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BEVEZETES

Nyers és feldolgozott ¢lelmiszerek mindségének, biztonsaganak és egészségiigyi hatasanak
meghatdrozasa és eldrejelzése egyre fontosabbd valik. Egyre tobb nyomnyi szennyezot
mutatnak ki, amelyek egészségkarosité hatdsa a megndvekedett daganatos betegségekben
szamottevd. A termékfejlesztést a végtermékek mindségének ¢és a gyartasi folyamat
stabilizalasan ttl, a biztonsagos élelmiszer eléallitas sziikségessége vezérli. Jelenkori fejlesztési
tevékenységet ugyan befolyasoljak az élelmiszeripari hagyomanyok, de nem szabad figyelmen
kiviil hagyni az ellatasi lanc globalizacigjat, a folyamatlépések fokozott kiszervezését, ezért
standardizalt eljarasokra és kovetelményrendszerekre van sziikség a biztonsag és mindség
folyamatos fenntartasahoz. Elvaras a gyartok felé a fogyasztok, valamint a szabalyozok, vagyis
a hatosag részérdl, hogy bizonyitottan egészségre nem artalmas élelmiszereket allitsanak eld.
Egyre szigorubb kovetelményeknek kell megfelelni a mindség, a biztonsag és a kornyezeti
labnyom tekintetében.
A mindségi koncepcidok beépitése a gyartasi folyamatba - nemcsak a végtermék mindségi
ellendrzése - eldsegiti a javuld termékmindséget és termékbiztonsagot. Hozzajarul a
specifikaciok megfeleléséhez és a folyamatbiztonsag noveléséhez, valamint csokkenti a
nyersanyag-er6forras felhasznalast és a hulladéktermelést. A tervezett mindség (quality by
design) fogalmat Juran hasznalta el6szor (1992). A QbD (Quality by Design) koncepcio egy
univerzalis, atfogd megkdzelités, amely harom folyamatbol 4ll:
- Mindségi tervezés, amely magaban foglalja a megfeleléshez sziikséges termékek és
folyamatok fejlesztését a vasarloi igények kielégitése érdekében;
- Mindség ellendrzés, amely a tényleges teljesitmény értékelése és a mindségi céloktol
val6 eltérések korrekcidja; valamint
- Mindségfejlesztés, a mindségi teljesitmény magasabb szintre emelése
A tervezett mindség kulcsfontossagu szempontja a kockazatértékelés (Ecsedi et al, 2017), a
kritikus folyamatparaméterek meghatarozasa és kontrol alatt tartasa, amelyek befolyasolhatjak
a végsé termékmindséget. QbD szemlélet szerint a fejlesztés legfontosabb lépése annak
megértése, hogy az egyes folyamatok, felhasznalt anyagok, moddszerek hogyan hatnak a
végtermék vagy szolgaltatds mindségére.
A laboratoriumi tevékenység mindségbiztositasi rendszere tobbnyire valamely mas
tevékenység mindségiigyi rendszeréhez kapcsolodik, példaul a termék gyartasahoz. Ahhoz,
hogy analitikai oldalr6l garantalni tudjuk a termék mindségét, vagyis megbizhatdé mérési

eredményeink legyenek, a technologiaban mar korabban bevezetett QbD folyamatot



fokozatosan ki Kkell terjeszteni az analitikai modszerfejlesztésekre is. Kiemelve a
kockdzatkezelés ¢és folyamat szemlélet fontossagat az analitikai fejlesztések soran is. Ez az
,ZAnalytical Quality by Design”, vagy roviditve AQbD.

Dolgozatomban bemutatom a QbD technika alkalmazasi lehetéségét és elényeit az
élelmiszeranalitikai vizsgalatok soran. Osszegyiijtom, hogy az analitikai vizsgalatok
feliilvizsgalata és az 0j modszerek fejlesztése soran milyen szempontokat kellene figyelembe
venni, hogy az ¢lelmiszerbiztonsag szempontjabol megbizhato (validalhato) modszerekkel
valid eredményeket kapjunk a mérések soran. A vizsgalatok megbizhatosaga mellett 1ényeges
fejlesztési kovetelmény az érzékenység és specifikussag folyamatos ndvelése, mivel a hatosagi
elvarasok, a kimutatasi hatarok kovetelményei folyamatosan szigorodnak. Fejlesztési munka
soran nem szabad figyelmen kiviil hagyni a kdrnyezetvédelmi megfontolasokat, a vizsgalat
ideje és koltségek szempontokat sem.

Szakdolgozatomban szeretném bemutatni ennek a komplex igényt kielégitd analitikai
fejlesztési munkanak a lehetdségeit egy kiragadott példan keresztiil. Kiemelném a kockazat
elemzés fontossagat, kiilonos tekintettel az optimalando vizsgalati paraméterek kivalasztasara.
Hangsulyozom a robusztussag vizsgalat jelentdségét, és ezzel egyiitt az analitikai késziilékek
¢s vizsgalati rendszerek kvalifikalasanak sziikségességét. Az analitikai késziilékek és technikak
folyamatos fejlédésével a vizsgald laboroknak a lehetdségei egyre javulnak arra nézve, hogy
kovessék a szigorodd minbségi kovetelményeket. Mindemellett azonban a vizsgalati
modszerek folyamatos ellendrzésének, feliilvizsgalatanak és fejlesztésének jogos igénye mertil
fel a mindségtudatos laboratoriumok és a fogyasztokat képviseld hatosagok részérdl.
Kiragadott példdm az ¢élelmiszerekben el6fordulhatd nitr6zaminok mennyiségi
meghatarozasara kidolgozand6 analitikai vizsgalat fejlesztési terve a QbD iranyelveknek
megfelelden, figyelembe véve a kornyezetvédelmi szempontokat is. Az elmult évtizedekben a
gyogyszeripari analizisben el6térbe keriiltek a nitrozaminok vizsgalatai, de az
¢lelmiszeranalitikaban még nem fektetnek ekkora hangsulyt ezen anyagok vizsgalatara. Holott
a nitrézaminokrol tudjuk, hogy egészségre artalmas, daganatot okozo anyagok és egyes
¢lelmiszerekben a gyartastechnologiabol kovetkezden bizonyos a jelenlétilk. Rakkeltd
hatasukat mar az otvenes években leirtak. A kisebb molekulatomegi, illékony képviseldik
nagymértékben 4rtalmasak az egészségre. A Nemzetkdzi Rakkutato Ugynokség dllasfoglalasa
szerint a szamos nitrézamin bizonyitottan rakkeltd, a tobbi pedig emberben valdsziniileg, illetve
feltételezhetGen rakkelté (Kockaztos.hu). 2023. évben Gjra vizsgaltak a nitrézaminok jelenlétét
¢és potencidlis veszélyeit az élelmiszerekben, elsdsorban feldolgozott huskészitményekben

(Giilstim, 2023; EFSA, 2023).



1. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

1.1. Tervezett analitikai minoség

A mindségtervezés gyakorlatilag a minéség termékbe vald beletervezését jelenti (Demeter,
2016). Célja, hogy mar a terméktervezes soran eldtérbe helyezze a mindségi szempontokat. Ha
egy ¢lelmiszeripari terméket igy fejlesztenek, nagyobb az esélye annak, hogy a rutin gyartas
soran kevesebb hiba fordul eld, és ezaltal n6 az élelmiszer megbizhatésaga, valamint a termék
megfelel majd a fogyasztdi és hatosagi elvarasoknak (Kovacs, 2017).

A tervezett minOség” az ¢élelmiszergyartas technologiai folyamataiban egyre inkabb
megvalosul. Az Ujonnan bevezetett kockazatszemléleti mindségiranyitasi rendszereknek
koszonhetden, vagy a helyes gyartasi gyakorlat folyamatos optimalasaval az élelmiszeripari
vallalkozasokban is megjelent a terméktervezés folyamata. Ha az els6 tesztelések soran kidertil,
hogy a tervezett élelmiszeripari termék mégsem felel meg az elére meghatarozott mindségi
paramétereknek, és hatosdgi elvardsoknak, ujra tervezik. A termék elvart jellemzdit eldre
meghatarozzak. Ezek a termék Osszetétele, formaja, az 6sszetevok allaga, funkcioi, a termék
esztétikai megjelenésén kiviil, annak élettani hatasa, ezen beliil példaul a megengedhetd
szennyez06 limitek is. A terméktervezés soran dolgozzak Ki a gyartas folyamatat és a kapcsolodo
szervizszolgaltatasokat. Ez utobbiak korébe soroljuk a sziikséges analitikai vizsgalatokat, és az
ehhez szorosan kapcsolodo berendezések karbantartasi, kvalifikalasi feladatait is.

A termékek és a hozzajuk kapcsolddo szolgaltatasok, esetiinkben az analitikai vizsgalatok
fejlesztésének elvi folyamata 1ényegében megegyezik (Demeter et al., 2022).

A tervezett analitikai min6ség (AQbD, Analytical Quality by Design) bevezetésével az
¢lelmiszeripari laboratoriumokban az a célunk, hogy olyan vizsgalati modszereket fejlessziink,
mellyel az élelmiszer mindségét analitikai oldalrol tudjuk garantalni. A megfeleld, vagyis
elfogadasi hataron beliili vizsgalati eredmény egyuttal az élelmiszer megbizhatosagat jelzi.
Ehhez sziikséges az ellendrzési pontokat és hatarértékeket meghatarozni, és az ellendrzési
pontokhoz a megfeleld, validalhatdé mérési modszereket kidolgozni. Analitikai vizsgalati
modszer fejlesztése soran manapsag elvards, hogy modellezziink, kisérlettervezés ¢és
modszeroptimalizalas segitségével értsiik meg a mérési paraméterek hatdsat, és tudatosan
valasszuk ki a megfelelé mérési koriilményt (Ecsedi et al, 2017). Minden olyan paramétert,
amely a vizsgalat eredményét befolyasolhatja, a tudomanyos ismeretek alapjan elére kell
jelezni. A kritikus paraméterekre, a vizsgalatok megbizhatosaganak tekintetében kockazatot

kell értékelni. Folyamatszemlélettel kell fejleszteni és életciklusban kell gondolkodni a



vizsgalati modszer tekintetében. A modszerfejlesztés nem zarul le a validalassal. Folyamatos
ellendrzés és rendszeres feliilvizsgalat sziikséges az egyes analitikai vizsgalatokhoz a tudomany
¢s technika elérhetd ismeretei €s gyakorlata szerint.

