

Alkoholok és  fenolok legaltalanosabban alkalmazott
szarmazék-képzési reakcioja a szililezés (leggyakrabban
trimetil-szililezés). A klasszikus reagenspar a hexametil-
diszilazan/trimetil-klorszilan. Sztérikusan gatolt
hidroxilcsoportok szililezésére $zamos reagenst
hasznalnak, mint pl. N,O-bisz(trimetilszilil)acetamid 1ill.
-trifluor-acetamid, N-metil-N-trimetilszilil-trifluoracetamid,
trimetilszilil-imidazol, stb. A nagy intenzitassal jelentkezd
(M-57)" csucs jelentkezése miatt a kvantitativ. GC/MS
analizisben célszeri a trimetilszilil csoport helyettesitése
t-butil-dimetilszilil csoporttal. Fontos szarmazék-képzési
reakcid az acetilezés ill. trifluor-acetilezés vagy heptafluor-
butirilezés a megfeleld savanhidridekkel. Az utdbbiakkal
végzett reakcid lehetdvé teszi a szarmazékok nagy
érzékenységli mérését elektronbefogasos detektorral.

Lényegében ugyanezeket a reagenseket hasznaljak primer
és szekunder aminok derivatizalasara is. A szililezés
karbonsavak észterezésére is alkalmas reakcio, a szilil-
észterek gyenge hidrolitikus stabilitdisa miatt azonban
ebben az esetben inkabb metil-észtert képeznek vagy
metanol/sdsav reagenssel emelt hdmérsékleten, vagy diazo-
metannal. Kétszeres szarmazék-képzést hasznalnak, pl.
aminosavak esetében, ahol a karboxilcsoportot észterezik,
az aminocsoportot pedig acilezik, ill. az epesavaknal, ahol
a karboxilcsoportot észterezik, a hidoxilcsoportokat pedig
szililezik.

Kisebb mértékben ugyan, de szervetlen anyagokat
is gdzkromatografalhatova tesznek kémiai reakciok
segitségével. Igy pl. anionokat pentafluorbenzil-p-
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toluolszulfonat, szdmos fémiont pedig fluorozott B-diketon
kelat-képzo6 reagensek segitségével tettek illékonnya.

3.3.3. Nagyhatékonysagu folyadék-kromatografia
(HPLC) és HPLC/MS710-14:34

A HPLC moédszer szamos esetben érvényesiilo elénye a
korabban kifejlodott gazkromatografiaval szemben az,
hogy a modszer alkalmazhatésaganak nem szab gatat a
molekula nagysaga és illékonysaga. Ezért ilyen indokok
nem teszik sziikségessé a szarmazék-képzést. Ennek
azonban elsGsorban az érzékenység novelése céljabol és
mas, a kovetkezékben targyalandd okokbdl mégis nagy a
jelendsége ezen a teriileten is.

Lényegében valamennyi, a kovetkezdkben ismertetendd
modszer esetében a szarmazék-képzést elvégezhetjiik az
injektalast megelézden ill. az oszloprol vald elualodas
utan is (pre- ill. post-column derivatization). Az elsé
esetben a reakciot elvégezhetjiik off-line moddszerrel, a
kromatografalast megel6zden, attol térben is elvalasztva,
valamint on-line moddszerrel az injektor elé¢ beépitett
reaktorban. Az utdlagos szarmazék-képzés az oszlop
utan elhelyezett reaktorban jatszodik le. Ez utdbbira jo
példa a széles korben hasznalt aminosav-analizator, ahol
az oszloprol elualodott aminosavakat alakitjak at szines,
jol mérhetd szarmazékkad. A szarmazék-képzési reakciok
altalaban homogén folyadékfazisban jatszodnak le, de
szamos esetben alkalmaznak a reagenst szilard fazison
immobilizalt formaban tartalmazo reaktorokat is.