Az ¢lelmiszer-biztonsagi iranyitasi rendszerek szabvanyban (MSZ EN ISO 22000:2018)
szerepelnek a mérések szabalyozottsagara és mérokésziilékek kvalifikaltsagara, a monitoring
rendszerre és kontrollalasi feladatokra vonatkozo alfejezetek. A laboratériumokra vonatkozo uj
MSZ EN ISO/IEC 17025:2018 szabvany f6 valtozasai a kockazatkezelések (pl.:
eredménymegadas megbizhatosaga, késziilékek kvalifikaltsaga, partatlansag) hangsulyozasa.
A helyes gyogyszergyartasi gyakorlatban pedig mar kotelezé érvényli a kockazat kezelés és
folyamat szemlélet nemcsak a technologiai, hanem az analitikai fejlesztések soran is. Errdl az
ICH (a gyogyszergyartds technologiai és mindségi kdvetelményeinek harmonizalasara
létrehozott nemzetkozi tandcs) adott ki irdnyelvet (Q14 szdmu). Ezek figyelembevételével
torténé modszerfejlesztési stratégiat szeretném a dolgozatban ismertetni.

A folyamatszemlélet alapjan a tervezett mindségii analitikai modszer fejlesztése (AQbD) az

1.4bra szerint valdsithatdo meg.

1. abra: Analitikai modszerfejlesztés QbD szerint
(forras: sajat abra, ICH Q14 ajanlasai alapjan)

Analitikai cél (ATP) meghatdarozasa,
tj Analitikai technika kivalasztasa (pl: HPLC)

Kritikus mindségi jellemzék
meghatarozdsa | + kockazatelemzés

Maodszer optimalizalds
kisérlettervezéssel

Robusztus tartomdany megadasa

Kontroll stratégia

Fejlesztés
: J ; ) A D Validalas
valtozaskezelés » *

Rutin haszndélat

Folyamatos maodszer
monitorozas




A modszerfejlesztési folyamat 1épései a PDCA (Tervezés - Cselekvés - Ellendrzés —
Beavatkozas) ciklikus folyamatnak megfeleltethetéek, a modellben felismerheté a "Deming-
kerék" (Berényi, 2011).

1.2. Kockazat alapu moédszerfejlesztés és életciklus szemlélet az analitikai

vizsgalatok soran

Analitikai modszer fejlesztése kezdetén tObbnyire korlatozott tudassal rendelkeziink az
analitikai feladatrol. Sokszor csak feltételezéseink (hipotéziseink) vannak, hogy milyen iranyba
célszerli elindulni. A fejlesztési folyamat 1ényeges része a kezdeti minél szélesebb korii és sok
mindenre kiterjed6 (termék, alapanyagok, technologia, késziilékek stb.) informaciogyjtés.
Els6é feladatunk az analitikai cél profil, az ATP (Analytical Target Profile) meghatarozasa.
(Ecsedi et al, 2017) Vagyis az analitikai feladat pontos definialasa, annak a tartomanynak a
kijelolésével, amin beliil az analitikai modszer feleljen meg az elére meghatarozott
kovetelményeknek. A gyakorlatban ez azt jelenti, hogy mar a legelsé 1épésben meg kell
hatarozni a mérési bizonytalansag elfogadhato mértékét. Ki kell jel6lni azt a tartomanyt, amin
beliil a fejlesztendd moddszer validalhatd, tehat az elvart mértékben preciz és torzitatlan.
Analitikai cél ismeretében ki kell valasztani az analitikai technikat, amely egyaltalan alkalmas
lehet erre a feladatra és csak ezutan kezdhetjiik a modszerfejlesztést. Az analitikai modszer
hasznalhatosagaval szemben kovetelményeket tamasztunk. Ezek egyrészt a valasztott technika
elvi lehetdségeibol, a rendelkezésre 4llo eszkdzok adottsdgaibol erednek, mas résziiket pedig
mindségi kovetelmények, torvényi eldirasok, vagy éppen a fogyasztok szabjak meg. A
modszerfejlesztés soran a kovetkezé PDCA 1épések ismétlddnek (Kovacs, 2017):

Plan (P) — Tervezés (Kovacs, 2017):

A ,tervezés” fazisa gyakorlatilag az analitikai modszer fejlesztése. Az elvart eredmény
esetiinkben a validalhat6 analitikai modszer. A végsé modszernek része a specifikacio és annak
pontossaga is. A mar hasznalatban 1év0 vizsgélati modszerek problémadinak felismerése és
javitasi lehetdségek keresése is a tervezés szakaszba tartozik. A késziild vizsgalati modszert
véglegesitése elott optimalizalni kell. Az optimalashoz sziikséges megadni a Kkritikus
paramétereket. Ehhez meg kell hatarozni a modszer kritikus jellemz6it (CMA - Critical Method
Attibutes) a moddszervalidalasi elvarasok €és a moddszert majd alkalmazd laboratoriumok
felhasznaloi igényei alapjan (pl: hasznalando analitikai késziilékek tipusai, az oldatok
stabilitdsa, optimalis mérési i1dd). CMA-k teljesiilésére nézve kockazatelemzéseket kell
végezni. Ez leggyakrabban Ishikawa eclemzéssel torténik. Fel kell vazolni a lehetséges

problémakat a fejlesztendd6 modszerrel kapcsolatban, valamint a hozzajuk kapcsolodo



informaciokat. A problémat okozhat6 paramétereket rangsorolni kell, majd kivalasztani azokat,
melyekkel elséként foglalkozni akarunk. Ez a kivélasztas alapvetd fontossagu, hiszen minden
problémat egyszerre €s azonnal nem lehet megoldani. A kivélasztott problémak megoldasara
kisérlettervet kell késziteni. Kisérletterv alapjan koOvetkezhet a tesztek elvégzése majd
értékelésiik. A tervezés fazisban a kivalasztott analitikai miiszer ismeretében meg kell hatarozni
arobusztus tartomanyt, amelyen beliil a vizsgalati modszer alkalmas lesz feladatanak ellatasara.
Ki kell dolgozni a kontroll stratégiat, meg kell hatarozni a folyamatjelz6 rendszeralkalmassagi
paramétereket.

Do (D) — Cselekvés (Kovacs, 2017):

A ,cselekvés” esetiinkben a fejlesztett vizsgalati mddszer validalasat jelenti. A validalas
mérései soran hasznalt analitikai berendezéseknek és késziilékeknek kvalifikalt statuszban kell
lenniiik. A felhasznalt miiszereket kalibralni kell. Kalibralas, kvalifikalés és validalas egymasra
¢piild tevékenységek. A kvalifikalashoz kalibralt mérOmiiszereket kell hasznalni. Megteleld,
érvényes validalast csak kvalifikalt berendezésekkel, kvalifikalt kornyezetben lehet végezni.
Kivanatos, hogy a validalasban a majdani rutin vizsgalatban résztvevo személyzet vegyen részt,
akiket erre el6re oktatni kell. A validalas az analitikai célkitiizésben foglalt feladatok
megvaldsithatosdganak ellendrzése, annak igazolasa, hogy a vizsgalati modszer alkalmas arra
a feladatra, amire fejlesztettiik, és a jovoben is alkalmas lesz. A validalas soran igazolni kell,
hogy azok a mindségi tulajdonsagok, és a hozzajuk kapcsolodd paraméterek, amelyek
meghatdrozéak a mindségi kovetelmények teljesiilése szempontjabol, allandoak ¢és
megismételhetdek maradnak. Azt, hogy mely vizsgalati paraméterek kritikusak, meg kell
hatarozni és dokumentalni a tervezési fazis kockazatelemzése alapjan. Az
alkalmassagvizsgalatnak ki kell terjednie az analitikai rendszerre, az analitikai modszerre,
valamint a vizsgalo laboratoriumra és személyzetére. Fontos eleme a ,,cselekvés” fazisnak az
adatok Osszegyljtése is, amelyek majd az “ellendrzés” és “beavatkozas™ Iépésekben torténd
elemzési feladatokhoz sziikségesek.

Check (C) — Ellenérzés (Kovacs, 2017):

Az ,ellen6rzés” az analitikai célkitlizések €s a validalas soran nyert informaciok dsszevetése.
Az ellendrzés a gyakorlatban a mérési eredmények tanulmanyozasa, amelyeket a “cselekvés-
validalas” lépésben és az azt kovetd rutin mérések soran gytjtiink Ossze. Majd ezeket
Osszehasonlitjuk az elvart eredményekkel, amelyeket a “tervezés” 1épésben hataroztunk meg a
kontroll stratégiaban (valdjaban ez a rendszer alkalmassagi vizsgalatok kovetelménye). A
rendszeralkalmassagi vizsgalat célja, hogy ellendrizze, hogy adott mérési koriilmények kozott

a rendszer megfeleléen miikddik és alkalmas az analitikai vizsgalat elvégzésére. A fejlesztett



vizsgalati modszer szerves részét képezi. A teljes analitikai rendszer (méréberendezés,
eszk0zok, vegyszerek, referenciaoldatok stb.) aktualis mindségének jellemzésére szolgal.
Rendszeralkalmassagi vizsgalatok bevezetése és rendszeres végzése az alapja a jo analitikai
gyakorlatnak, alkalmas eszkéze a "vis major" kikiiszobolésnek és legkisebb befektetéssel
legnagyobb biztonsagot adja az analitikai mérések alatt. Rendszeralkalmassagi paraméterek
tobbnyire sajat elfogadasi paraméterek, de ritkan jogszabalyi kovetelmények is lehetnek. Az
,ellendrzés” soran tehat ecltéréseket keresiink a ,tervezés” és ,,cselekvés” kozott, valamint
megvizsgaljuk a tervezést, hogy a megvaldsithatésag szempontjabol mennyire megfeleld és
teljes. A tervezésben és a cselekvésben is eléfordulhatnak hianyossagok. Az G6sszegylijtott
adatok abrazolasaval (pl. kontroll kartya) a folyamat atlathatobba tehetd, az ismétlédé PDCA
ciklusok trendjei egyértelmtien bemutathatok. Az ellendrzés kiilonb6z6 okokat tarhat fel a
beavatkozasra az analitikai modszer esetén is.

Act (A) — Beavatkozds (Kovacs, 2017):

A ,beavatkozas” zarja, ugyanakkor gjrainditja a folyamatot. A negyedik (beavatkozas) 1épés a
fejlesztett és az elvart vizsgalati modszer kozotti kiilonbségek kiigazitasarol és javitasarol szol,
nem pedig a tervek megvalositdsarol Az ellendrzés kovetkeztetései alapjan Ujabb
intézkedésekre és fejlesztésekre lehet sziikség, mely atvisz egy kovetkezé PDCA ciklusba, egy
ujabb tervezési fazis kezdddik. Ha egy analitikai modszer eredményeivel elégedettek vagyunk,
az jelzés arra, hogy a kovetkez6 PDCA korben olyan paraméterekre fokuszaljunk, melyek eddig
a kezdetben felallitott rangsorban lejjebb helyezkedtek el. Ha a tényleges és a tervezett
eredmények kozott jelentOs eltérések vannak, intézkedéseket kell bevezetni. Az eltérések
vizsgalatakor meg kell allapitani, hogy mi okozza azokat elsGsorban. Ezt kovetéen meg kell
hatarozni, hogy hol kell valtoztatasokat végrehajtani, amely magaban foglalhatja a vizsgalati
modszer ujrafejlesztését is.

Spiradlszerii ismétlodés

A PDCA modszer egyik alapelve a ciklikussag — ha egy hipotézis beigazolddik vagy elvetddik,
a ciklus uyjrainditasaval tovabbi 1j ismereteket szerezhetiink. (Kovacs, 2017) A PDCA
ismétlodése felfelé iveld spiralt hoz 1étre. A vizsgalati médszer mindig tovabb fejleszthetd, a
ciklus ismétlések soran pedig mindig egy magasabb mindségi szinten hajtjuk végre a 1épéseket.
Egy ) vizsgalati modszer kidolgozasakor, amikor az Osszes informacidé még nem all
rendelkezésre nem biztos, hogy rogton a legjobb modszert fejlesztjiik. De folyamatosan tudjuk
javitani, ahogy ismereteink, lehetdségeink ¢€s tudasunk boviilnek. Ezzel a magasabb szintii
tudassal javithatoak a vizsgéalati modszerek (pl. kimutatasi hatar vagy az eredmények szorasa

csokkenthet). A PDCA minden esetben jo eszkoz a kitlizott analitikai célok eléréséhez. A



PDCA logikédja nemcsak az uj moddszerfejlesztésekhez kapcsoldodoan haszndlhatd, hanem a
rutinszertien miikodo vizsgalati modszerek feliilvizsgalatanak megtervezéséhez is. Mindig
vannak fejlesztendo teriiletek vagy fejlesztési lehetségek.

A beavatkozast nem mindig koveti ujratervezés. Az is eléfordulhat, hogy helyette a mar
bevezetett (legjobbnak tartott) modszert kell rogziteni, és éppen az egységesség a cél, ami
kisebb eltérést eredményez a kiilonbozd laboratériumok altal mért eredmények kozott
(jartassagi vizsgalatok és Osszehasonlitd kormérések). Ilyen esetekben a napi rutin mérések
soran a validalt allapot fenntartdsa a cél. Ehhez folyamatosan rendszeralkalmassagi
vizsgalatokat kell végezni, illetve szisztematikus valtozaskovetd rendszert kell bevezetni.
Kilonféle ellenérzékartyak segithetnek ebben (Demeter, 2022). Az ellendrzékartya
megmutatja, hogy egy vizsgalat jol miikodik, megbizhato a kapott eredmény. Ha nem, akkor
még van id6 a beavatkozdsra, mieldtt valddi élelmiszerbiztonsagi probléma meriilne fel. A
modszerek rendszeres feliilvizsgalata elengedhetetlen. Minden olyan esetben, amikor eltérés,
valtozas all be a laboratorium és az alkalmazott rendszer vagy modszer muikddtetésében
(részleges vagy teljes) ujravalidalassal kell bizonyitani, hogy valoban képes a laboratorium az

adott analitikai feladat megbizhat6 elvégzésére, mérések kivitelezésére.
1.3. Nitrozaminok az élelmiszerekben

Az étkezéssel kapcsolatos daganatok gyakorisdga ¢€s az ezzel Gsszefliggd halalos rakesetek
szama a legmagasabb (Horvath,2020). Jelenlegi ismereteink szerint mintegy 750-re tehetd
azoknak a kémiai vegyiileteknek a szdma, amelyek bizonyithaté modon feleldssé tehetdk a
kiilonféle rakok keletkezéséért. Ezek a vegytiletek kémiai szerkezetiiket tekintve igen eltérdek,
kozéjiik tartoznak a nitr6zaminok is. A rak elleni kiizdelem egyik fontos teriilete a megel6zés
(prevencio), aminek egyik lehet6sége a karcinogén anyagok eliminalasa élelmiszereinkbdl.
Ehhez elengedhetetlen az ujabb és jabb vizsgalati modszerek kidolgozasa, ahogy egyre tobb
vegyiiletrdl deriil ki annak karos hatdsa. A nitr6zaminok valamennyi vizsgélt allatfajban
karcinogéneknek bizonyultak, igy nagy a valoszinlisége, hogy emberre is karcinogének. Az
eddig tesztelt tobb mint 300 vizsgalt N-nitrozo-vegyiilet 90%-a bizonyult rakkeltének
allatkisérletekben és indukalt tumort kiilonb6zd szdvetekben. Ismert a nitrozo-uredk rakkeltd
hatasa, melyek képesek a placentan athatolni €és a magzatban rakot eldidézni. Nitr6zaminok,
ahogy az eldzdekben ismertettem, szamos élelmiszerben el6fordulhatnak, példaul pacolt
haskészitményekben, feldolgozott halban, kakadban, sorben és mdas alkoholos italokban,

feldolgozott zoldségekben, gabonafélékben, tejtermékekben, vagy fermentalt, pacolt és



fliszerezett ételekben. A nitr6zaminok az ¢lelmiszerelkészités €s ¢élelmiszerfeldolgozas sordn
is képzddhetnek.

Az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA) is foglalkozik az élelmiszerekben jelenlévé
nitrozaminokbol eredd kozegészségiigyi kockazatokkal. A 2019-es véleménytervezet szerint a
nitr6zaminok étrendi expozicidja minden korcsoportban aggodalomra adhat okot. Az N-
nitrozalhaté anyagok a bélrendszerben N-nitr6zaminokka alakulhatnak, DNS-t modosito
vegyliletek, ezaltal daganatkeltek. Bevitelilket a leheté legkisebbre kell szoritani. A
nitr6zaminok az alabbi altalanos szerkezeti képlettel (1asd: 2. dbra) leirhato vegyiiletek.

2. abra: Nitrézaminok altalanos képlete
(forras: Horvath, 2020)

RN .

R, /N—N ==, ahol: RI \ R?—. : alkil,-anl csoport
A nitrozaminok a nitritek és bizonyos aminok reakcidjaval savas kozegben johetnek létre in
vitro és in vivo koriilmények kozott is. Pontosabban a szekunder vagy tercier aminok
nitrozaloszerekkel valo reakciojaban. Az élelmiszerekben a nitrozaldszer altalaban a nitrogén-
anhidrid, amely savas, vizes oldatban nitritb6l képzddik. Az aminok jelen vannak a
természetben, elsdsorban halakban, husban és huskészitményekben, de ndovényi eredeti
¢lelmiszerekben iS. A nitrozalasi reakcid elsé lépésben a nitrozald agens az aminok
nitrogénatomjanak szabad elektronparjaval kapcsolatot 1étesit, majd egy proton lehasadéasaval
stabil nitrozaminok keletkeznek (lasd 3. abra). (Jung et al, 2015) Az élelmiszerekben
leggyakrabban fellelheté nitrozaminok a dimetil-nitrozamin (NDMA), a dietil-nitrézamin
(NDEA), a nitrozo-pirrolidin (NPYR), és a nitrozo-piperidin (NPIP).
3. abra: Nitr6zaminok keletkezése

(forras: Jung et al, 2015)
(A) NO, + H* —— HNO,

HN02 + HY ——— H2N02+
H2N02* + NOy” — > N,03+ H,0O

(B) Hs0*

(R),NH + N,0O4 &» (R);N-N=0 + NO,

A: Dinitrogén-anhidrid képzddés nitritbdl, B: nitrozalas aminbol
Elelmiszerbiztonsagi szempontbol az élelmiszerekben gyakran és szamottevd mennyiségben
eléfordulo nitratok és foképp a nitritek N-nitrozo vegyiiletekké (nitrozamin) alakulhatnak az
emberi szervezetben. Ezért kell foglalkozni az €lelmi anyagok nitrat és nitrit tartalmaval, amig

nem tudjuk a nitrézaminokat megfeleld kimutatasi hatarral vizsgalni.