Bar az UV-aktivitast noveld szarmazék-képzés, mint az UV
detektorral végzett HPLC analizis érzékenységét noveld
modszer egyidds magaval a HPLC technikaval, erre a célra
ezt a modszert ma mar csak ritkan alkalmazzak. Ennek
oka az, hogy az UV detektalas érzékenysége még ebben a
megnovelt formaban sem mérhetd Ossze a késdbbiekben
targyalando fluorimetrias vagy foként tomegspektrometrias
detektorral kapcsolt HPLC berendezés érzékenységével.
A nagyszamii moédszer koziil a legfontosabbak hidroxi
vegyiiletek atalakitasa aroil észterekké vagy fenil-karbamat
szarmazékokka, karbonsavak fenacil-észter szarmazékainak
elkészitése, oxocsoportot tartalmazé vegyiiletek atalakitasa
kiilonféle nitro-fenilhidrazonokkd valamint primer és
szekunder aminokb6l dinitro-fenilamin vagy fenil-
tiokarbamid szarmazékok eldallitasa.

A fluoreszcencids detektorral?®* akar tobb nagysagrenddel
érzékenyebb detektalas is elérhetd, mint az UV detektorral,
ami a pg-ng/ml koncentracidtartomanyban vald mérés
lehetdségeinek megteremtésével lehetévé teszi a modern
bioanalitika igényeinek kielégitését. Mivel a szerves
vegyiiletek tilnyomo tobbsége nem rendelkezik az ehhez
sziikséges erGsségli nativ fluoreszcenciaval, az esetek
talnyomdé részében a meghatarozandd vegyiileteket
atalakitjak erésen fluoreszkalod szarmazékokka.
Megjegyzendd, hogy a direkt fluoreszcencias meghatarozast
lehetdvé tevd reagensek koréhez képest itt sokkal
szélesebbek a lehetdségek, hiszen ez esetben természetesen
nem zavar a feleslegben alkalmazott, 5nmagaban is erdsen
fluoreszkalod reagens. A kereskedelmi forgalomban levd,
szaznal tobb reagens kozil csak néhany fontosabbat
emlitink meg. Hidroxilcsoportot tartalmazd vegylileteket,
pl. 1- vagy 9-antroil-nitrillel alakitjdk at antroil-észter

szarmazékkd. Ugyancsak észtercsoportot alakit ki a
karboxilcsoport derivatizalasara alkalmazott 4-brommetil-
7-metoxi-kumarin. Oxocsoportot tartalmazd vegyiileteket
fluoreszkald hidrazonna lehet atalakitani danzil-hidrazin
segitségével. Primer aminocsoportot tartalmazo vegyiileteket
(igy pl. aminosavakat) o-ftalaldehid + kiilonféle tiol
reagensparral alakitjdk at izoindol szarmazékokka. Primer
és szekunder aminok derivatizalasara egyarant alkalmas
a danzil-klorid, fluoreszkamin ¢és a 9-fluorenil-metil-
kloroformat. Ez utdébbival karbamat szarmazékot, mig a
tiolok derivatizalasara hasznalt brom-biman reagensekkel
biman-szulfidokat alakitanak ki.

A lézer-gerjesztésii fluoreszcencias detektorok kiilondsen
érzékeny meghatarozasokat tesznek lehet6vé®. Itt emlitést
érdemel a vordés vagy kozeli infravords gerjesztd fényt
alkalmazo diodda-1ézeres detektor. Ennek alkalmazasa
reaktiv festék szarmazékokkal (pl. dikarbocianinok) valéd
derivatizalast tesz sziikségessé™®.

A tomegspektrometrias detektalas az elmult években
uralkodova valt minden olyan esetben, amikor a nagy
szelektivitas mellett nagy érzékenységre is sziikség van
(orvos-biologiai, kornyezeti analitikai, ¢lelmiszeranalitikai
stb. tertiletek). Az ilyen esetekben altaldban nincs sziikség
a HPLC/MS analizist megel6z6 derivatizalasra. Bizonyos
vegyiletcsoportok, pl. szteroidok esetén azonban az
alkalmazott 1agy ionizacids technikdk nem biztositjak a
nagy érzékenységhez sziikséges mértékii ionizaciot. Ilyen
esetekben wjabban elektromos toltéssel rendelkezé vagy
konnyen ionizalhatd csoportokat tartalmazd reagensekkel
végeznek el derivatizaciot. igy pl. alkoholokra 2-fluor-
1-metil-piridinium-p-toluolszulfonat és ferrocenil-azid,
ketonokra 2-nitro-4-trifluormetil-fenil-hidrazin vagy Girard

T és P reagensek alkalmazasat irtak 1e*.