10


https://mersz.hu/?dokazonosito=m647eet1__100

Bizonyos koncentracioban a nitrat- és nitrit ionok noévényekben allandéan megtalalhatok,
¢letmiikodéstiik szamara nélkiilozhetetlen anyagok. A nitratkumulaciora hajlamos zoldségfélék
(pl. paraj) helytelen és tulzott mitragyazas kovetkeztében a sziikségesnél joval nagyobb
mennyiségli nitratot halmoznak fel, ezaltal magas nitratértéket képviselnek. A nitrat tartalom
azutan a helytelen tarolas vagy feldolgozas soran nitritté redukalodva tobb egészségiigyi
probléma forrasa is lehet. Tobbek kozott a nitrozaminok keletkezésének is kedvez. Mivel az
egészséges taplalkozasban a zoldségféléknek dontd szerepe van, egyre tobb kutatd foglalkozik
e novényekben jelenlévo kiilonb6zo kémiai szennyezdanyagok vizsgalataval. Kimutattak, hogy
kiilonosen egyes levélzoldségek és gyokérzoldségek tartalmaznak magas nitrat szennyez6dést
(1. tablazat).

1. tablazat: Néhany zoldségféle nitrat-tartalma
(forras: Szigeti, 2010)

NOs mg/kg Zoldségféle

0-200 Gyiimolcsok, Sparga, Burgonya, Kelbimb6, Z6ldborso, Paprika, Paradicsom
200 - 500 Vordshagyma, Uborka, Brokkoli, Karfiol

500 — 1000 Sargarépa, Kelkaposzta, Fejeskaposzta, Voroskaposzta

1000 — 2000 Zeller, Petrezselyem, Karalabé

2000 — 2500 Salatafélék, Paraj, Cékla, Retek

Mig a novényi eredetli élelmiszerek nitrat €s nitrit tartalma természetes eredetiinek vagy
szennyezOdésnek tekinthetd, addig bizonyos husipari termékekben engedélyezett élelmiszer
adalékanyagok. A nitratok bakterialis Gton nitritté redukalodva fejtik ki hatasukat. Nitritet két
¢lelmiszercsoport esetében alkalmaznak a gyartasuk folyaman: pacolt husféléknél (kolbaszok,
szalamik, sonkak stb.), és sajtoknal. Alkalmazasuk célja: a Clostridium botulinum elleni
védelem mellett a hiis voros szinének stabilizalasa és az izkialakitas. A nitrit legfontosabb
szerepe a Clostridium botulinum sporak kicsirazasanak, majd a toxinképzésnek
megakadalyozasa.

Redukaloanyagokkal (pl. aszkorbinsav) vagy tartositoszer (szorbinsav) hozzdadédsaval a
szlikséges minimalis nitritkoncentracio jelentdsen csokkenthetd. Az €lelmiszerek és ivovizek
egyre novekvo nitrat és nitrit tartalma is komoly kdzegészségiigyi problémat jelent. Az ivoviz
nitrit és nitrat tartalma hazai megfigyelések szerint korreldl az emésztétraktus rosszindulatl
daganataival. Amit a nitrozaminna val6 atalakulasa okozhat.

A technologiai szennyezddések olyan anyagok, amelyek az élelmiszerekben vagy az €élelmiszer
OsszetevOkben képzddnek, amikor a feldolgozas soran kémiai valtozdsokon mennek keresztiil.
A feldolgozasi modszerek kozé tartozik az erjesztés, pacolds, fiistdlés, szdritds, magas
homérsékletii fozés stb. A pacolt husok gyakran tartalmaznak kimutathaté mennyiségi

nitrézamint, fO0ként a nitrit tartdsitészerként vald hasznalata miatt. Szamos tovabbi tényezd
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befolyéasolja képzddésiiket, példaul a hémérséklet, a pH, a feldolgozasi koriilmények. A
haskészitmények mellett mas élelmiszerekben, példaul sdrben, pécolt halban, sajtban és
szbjaszoszban is beszamoltak nitrézaminok eléfordulasarol (EFSA J, 2023). Sok ételt hékezelni
kell, hogy valoban eheté és emészthetd legyen. Ez izletesebbé is teszi Oket, azonban a
hokezelés, akar otthon, akar a gyartds soran nem kivant kovetkezményekkel jarhat. Egyes
tapanyagok, példaul vitaminok elvesztése mellett potencidlisan karos melléktermékek is
kialakulhatnak. A hal- és hustermékek is jelenthetnek veszélyt, mivel amintartalmuk magas és
pac-sokeént nitrit, illetve nitrat vegyiileteket hasznalnak. Ezekbdl a termékekbol 100 pg/kg-0s
nitrézamin szinteket lehetett mérni. Nitrozamint talaltak mar sajtban, tejben, szdjaolajban.
Melegitéssel jard technoldgidk soran ndvekszik a nitrozamin koncentracio az élelmiszerekben.
Ezt elosegiti még az enyhén savas kornyezet is, mely sok zoldségben és gylimolcsben
uralkodik. Hokezelés kozben a kiilonbozé aminosavak lebomlasa folyaman az aminok
mennyisége is nd, amely a nitrézaminok egyik épitdkove. A nitrozaminok képzddéséhez savas
koriilmények kellenek, ezért a gyomorsav is eldsegitheti kialakuldsukat nitritek és bizonyos
aminok jelenlétében. Tehat az emberi szervezetben is képzodhetnek, de lényegesebb, a
kozvetlen nitrozamin formaban bevitt szennyezddés. Ezért célszerli lenne mérési
eredményekkel igazolni, hogy ebbdl a szempontbdl biztonsagos az adott élelmiszer. Az egyes

¢lelmiszercsoportokban mérhetd nitrézamin értékeket az 1. mellékletben foglalom ssze.
1.4. Kornyezetvédelmi lehetéségek

Mikdzben piaci €s hatosagi elvards, hogy modern analitikai eszk6zokkel képesek legyiink egyre
kisebb koncentracioban az egészségre artalmas anyagok kimutatisara élelmi anyagokban, az
erre alkalmas technikak (pl. folyadékkromatografia) a legkdrnyezetszennyezobb eljarasok kozé
tartoznak. Jogos elvaras, hogy az analitikai fejlesztések ne csak egyiranyuan a szelektivitas és
érzékenység fokozédsara irdnyuljanak, hanem egyuttal a kornyezetbarat technikak felé
mozduljanak. Ahogy a szintetikus gyartasi folyamatokban mar elkezdték a zold kémia
alapelveit bevezetni, at kell {iltetni az analitikai kémiai folyamtokba is. Az 0 késziilekek
beszerzésénél legyen szempont a kornyezettudatossag (mind a késziilék hasznalata, elallitasa
¢s majdani megsemmisitése, mind fejlesztése sordn), ne csak az analitikai specifikaciok. Az 1j
vizsgalati modszerek tervezésekor, de a szabvanyositott modszerek feliilvizsgalatakor is
szempont legyen, hogy hasznalatuk minél kevesebb kornyezeti terheléssel jarjon egyiitt (1asd 4.

abra).
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4. abra A zold analitikai kémia (GAC) elveinek és a tervezett analitikai mindség (AQbD) Iépéseinek integralasa
a fenntarthato analitikai mddszerekhez.
(forras: sajat abra Faresa, 2022 alapjan)

ZOLD
= =y ANALITIKAI
KEMIA

AQBD
FENNTARTHATO
ANALITIKAI

MODSZER

A modellként valasztott, folyadékkromatografias (HPLC) vizsgalatok a legelterjedtebb

miiszeres analitikai modszerek élelmi anyagok vizsgalata soran. Ez az analitikai technika a
vizsgalandd vegyiiletek elvalasztasara, azonositdsdra és mennyiségi meghatarozasara is
alkalmas egyidejiileg. A HPLC rendszer (analitikai méré berendezés) a kovetkezd
alkotorészekbdl all: a kromatografias toltetet (allofazist) tartalmazo oszlopbdl (kolonnabdl), a
mobil fazist (mozgd fazist, eluenst) az oszlopon atnyoméd pumpabdl, injektorbol, valamint az
egymastol elvaldé molekuldk id6ben eltéré megjelenését jelzd detektorbol. Az analizis
sikerességét jelzd retencidos 1d6, vagyis az elvalasztott molekuldk iddben elkiiloniild
megjelenése - az allo fazis, a vizsgalt molekula és a mozgd fazis kozotti kolcsonhatasoktol fligg.
A folyadékkromatografia nagy mennyiségii veszélyes szerves oldoszert hasznalo technika. A
kornyezettudatos tendencia vezet a zold analitikai kémia (GAC) fejlesztésének iranyaba. A
Green Analytical Chemistry (GAC) olyan analitikai modszerek tervezésének koncepcidja,
amelyek egyarant bardtsdgosak a vegyészek ¢és a kornyezet szdmara. (Anastas, 1998)
Sziikséges, hogy a GAC-alapti modszerek megdrizzeék ugyanazt az analitikai teljesitményt,
mint a hagyomanyos tarsaiké. A nagy oldoszerfelhasznalas kiilonosen az élelmiszer
elemzéseknél aggalyos, ahol a bonyolult mintakivonas ¢és kromatografia hasznalata
rutinszerlien torténik. A zold analitikai kémiai mddszerek célja, hogy csokkentsiik a toxikus

reagens felhasznalast, az oldoszerek kevésbé toxikusra cserélésével és kevesebb reagenst
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hasznal6 moddszerek fejlesztésével. Mindezt természetesen a szelektivitds és érzékenység
megtartdsaval. Ezen kiviil az jabb fejlesztésti késziilékek segitségével cél az analitikai
teljesitmény fokozdsa, az esetleges szennyezd anyagok egyre kisebb koncentracidinak
kimutatasa, egyre tobbféle ¢lelmi anyagbol, tehat egyre bonyolultabb méatrixokbol. Bar az ilyen
,z01d” jellegli fejlesztések elonyodsen csokkentik a kornyezetterhelést, a mindségellendrzésben
még korlatozottak a lehetéségek. A f6 okok egyrészt a szabalyozas, példaul a szabvanyokban
leirt analitikai modszerek altalaban nem ,,z6ldek”, masrészt az ismeretek és tapasztalatok
hianya, végiil pedig a z0ld analitikara alkalmas nagyobb teljesitményili berendezések
beszerzésébol adodo koltségek. Sajnos egy gyors analitikai vizsgalatra alkalmas UHPLC
(ultranagy hatékonysagu folyadékkromatografia) miiszer ara joval meghaladja a hagyomanyos
vizsgalatokhoz alkalmas késziilék beszerzési arat. Erdemes mér beszerzéskor mérlegelni a
hosszt tavu lizemeltetési koltségeket, amelyben mar lehet versenyképes. A z6ld technologidk
bevezetése ¢s haszndlata tobb erdforrast, valamint tobb tudast is igényel. Ennek a tudéasbazis
bévitésnek is kulcsfontossagu eleme a tervezett mindség - quality-by-design (QbD) koncepcio
elterjesztése. (Saroj, 2018). A tudatos €s tervezett analitikai fejlesztésben egyre inkabb a zold
kémia elveit vessziik figyelembe, kiilondsen az UHPLC technikak esetében (Darji, 2023).

Az olddészerek megvalasztdsa mellett a sok kisérletes modszerfejlesztés helyett at kell térni a
kockazatalapt tervezésre és redukalt kisérlettervek futtatdsara és statisztikai értékelésére.
(Faresa,2022) A kisérlettervezés (Design of Experiments, DOE) matematikai modelleket
hasznal a kisérletek optimalis tervezésére. Ennek eredményeképpen a kiilonbozé jellemzdok
vagy tényezOk (faktorok) kiilonb6zd értékeinek sokféle lehetséges kombindcidjabol csak a
sziikségeseket kiprobalva a lehetd legtobb kovetkeztetést vonjak le. A kisérlettervezés a
modszer fejlesztési €s optimalizalasi folyamatok sordn szamos eldnnyel jar. Ezen elonyok kozé
tartozik a jobb analitikai mindség (szelektiv, érzékenyebb vizsgalati modszerek), a kisérletek
szamanak csokkenése, valamint a laboratoriumi eréforrasok és a képzett munkaerd iranti igény
csokkenése. (Szabd-Ecsedi, 2017) Ebben szamos modszerfejlesztd szoftver Ilehet
segitségilinkre, tobbek kozott a beszédes nevil ,,DryLab”. Ezzel a szoftverrel, néhany eldzetes
kisérlet utan, 12 db szélsé pont kimérésével 1 000 000 kromatogramot tudunk becsiilni, és
azokbdl statisztikai értékeléssel az optimalis kromatografias koriilményt kivalasztani.

Z06ld kémia fejlesztési segitségként megfogalmaztak a z6ld kémia 12 pontjat (Anastas,1998),
¢s 2000-ben megjelent a Magyar Kémikusok lapjaban is (Barta, 2000). Ezeket a 2. mellékletben
ismertetem. Elsdsorban az altalanos munkafolyamatok optimalizalasanal, az 0j modszerek
kidolgozasanal és 1j miiszerbeszerzésnél van lehetdségiink a ,,z61d” szempontokat eldtérbe

helyezni.
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1.5. Hatékonysagra torekvés az analitikai médszertervezésben

Az analitikai koltségek kézbentartdsa érdekében a laboratoriumok (élelmiszer vallalatok
laboratoriumai vagy fiiggetlen laboratoriumok) igyekeznek a vizsgalati modszerek
komplexitasat csokkenteni (Demeter, 2022). Ennek néhany lehetdsége:

- Analitikai mtiszerek szamanak csokkentése. A kevesebb analitikai miszer azt jelenti,
hogy minden tipusbdl, ami a termékek vizsgalatahoz sziikséges, kevesebb kell. A kiilonféle
vizsgalatokhoz alkalmas tipusszdmot nem lehet csokkenteni, az analitikai miiszerek egyre
specifikusabb vizsgalatokra alkalmasak. Ugyanakkor a gépidd optimalis kihasznéldsaval, a
késziilékek tervezett karbantartasaval, modern, gyorsabb maddszerek fejlesztésével a késziilék
darabszam egy bizonyos fokig észszeriien csokkenthetd. Ezaltal csokkennek a kalibralasi,
kvalifikalasi koltségek, kevesebb potalkatrész raktaron tartdsa sziikséges, kevesebb késziilék,
kevesebb energiaval, eréforrassal tizemeltetheto.

- Standardizalas. Tobb élelmiszerféleség analitikai vizsgalatara alkalmas altalanos
modszerek kidolgozasaval csokkenthetdek a validalasi, késziilék, eszkoz és referencia anyag
koltségek. Példaul nitrézaminok mérése tejtermékekben és huskészitményekben torténhet
azonos kromatografias modszerrel, de eltérd mintelokészitéssel. Igy egy darab analitikai
késziiléken, egy darab analitikai kolonnan, ugyanazzal a referencia anyaggal a legkiilonfélébb
anyagok vizsgalhatéak egy fliggetlen laboratoriumban. Hasonld példa a novényvéddszer
maradékok vizsgalata a legkiilonfélébb élelmi anyagokbol.

- Modszerfejlesztés. Meglévd modszerek feliilvizsgalata hatékonysagi szempontbol,

attérés gyors analitikai modszerekre a hagyomanyos analitikai modszerekrol.
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2. ANALITIKAI MODSZERFEJLESZTES QBD ELVEK
SZERINT

Analitikai méodszerfejlesztés a QbD elvek szerint az 1. abran bemutatott ciklikusan ismételhet6
folyamatban valosithaté meg (lista a 3. mellékletben talalhato). Szakdolgozatomban ezt a 10
1épéses modszerfejlesztési stratégiat az altalanos elvek ismertetése mellett egy konkrét példan,
az alabbi fiktiv folyadékkromatografias fejlesztési feladatra mutatom be: Feldolgozott
huskészitmények nitrozamin tartalmanak meghatdarozdasa. A megengedett nitrézamin
mennyisége: 26,5 ng /nap (gyogyszerkészitmények limitértéke alapjan vett érték).

Ha a vizsgalati mintdban a mérendé komponensek keverve vannak (pl. élelmiszer matrixban
szeretnénk a kis mennyiségben jelen levé szennyezéket vizsgalni), az egyes komponensek
mennyiségérél és mindségérél nem tudunk informaciot szerezni. Ha el tudjuk valasztani a
komponenseket akkor konnyebben meg tudjuk hatarozni a minéségét és/vagy a mennyiségét.
Analitikai moédszerek fejlesztése tulajdonképpen két fejlesztési folyamatot takar: a
mintaelOkészitési eljards fejlesztését ¢és az analitikai mérOdmodszer fejlesztését. A
mintaelOkészitési 1épések fejlesztése az élelmiszeranalitikai mdodszerfejlesztés sordn legalabb
akkora kihivast jelent, mint az analitikai (pl. kromatografias) méromodszer fejlesztése. A két
rész koziil a modszerfejlesztést rendszerint az analitikai méromaodszer fejlesztésével kezdjiik, a
fejlesztés kezdeti szakaszaban mar rendelkezésre allo referencia anyagok (standard anyagok)
birtokédban. Azonban elébb-utdbb eljutunk a modszerfejlesztés sordn olyan szakaszba, ahol a
mintael6készitést és analitikai fejlesztést 6sszehangoltan kell végezni. Jelen szakdolgozatban

az analitikai fejlesztésre fokuszalok.
2.1. Elozetes informaciok osszegyiijtése

Informaciok osszegytjtése a gyakorlatban a nemzetkozi és hazai irodalomban fellelhet6 adatok,
masok 4altal leirt mddszerek, eredmények, applikaciok megkeresése. Manapsag leginkabb
interneten irodalmazunk mind a vizsgaland6 komponensrdl, mind a vizsgalati mintar6l. Ha
szabvanyban rogzitett vizsgalati feladatot kapunk, akkor is érdemes a plusz informaciokat
begyiijteni a szabvany modszer verifikalasahoz, tovabbi fejlesztéséhez, optimalizalasahoz.
Elelmiszerekben az idegen anyagok (pl. kémiai szennyezok) kimutatasa, azonositisa és
mennyiségének meghatarozasa igen sokféle modon torténhet. A valasztott analitikai modszert
mindig a vizsgdlanddé anyag kémiai tulajdonsdga és varhatd mennyisége hatarozza meg.
Esetiinkben a huaskészitmények ng/kg szintli nitrézamin tartalmanak kimutatdsa és

meghatarozasa nehéz feladat. A rendkiviil Osszetett és valtozo matrixbol kell nagyon kis
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mennyiséget (ppb) kimutatni. Az érzékeny, specifikus modszerek koltséges miiszerezettséget
igényelnek. A mérend6 komponenseket (esetiinkben nitrozaminokat) szelektiven el kell
vélasztani az élelmiszer komponensektSl, hogy mérhet6 legyen ilyen kis koncentracioban. igy
pl. gaz- vagy folyadékkromatograf sziikséges vizsgalatukhoz. A kis kimutatdsi hatar miatt
lehet6leg érzékeny, nagyon kis mennyiségek kimutatasara alkalmas detektor sziikséges.