Az ugyancsak nagy érzékenységet biztositd, de ritkdbban
alkalmazott = szarmazék-képzési  moddszerek  koziil
megemlitjik az elektrokémiai  detektor alkalmazasi
lehetdségeit kiszélesitd, redukalhaté vagy oxidalhatd
csoportokat beépité modszereket, valamint az izoluminol
vagy lucigenin alkalmazasat a kemolumineszcencias
detektor alkalmazasaval kapcsolatban'2,

3.3.4. Kapillaris elektroforézis (CE) és rokon
modszerek

A CE modszerrel természetesen csak elektromos toltéssel
rendelkez6 vagy megfelelé pH-n ionizalhaté vegyiiletek
vizsgalhatok. A modszer Kkiterjesztését eredményezte
semleges molekulakra a micellaris elektrokinetikus
kromatografia(MEKC). Ennél kisebb, de nem elhanyagolhat6
a jelentésége semleges molekulak (pl. szénhidratok,
szteroidok) szarmazék-képzésének toltéssel rendelkezd
vagy ionizalhato reagensekkel. Az elébbi vegyiiletcsoportra
példa 1-fenil-3-metil-pirazolonnal’’, az utobbira pedig a
Girard P vagy T reagenssel val6 reakciojuk3.

Gyakrabban hasznaljak a vizsgalando vegyiilet kémiai
atalakitasat kromoforok ill. még inkabb fluoroforok
bevitelével a detektalas érzékenységének novelése céljabol. E
tekintetben az el6z6 fejezetben leirtak altalaban vonatkoznak
a CE technikara valamint a kapillaris elektrokromatografiara
(CEC) ¢és a micellaris elektrokinetikus kromatografiara
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(MEKC) is; ugyanazokat a reakciokat alkalmazzdk, mint
a HPLC derivatizacio esetében. JOl megvalasztott reakciok
alkalmazasa esetén kiilondsen 1ézergerjesztésii fluorimetrias
detektorral lehet rendkiviili érzékenységet elérni. Argon
ion vagy hélium-kadmium lézer és tetrametil-rodamin-
5-izocianat reagens segitségével pl. peptidek kimutatasi
hatara 10'® M/injektalasra volt csokkenthet6®*. A mar
emlitett  o-ftalaldehid/2-merkapto-etanol ~ reagensparral
izoindol szarmazékokka valo atalakitas utan biogén aminok
kapillaris elektrokromatografias vizsgalatat végezték el UV
detektalassal®.

3.4. Immun-analitikai médszerek*

A bioanalitikdban nagy jelentdségli immun-analitikai
modszerekben is nagy a kémiai reakcidok szerepe. A
meghatdrozanddé kis, Onmagukban nem immunogén
molekulakat (haptének) kovalens kotéssel fehérjékhez
kotik szelektiv és érzékeny meghatarozasuk alapjat képezo
antitestek termeltetése céljabol. Egy ujabb kémiai reakcioval
eléallitjak a meghatarozand6 anyag jelzett szarmazékat
(radioaktiv jelzés a radioimmunoassay ill. megfeleld
egyéb jelzés az enzim-, fluoreszcencias-, lumineszcencias
immunoassay, stb. szamara). A mérés alapjat a jelzett és
a meghatarozandé jelzetlen anyag kozott az antitesten
valé megkotédés soran bekdvetkezd kompeticid képezi.
A leirtakbol kovetkezik, hogy a kémiai reakciokat ma
(eltéréen az immun-analitka hdéskoratol) mar altalaban a
kereskedelemben kaphato ,kit”-eket eldallitdé cégeknél
végzik el. Az enzim immunoassay modszerek esetében
azonban a mérést az enzim aktivitasanak spektrofotometrias
vagy fluorimetrids mérésére alapozzak. Ilyen reakciok, pl.
hidrogén-peroxid és 2-fenilén-diamin kozott lejatszodo,
peroxidaz enzimmel katalizalt és kinon-diimin kromoforhoz
vezetd reakcid. Sokkal nagyobb érzékenység és szelektivitas
érheté el, ha a hidrogén-peroxid reakciopartneréiil a
fenilecetsavat valasztjuk, a reakcidterméket glicinnel
reagaltatjuk ¢és a keletkezo fluorofort a mar emlitett
idéfelbontast fluorimetriaval mérjiik.