Még nem all rendelkezésre olyan atfogo6 vizsgéalati modszer, amely alkalmas mind az illékony,
mind a nem illékony nitrézaminok azonositdsara és egyidejli mennyiségi meghatirozasara
minden olyan élelmiszertipusban, amely tartalmazhatja e szennyezé anyagokat (azaz
huskészitményekben, tejtermékekben, tenger gyiimolcseiben, zoldségekben és alkoholtartalmu
italokban). A téma aktualitasa miatt rengeteg irodalmat lehet talalni. A legtobb publikalt
modszer alkalmazhat6 huskészitmények elemzésére, kimutatasi hataruk 0,003-20 pg/kg kozott
van, ¢s foként illékony nitr6zaminokat kimutat6é gazkromatografian alapulnak. Az élelmiszer-
analizis legujabb fejlesztéseivel egyre szélesebb korben terjed a folyadékkromatografia
tomegdetektorral, amely lehetové teszi mind az illékony, mind a nem illékony nitr6zaminok
egyidejli meghatarozasat egy mintabol. Ezeket a modszereket kezdik alkalmazni a

haskészitmények nitrézamin elemzésére.
2.2. Analitikai cél profil megfogalmazasa

Miutan Osszegyujtottik az irodalomban fellelheté informéciot a mérési feladatrol, és
kivalasztottuk a kivitelezhet6 analitikai elvet, a kovetkez6 1épés az analitikai cél profil, az ATP
(Analytical Target Profile) meghatarozasa. Vagyis annak a tartomanynak a kijelolése, amin
beliil az analitikai médszer megfelel az elére meghatarozott kovetelményeknek. A fejlesztési
feladat eredménye a validalhaté modszer, a gyakorlatban ez azt jelenti, hogy meg kell hatdrozni
a validalasi kovetelményeket, a validalas folyaman vizsgalando teljesitményjellemzdket. Az
ATP megfogalmazasaval egytttal meghatarozzuk a modszer céljat is, amely befolyasolja a
modszertervezését ¢és a fejlesztést. Ehhez sziikséges informaciok a vizsgalando
huskészitmények paraméterei (pl. viz/zsir/fehérjetartalom) hatosdgi vagy fogyasztoi
kovetelmények (példankban: nitrézamin limit), az el6zéleg begyijtott ismeretek és a laborok

mérési igényei (Ecsedi et al, 2017).
2.3. Analitikai technika kivalasztasa

Az analitikai technika kivalasztasanal elsddleges szempont, hogy a megfogalmazott analitikai
cél profilt teljesiteni tudjuk, validalhatdo modszert kell fejleszteni. Tobbnyire a f6 kérdés, hogy

a mérendé komponenst hogyan tudjuk detektalni. Megfelel6en érzékeny és specifikus vagy

17



szelektiv detektor sziikséges. Gyakori, hogy az élelmiszeranyag, mint matrix, zavarja a
vizsgalandd komponens meghatarozasat, ezért elterjedtek az elvalasztastechnikai (pl.
kromatografids) modszerek. Illékony komponensek vizsgalatira a gazkromatografia, nem
illékony, de oldatba vihetd komponensek vizsgalatira a folyadékkromatografia a
legelterjedtebb analitikai technikak. A vizsgalando szennyezOk, névényvéddszer, antibiotikum
maradvanyok, tartositoszerek, és egyéb anyagok koncentracidja és detektalhatosaga hatarozza
meg, hogy milyen detektort kell alkalmaznunk az elvalasztas utan. A detektorvalasztas pedig
behatarolja, hogy milyen felszereltségli (pumparendszer, nyomastiirés, valtoszeleppel szerelt
stb.) kromatografias késziilékre kell modszert fejleszteniink.

A detektor valasztasnal figyelembe kell venni, hogy a vizsgalandé komponens jelet adjon, tehat
kimutathat6 legyen, valamint a detektor érzékenységét, vagyis a detektalas also hatarat (DAH).
Kimutathatésag szempontjabol megkiilonboztetiink univerzalis, szinte minden anyagot
vizsgald detektorokat, és specifikus, tehat csak valamilyen jellegzetes fizikai-kémiai
tulajdonsaggal rendelkez6 anyagcsoportot vizsgalni képes detektorokat. Univerzalis detektorok
a fényelnyelésen, fényszorason alapuld detektorok, illetve a tomegérzékeny detektorok.
Specifikus detektor példaul a fluoreszcens detektor, amikor a vizsgalanddo komponensnek
fluoreszcens tulajdonsaggal kell birnia, kiilonben nem lathat6 a vizsgalat soran. A detektalas
also hatara az adott anyagra jellemz6 koncentracié mely a detektor celldban athaladva a zaj 3-
szorosanak megfeleld jelet ad. A detektor érzékenysége a mennyiségi elemzéshez sziikséges
mutatoszam, az analitikai egyenes meredeksége, illetve nem linearis tartomanyban a jel
koncentraci6 szerinti derivaltja (lasd 5. abra). Linearis tartomanyban a detektalt jel linearisan

crer

Mennyiségi meghatarozasnal a detektor linearis tartomanyaban kell dolgozni

5. abra Detektor valaszjel a koncentracio fliggvényében
(forras: Snyder, 1988)

linear range
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Folyadékkromatografias elvalasztasokban leggyakrabban az fényelnyelésen alapuld (UV)
detektalast alkalmazzuk, de a fejlesztés soran a labor felszereltségétdl fiiggden masfajta
detektalasi tipusokat is sziikséges kiprobalni. 2. tdblazatban foglaltam 6ssze az egyes detektor

tipusok kimutatasi hatarat €s specifikussagukat.

2. tablazat: Detektor tipusok detektalasi alsé hatara és specifikussaguk
(forras: sajat tablazat)

Detektor DAH (mg) Univerzalis

UV (fényelnyelésen alapuld) 103 +
RI (torésmutato) 10 ++

EC (elektrokémiai) 10° -

FLR (fluoreszcens) 10 -
CAD (korona kisiiléses) 103 +
ELSD (fényszoréason alapuld) 103 ++
MS(témegspektrométer)) 10“-10° ++

-2 nem univerzalis, specifikus detektor;
+: anyagok tobbsége vizsgalhato, de vannak kivételek;
++: teljes mértékben univerzalis detektor

El6fordulnak olyan fejlesztési feladatok is, amikor tobb késziilék-detektor-allofazis lehetdség
koziil lehet valasztani. Ilyenkor mérlegelni kell, hogy melyik technikdanak milyen eldnye van,
illetve a kezdeti kockézatelemzést ki kell terjeszteni az analitikai technika, a késziilék tipus
koltségek, kimutatasi hatar, késziilék robusztussag, kornyezetvédelem, esetleg tartalék

késziilék, személyzet tapasztalata, gyakorlata, tars laborokkal vald 6sszemérés lehetdsége stb.
2.4. Felhasznaldi igények megfogalmazasa

A felhasznald igények alatt analitikai modszerfejlesztés soran a modszert alkalmazd

laboratoriumok altal tdmasztott igényeket értjiik. Példaul:

- Analitikai késziilékkel kapcsolatos felhasznaloi igények: pl. az alkalmas késziilékek
tipusai koziil valamelyik kedveltebb (pl. kompakt vagy modularis késziilék); késziilék
gyartoja ismert; rendelkezésre all - vagy konnyen és idében beszerezhet6 a késziilék; a
munkaerd mar ismeri, nem kell (j képzés, hogy hasznalni tudjak; elérhet6 és megfeleld
a szerviz szolgéltatds; mar ismert vagy konnyen megtanulhatoé kvalifikalt szoftver
tartozik a késziilékhez)

- Oldatok stabilitasa (pl. napi rutin mérések soran parhuzamosan legalabb 6 vizsgalati
minta elékészithetd legyen bomlas nélkiil, egy miiszakban kivitelezhetd legyen)

- Optimalis mérési id6 (pl. legalabb 6 vizsgalati minta mérhetd legyen egy munkanap
alatt) modszerfejlesztés egyik célja az analizis id6 csokkentése. Ennek egyik megoldasi

lehetésége folyadékkromatografiaban a gradiens elucio. Vagyis a futas alatt a retencios
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(visszatartast) hatast csokkentjiik az id6 fiiggvényében. Ez azonban a késziilék oldalardl

is tovabbi feltételek teljesiilését igényli a pumparendszer oldalarol.
2.5. Kritikus minéségi jellemzok meghatarozasa és kezdeti kockazatbecslés

Az analitikai cél alapjan kivalasztott analitikai technika min6ségi jellemz6éinek meghatarozasa
a kovetkezd feladat a fejlesztés soran. Az analitikai cél a validdlhatdé mérési modszer.
Megfeleld, tehat az elvart validalasi kovetelményeknek eleget tesz. De sok egyéb
tulajdonsagnak is meg kell felelni, pl. meglévé késziilékkel mérhetd, gyors, kevés
oldoszerigényli moddszer, etanolt haszndlunk acetonitril helyett, ismert beszallitotol
beszerezhetd eszkozokkel kivitelezhetd stb. Minden elvarasra nem tudunk azonnal modszert
fejleszteni. Kiindulashoz eldszor meg kell hatarozni a modszer kritikus jellemzoit (CMA -

Critical Method Attibutes) a modszervalidalasi elvarasok és a felhasznaloi igények alapjan, és

azokra koncentralva kell kezdeni a modszerfejlesztést.

A kritikus jellemzok teljesiilésére nézve kockazatelemzést kell végezni. Példaul:

- Osszegytijtjiik a modszert befolyasolo lehetséges tényezéket (pl: kdrnyezet, modszer,
miiszerek, dolgozok stb.)

- Halszéalka (Ishikawa) diagramon abrézolva ok-okozati viszonyba dllitjuk az egyes
tényezoket a kritikus modszer jellemzdivel (tényez6k — CMA).

- A tényezdket és modszer paramétereket értékeljiik természetiik szerint (igynevezett
CNX osztalyozas), és becsiiljiilk hatasukat a modszer teljesitéképességére nézve (pl.
Failure Mode Effects Analysis/FMEA segitségével)

Szdmba kell venni mi minden befolyéasolhatja a mérési modszert rutin hasznalat kozben. Miutan

végéiggondoltuk a lehetséges tényezok korét, rangsorolni kell 6ket. A kezdeti kockazatelemzést

mindig a legfontosabb 4-6 tényez6 elemzésével kezdjiik. Egy analitikai mddszert sok minden
befolyasol, a legjellemzdbb tényezdk:

- kornyezet: Labor hémérséklet, fény, paratartalom egyes analitikai folyamatokat
jelentdsen befolyasolhatnak. Kromatografias mérések zart rendszerben torténnek, ezért
ebben a fejlesztési munkéban, ez kevésbé befolyasolo tényezo.