Itt jegyezziikk meg, hogy a radioaktiv izotopokkal jelzett
vegyiiletek szintézise, ami természetesen mar nem tekinthetd
analitikai tevékenységnek, szamos, a bio-analitikaban nagy
fontossagli mérést tesz lehetdve.

3.5. Kiralis analitika

A jelenkori orvos-biologiai-gyogyszerészeti analitika
egyik legfontosabb feladata enantiomerek egymas melletti
meghatarozasa bonyolult bioldgiai kozegben, de kényes
feladat tiszta enantiomer formdban forgalomba hozott
gyogyszerek enantiomer tisztasaganak meghatarozasa is.

Bar nagy szamban allnak rendelkezésre kereskedelmi
forgalomban levé kiralis  kromatogrdfias allofazisok,
amelyek  lehetové teszik  enantiomerek  kozvetlen
elvalasztasat gazkromatografidsan, vékonyréteg-
kromatografidsan, szuperkritikus fluid-kromatografiasan,
foként pedig a HPLC technikaval, maig is nagy a jelent0sége
annak az altalanos moédszernek, amire az jellemzd, hogy
az enantiomereket homokiralis reagensek segitségével
atalakitjak diasztereomer parra, amelyek mar akiralis
kromatografiaval is elvalaszthatok*>+.

Ennek a modszernek klasszikus, de mindmaig széles korben
hasznalt valfaja kovalens kétés 1étrehozasa az enantiomerek
¢és a homokiralis reagens kozott. Ennek, a ma leginkabb a
HPLC elvalasztast megelz06 derivatizacionak reakciotipusai
megegyeznek a HPLC/UV ¢és fluorimetrias derivatizacional
leirtakkal. A kereskedelmi forgalomban kaphaté kozel szaz
reagens koziil kiillondsen elterjedt aminok/aminosavak
derivatizalasara a Marfey reagens (1-fluor-2,4-dinitrofenil-
L-alanin-amid), a (+)-1-(9-fluorenil)etil-kloroformat ¢és az
o-ftalaldehid/N-acetil(vagy izobutiril)-L(vagy-D)-cisztein
reagenspar. A hidroxilcsoport derivatizasara bevezetett
reagensek koziil megemlitjik az (R R)-O,0-diacetil-
(vagy di-p-toluil)-borkdsav-anhidridet, a karboxilcsoport
homokiralis reagensei koziil pedig az (S)-(-)-o-metil-
benzilamint és szamos szarmazékat.

A homokiralis reagensekkel szemben tamasztott fontos
kovetelmény a nagy (legaldbb 99,9%-0s) enantiomer
tisztasag, nagyfoku enantiomer stabilitds és a kinetikus
rezolvalas kizarhatosaga. Elony, ha a reagens mind a két
enantiomer formajaban rendelkezésre all; igy ui. a megfeleld
forma megvalasztasaval elérhet6, hogy enantiomer tisztasag
ellenérzése esetén a kisebbik komponens a focsucs eldtt
elualodjék. A detektalas érzékenysége szempontjabol
fontos, hogy a reagens megfeleld UV ill. fluoreszcencids
tulajdonsagokkal rendelkezzék.