- anyag: Analitikai vizsgalat soran hasznalt anyagok mindsége, tisztasaga erdteljesen
befolyasolhatja az analitikai eredményt és annak megbizhatosagat. A kockazatelemzést
erre tényezore el kell végezni.

- miiszerek: Folyadékkromatograf allapotaval, kvalifikalt statuszaval kiemelten
foglalkozni kell. Ha az analitikai vizsgalathoz egyéb miszert is kell hasznalni, pl.

mérleg, pH mérd, akkor azok tulajdonsagait (pl. elvart pontossagat) is elemezni kell.
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- munkaerd. Analitikai vizsgalat eredményét human eréforras képzettsége, gyakorlata,
pszichés allapota, partatlansaga er0sen befolyasolhatja, ezért kockazati tényezdként kell
kezelni.

- modszer: Kromatografias paramétercknek nagyon nagy hatasa van az analitikai
eredményre, mivel meghatarozzak a komponensek (vizsgalandd €s matrix anyagok)
elvalasztasat, ezaltal mindségi és mennyiségi értékelhetoségét. Ezek a fejlesztés
kulcsfontossagli paraméterei.

- mintaeldkészités: Egy olyan bonyolult matrix esetén, mint az élelmiszerek ugyancsak
nagy hatassal van a mérési eredményre, kockazati tényezoként kell kezelni.

Az 6sszegylijtott kockazati tényezoket halszalka (Ishikawa) diagramon abrazoljuk. Ok-okozati

viszonyba allitjuk 6ket a modszert meghatarozé kritikus modszer jellemzokkel. Elkészitéséhez

a 4. mellékletben gyljtdttem Ossze hasznos kérdéseket (példa: 3. fejezet, 10. abra).

CNX besorolads

A tényezOket és modszer paramétereket értékeljiik természetiilk szerint, és harom osztalyt

kiilonboztetiink meg:

- kézben tartandok (controlled; C),

- lehetséges zavar6 hatasuak, (noise; N)

- kisérletileg meghatarozandok (eXperimented; X).

A modszerfejlesztés folyaman eltéré modon kezeljiik a kiilonbozd osztalyokba sorolt

paramétereket.

C: Kézben tartando paraméterek a kovetkezd esetekben fordulnak eld:

- ismert a megoldas irodalombol vagy korabbi tapasztalatokbdl és alkalmazzuk is

- meg tudom szerezni a sziikséges informaciot (pl. tovabbi irodalmazassal, modellezd
szoftverekkel),

- nincs lehetdség, vagy sziikség a paraméter valtoztatds okozta hatds vizsgalatara (pl.:
szabvanyban eldirt a mintaeldkészités folyamatan az agitacios id6)

N: Lehetséges zavard hatasokra nincs rahatasunk. Ide soroljuk a véletlenszerii

paramétereket, illetve az analitikus altal kozvetleniil nem befolydsolhatd paramétereket (pl.

vegyszer mindsége, labor hdmérséklete)

X: Kisérletileg meghatarozando paraméterekre a fejlesztés ezen szakaszaban nem tudom a

megoldast, de végzek ra kisérletet. A meghatdrozandd paramétereket (X) egy vagy tobb

paraméteres kisérlettervezés szerinti kisérletekkel allapitjuk meg (DoE).
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FMEA (Failure Mode Effects Analysis; hibamod- és -hatds elemzés)

Az analitikai modszer teljesitményét elméletileg befolydsold tényezoket (pl. miiszerek,
dolgozok) és modszer paramétereket (pl. eluens pH, hémérséklet), kockazatok osztalyba
sorolasahoz elemezni kell. A tényez6k és modszer paraméterck hatasat megbecsiiljiik a modszer
teljesitoképességére nézve az FMEA tablazatok segitségével:

- az események bekovetkezésének gyakorisagat (F)

- a lehetséges kovetkezmények sulyossagat (S),

- valamint azok észlelhetéségét (D).

A besorolasi kategdridk szama altalaban 3 - 5. Az érték novekedésével a paramétert egyre
kockazatosabbnak itéljiikk. (FMEA értékelésre példa a 6. mellékletben l1athato)

Az elfogadhat6 és a nem elfogadhaté kockazati osztalyok hatarait a kockazati rangsor érték
(Risk Priority Number; RPN) alapjan hatdrozzuk meg: RPN = F*S*D

A magas kockazati osztdlyba sorolt tényezdkkel kiemelten foglalkozni kell, a cél az, hogy a
modszerfejlesztés soran minél alacsonyabb értékre csokkentsiik a kockézatokat.

A kockazatértékelést a modszerfejlesztés fobb mérfoldkdveinél megismételjiik, és vizsgaljuk
az egyes hatasok kockazatinak valtozasat. A rendszeralkalmassagi vizsgélatok eldirasakor
mindenképp, hiszen a magasabb kockazati tényezdket kell folyamatosan ellendrizni). A

modszerfejlesztési jelentésnek ezeket az elemzéseket tartalmaznia kell.
2.6. Modszer optimalizalas kisérlettervezéssel

Manapsag nagyon gyakran alkalmazott technika élelmiszeripari analitikaban a forditott fazisu
folyadékkromatografia. Példankban, a nitr6zaminok mérésére is alkalmas tomeg detektalassal.
A folyadékkromatografias elvalasztas soran olyan kdlcsonhatasok jonnek 1étre

- az elvalasztandd komponensek fizikai és kémiai tulajdonsagai miatt (ionizaltsag,

hidrofobicitas, polarités),

- az allofazis feliileti tulajdonsagai miatt (ionizaltsag, hidrofobicitas, polaritas),

- adott mérési koriilmények (mozgofazis dsszetétel, pH, ionerésség, hdmérséklet) kozott,
amelyek lehetévé teszik, hogy a komponensek kiilonbozé erdsséggel kotddjenek az
allofazishoz. Az elvalasztas azaltal jon 1étre az allofazis feliiletén, hogy a komponensek és az
allofazis kozott 1étrejovo szorpeids-deszorpeids folyamatok (megoszlas az allofazis és a
mozgofazis kozott) miatt az erdsen kotédd komponensek tobb, mig a gyengébben kotddo
komponensek kevesebb 1d6t toltenek az allofazishoz kotve. Végeredményként a kiilonbozd
erésséggel kotddd komponensek idében elvalasztva eluéltathatok a kolonndrdl €s eltérd idoben

jutnak a detektorba (lasd 6. abra).
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6. abra Folyadékkromatografias elvalasztas sémaja
(forras: sajat abra, Snyder alapjan)

allofazison elvalo komponensek
vandorolnak a detektor irdnyaba ] u
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A fellépd kolcsonhatasok allo fazis és a komponens kozott a kovetkezok lehetnek:

- szorpcids kolesonhatasok: adszorpcid és abszorpcio,

- van der Waals-féle gyenge kolcsonhatasok,

- sztérikus hatasok,

- H-hidas kolcsonhatés,

- sav-bazis kolcsonhatasok,

- ionos kolcsonhatas,

- komplexképzés,

- enzim-szubsztratum kapcsolat.

QbD szemléletli modszerfejlesztés soran toreksziink ra, hogy megértsiik a vizsgalat soran zajlo
folyamatokat, feltarjuk a jelent6sebb hatasokat, melyek az eredmény megbizhatosaga
szempontjabol kockazatosak, deritsiik fel kézben tarthatosagukat és tudatosan avatkozzunk be,
igy elérve az optimalis eredményt.

Kromatografias modszerfejlesztés sordn legtobbszor optimalando paraméterek:

- allofazis,

- mozgofazis,

- egyéb: pl. hdmérséklet, aramlasi sebesség, injektalt anyagmennyiség.
Modszerfejlesztés alapvetd kovetelménye a megbizhatd analitikai eredmény szolgéltatasan
kiviil a hatékonysag novelése, vagyis az analitikai eredmények, valamint az eldallitasukhoz
felhasznalt forrasok kozotti kapcsolat optimalasa. Cél, hogy az elvalasztas ideje lehetbleg a
legkisebb legyen, ami azt jelenti, hogy a kromatografias elvéalasztas soran a legrovidebb 1d6
alatt, minél tobb (lehetdleg az 6sszes) komponenst el lehessen valasztani. Ez sok esetben csak
akkor valdsithaté meg, ha a komponensek csucsszélessége viszonylag kicsi (révid id6 alatt sok
komponens el lehet valasztani, mert keskeny sdvokban elualodnak és jutnak a detektorba). Ezért
kromatografias vizsgalatokban a hatékonysag egyik jellemzdje, ezaltal optimalandd paraméter
az elméleti tanyérszam (jele: N). A masik fontos paraméter a felbontas (jele: Rs), amely arra ad
informaciot, hogy az egyes komponensek milyen mértékben valaszthatoak el. Ugyanis, ha a

komponensek detektorba jutd csucsai nem valnak el alapvonalig, akkor zavarjdk egymas
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mennyiségi meghatarozasat, az eredmény torz ¢és pontatlan lesz. Az alabbi (3.) tablazatban
fogaltam o0ssze a forditott fazisti folyadékkromatografias modszerfejlesztés kiindulasi
paraméterecinek altalanos lehetdségeit. Az egyedi esetekben ezeket kell mérlegelni, és az
elézetesen feltérképezett feladat tulajdonsagai szerint kivalasztani a kiindulasi pontot. Majd
ebbdl kiindulva lehet0ség szerint kisérlettervezés eredményeként kapott informacié alapjan
kedvezd iranyu valtoztatasokkal optimalni a vizsgélati koriilményeket.