A kovalens derivatizalasnal nagyobb a jelentdsége annak a
megoldasnak, amikor a homokiralis reagenst feloldjak az
eluensben és ott dinamikus addukt-képzési reakcid valosul
meg az eluens dramba injektalt enantiomerek és a reagens
kozott. Az igy kialakulo diasztereomerekben természetesen
nem kovalens kotések alakulnak ki, hanem elektrosztatikus,
hidroféb kolesonhatasok, hidrogénhidak, stb. kapcsoljak
Ossze az elvalasztand6 enantiomereket a homokiralis
reagensekkel. Az akirdlis kromatografids elvalasztast
elsésorban a kialakul6 diasztereomerek stabilitasi allandoi
kozti kiilonbségre alapozzak. A diasztereomer ionpar
képzésen alapuld mddszer gyakran hasznalt reagensei, pl.
a 10-kédmfor-szulfonsav mindkét enantiomerje valamint a
kinin. A szamos semleges addukt-képzd reagens kozil a
legnagyobb a jelent6sége az a-, B- és y-ciklodextrinnek
(CD) ¢és félszintetikus szarmazékaiknak. Ezeket a
reagenseket elsdsorban a HPLC modszerrel kapcsolatban
hasznaljak, de né jelentéségiik a CEC és MEKC modszerek
vonatkozasaban is*.

Ugyancsak  elsdsorban  a  ciklodextrineknek  és
szarmazékainak kdszonhetd, hogy maga a kapillaris
elektroforézis (CE) egyre inkabb az enantiomer elvalasztasok
legfontosabb médszerévé valik***7. Kiilondsen kiterjesztette
a lehetdségeket a ciklodextrinek elektromos tdltést hordozo,
anionos (pl. szulfobutil-B-CD, a korabban hasznalt észter-
keverékek helyett tiszta CD-kénsav-észterek*®) és kationos
(pl. 2-hidroxi-propil-trimetilammoénium-p-CD és 6-mono-
amino-6-deoxi-B-CD) szarmazékainak bevezetése €s
kereskedelmi forgalomba keriilése.

4. Osszefoglalas
Attekintjik a kémiai reakciok szerepének valtozasait

az analitikai kémidban az azokra alapozott klasszikus
korszaktol (titrimetria és gravimetria) napjainkig, amikor
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a miszeres modszerek sok esetben lehetévé teszik
a kémiai reakciok nélkiili analiziseket. Ramutatunk
arra, hogy a kémiai reakciok szerepe napjainkban a
spektroszkopias,  kromatografias, elektroforetikus  és
kapcsolt modszerek alkalmazasi teriiletének kiszélesitése,
valamint érzékenységiik ¢és szelektivitaisuk novelése.
Rovid attekintést adunk kémiai reakciok alkalmazésarol az
ultraibolya-lathatd spektrofotometridban, fluorimetriaban,
NMR spektroszkopiaban, immun-analitikdban, planaris,
gaz- ¢és nagyhatékonysagu folyadék-kromatografiaban,
kapillaris elektroforézisben és rokon modszereiben, kiilonds
tekintettel az elvalasztasi és spektroszkopias modszerek
Osszekapcsolasara €s a kiralis analitikai vonatkozasokra.
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The role of chemical reactions in analytical chemistry

The changes of the role of chemical reactions in analytical
chemistry are summarized from the classical period when
titrimetry, gravimetry were associated with chemical reactions up to
the present time when instrumental methods often enable analyses
to be carried out without the application of chemical reactions. It is
demonstrated that the role of chemical reactions in contemporary
analytical chemistry is to enhance the application field of
spectroscopic, chromatographic, electrophoretic and hyphenated
methods and to increase their selectivity and sensitivity. The
application of chemical reactions in UV-VIS spectrophotometry,
fluorimetry, NMR spectroscopy, immunoassays, planar, gas and
high-performance liquid chromatography, capillary electrophoresis
and related techniques is briefly summarized with special respect
to the hyphenation of spectroscopic and separation methods and
chiral analysis.
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