3. tablazat: Forditott fazisu HPLC modszerfejlesztés kiindulasi paraméterei
(forras: sajat tablazat)

Paraméter Preferalt kiindulasi modszerfejleszté paraméterek
All6 fazis
Meéret 75%2,1 mm — 150x4,6 mm
Toltet 2 pum alatti (héj szerkezetii) — 2,6 um (porozus)
Fazis C-18

Mozg6 fazis

Oldoszer A/B Viz/alkohol vagy viz/acetonitril
%B Valtozo
Puffer 10-100mM foszfat puffer
pH 2-7
Adalékok 1-20mM (heptanszulfonsav Na soja, Terc-butil-amin)
Aramlasi sebesség 0,5-1,5 ml/min
Homérséklet 20-60 °C

Aramlasi sebesség

0,3 -1,5 ml/perc

Minta mennyiség
Térfogat
Tomeg

50 ul
50 ug

2.6.1. Kisérlettervezés

Kisérletterv (design of experiment, DOE) c¢lja, hogy az analitikai mérést optimalizaljuk.
Tovabbi cél, hogy az adott informacié megszerzéséhez a lehetd legkevesebb kisérletet kelljen
elvégezniink. A kisérlettervnek még a kisérletek elvégzése elott rendelkezésre kell allnia.

A kisérlettervben a faktornak (fiiggetlen valtozd) nevezziikk az olyan mérhetd, valtozo
mennyiséget, amely adott iddpontban meghatdrozott értéket vesz fel, és segitségével a vizsgalt
objektum miik6dése befolyasolhato. A faktorok lehetnek:

- mennyiségiek (pl. hdmérseklet, mozgofazis osszetétel),

- mindségiek (pl. allofazis, késziilék).

Kisérlettervezés soran egyszerre tobb faktor szintjét valtoztatjuk. A teljes faktoridlis kisérlet
egy olyan modszer, amely lehetdvé teszi az egyes faktorok és ezek egyiittes hatasanak
vizsgélatat a mindségi jellemzOre vonatkozoan. Ezaltal lehetdvé valik a beallitasokhoz
kapcsolodo kozépértekek ¢és az ugynevezett hatasok szamitasa. Megkiilonboztetjik a

féhatasokat, amelyek az egyes faktorok beallitasabol erednek, és a kdlcsonhatasokat, amelyek
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tobb faktor egyidejii valtoztatisa eredményeképpen keletkeznek. Rendszeresen vizsgalt
faktorok folyadékkromatografiaban: hémérséklet (T), gradiens id6 (tG), gradiens meredekség
(kiindulo- végsé B%), eluens pH és Osszetétele (szerves mindsége/mennyisége), allofazis
mindsége.

A faktorok kivalasztasat kovetd 1épés a szintek szamanak és értékeinek meghatarozasa. A
szintek azon faktorértékek, amiket kiprobdlunk a kisérletek soran. Elséként tisztaznunk kell,
hogy milyen értékhatarok kozott valtoztathatjuk a kisérletek sordn az egyes befolyasold
tényezok értékeit. Legtobbszor két értéket jeloliink meg feltételezve, hogy kozottiik linearisan
viselkedik a folyamat. Amennyiben nem vagyunk biztosak a linearis viselkedésben, harom

vagy tobb szint kijeldlése sziikséges.

2.6.2. Kisérlettervezés optimalizalo szoftverrel

Kromatografias modszer optimalasahoz tobb gyartd is ajanl modszerfejleszté szoftvert,
amelyekkel a kisérlettervezés kivitelezése, illetve értékelése konnyen és latvanyosan
megvalodsithatdo (pl: DryLab vagy LabSolutions Method Development). A szoftveres
modszerfejlesztés eldnyei, hogy gyorsabb, mint a manudlis probalgatas, objektiv, konnyebben
dokumentéalhat6 és visszakereshetdé a kapott informacid. Lényegesen kevesebb mérés
sziikséges, mint manualis probalgatassal. Ezaltal id6t és oldoszert takaritunk meg. Mindegyik
szoftver hasznalatdval a kritikusnak itélt faktorok és értékeik kivalasztiasa az elsé 1épés,
amelyhez elengedhetetlen az el6zetes kockazatbecslés. Majd a kockazatosnak talalt és
kivalasztott paraméterekkel kisérlettervet szerkesztink. Szoftveres modszerfejlesztésnél
gyakran lehetdséglink van redukalt kisérletterv kivitelezésre €s értékelésre is, ezaltal még tobb
id6t és vegyszert sporolhatunk. Kimérjiik a kisérleti tér sziikséges pontjait, majd a szoftver
segitségével statisztikai értékeléssel megéllapitjuk az optimalis kromatografids mérési
koriilményeket. Fejleszto szoftverekkel a kisérletterv értékelés latvanyos €s gyors (lasd 7. abra).

7. abra Kisérletterv értékelése kromatografias fejleszté/optimalizalo szoftverrel
(forrés: sajat abra, korabbi szoftveres modszerfejlesztés DryLab kockaja)




A néhany sz¢lsé értéken lemért kromatogram adataibol statisztikai modszerekkel sok ezer
elméleti lehetdséget szamolnak ki, majd vizudlisan megjelenitik, hogy a kisérleti tér (design
space) mely pontjan felelne meg a mddszer az eldre definialt kovetelménynek. Esetiinkben a
kovetelmény, hogy felbontas érték (Rs) legyen nagyobb, mint 1,2. Az altalam ismert szoftverek
szinkddja alapjan a vizsgalt kisérleti térben piros szinnel értékelt teriileteken a moddszer
megfeleld lehet. A kapott abrarol ki kell valasztani egy kedvezd paraméter kombinaciot. Egyes

szoftverek fel is ajanljak a legkedvezdbbnek szamolt mérési modszer paramétereit.
2.7. Robusztus tartomany megadasa

Az optimalis mérési paraméterek kivalasztasa utdn meg kell vizsgélni, hogy a fejlesztett
modszer mennyire robusztus. A robusztussdg vizsgalat arra ad valaszt, hogy a moédszer
paramétereinek kismértékii, tudatos megvaltoztatisa mennyiben befolyasolja a mérési
eredményeket, pl. hogyan valtozik a szelektivitas és a felbontas (Rs) értéke, és ezek hogyan
befolyasoljak a mennyiségi meghatarozast. Ha az eredményekre a valtoztatas nincs, vagy csak
alig van hatassal, azt mondjuk, hogy az adott analitikai modszer robusztus. Szignifikans
valtozasnak tekintendd, ha pl. kromatografiaban két komponens Osszecstszik, vagyis nem
teljesiil az alapvonalas elvdlasztds, illetve, ha a mennyiségi meghatdrozds soran eltérd
eredményt kapunk.

Az alkalmazott modszertdl fligg, hogy melyik kromatografids paramétert milyen mértékben
véltoztassuk robusztussag vizsgalathoz. A vizsgélati tervben elére rogziteni kell a valtoztatni
kivant paramétereket és a valtoztatds mértékét. Vizsgalt kromatografids paraméterek a
kockazatbecslés alapjan legtobbszor: pH, puffer koncentracid, oszlop homérséklet, eluens
Osszetétel, aramlasi sebesség; gradiens modszer esetén a gradiens ideje vagy meredeksége. Az
egyes komponenseket egyedileg is valtoztathatjuk. Ennek a modszernek nagy hatranya, hogy
iddigényes és a kiilonbozd faktorok egymasra gyakorolt hatasat nem tudjuk vizsgéalni. Az el6bb
mar emlitett modszerfejlesztd szoftverek lehetdvé tesznek egy kisérlettervezéssel kivitelezett
modszer robusztussag vizsgalatot is, ahol a kritikusnak itélt koriilmények hatasait és azok

kdlcsonhatésait tudjuk modellezni.
2.8. Kontroll stratégia

A kontroll  stratégia kidolgozasa kromatografias vizsgalathoz gyakorlatilag a
rendszeralkalmassagi paraméterek meghatarozasa. A rendszeralkalmassagi vizsgalat célja,
hogy ellendrizze, hogy adott mérési koriilmények kozott a rendszer megfelelden miikodik €s

alkalmas vizsgalatok lefolytatasara. A rendszer ellendrzésére szolgald oldatok alkalmazasa,
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melynek kromatografids paramétereit vizsgalva kovetkeztethetiink a méréd rendszeriink
joséagara és alkalmassagara.

A rendszeralkalmassagi paraméterként a rendszer aktualis allapotat mutato jellemzot kell
valasztani. A paraméter kivalasztasa fligg az adott vizsgalattol, berendezéstol,
mintael6készitéstél stb. Rutin mérés soran a rendszeralkalmassagot minden alkalommal a
mérés megkezdése elott és a végén vizsgalni kell. A rendszeralkalmassag ellendrzéséhez
szlikséges oldat elkészitését a moddszerleiratnak és a validalasi tervnek tartalmaznia kell,
azonban nem kotelezé kiilon oldatot kijelolni, ha pl. a standard oldat is alkalmas a
rendszeralkalmassag meghatarozéasara. Legtobbszor a kromatografias elvalasztast és detektalas
érzékenységét kell rutin mérések el6tt ellendrizni. Validalas soran kell majd véglegesiteni az
adott modszerhez tartozd rendszeralkalmassagi oldatot és megerdsiteni az elfogadasi
kritériumait. Ezeket a vizsgéalatok végzése soran ellendrizni kotelezd.

A modszerfejlesztési fazis lezarasaként tjabb kockazatelemzést végziink. FMEA tablazatot kell
ujra kitolteni. A kockazatoknak csokkenni kell az alkalmazott 1épések hatasaként. Ezzel a végso
kockazatbecsléssel bizonyitjuk be, hogy a modszer megfelel a kitlizott céloknak €s a kritikus
paramétereket a modszerfejlesztéskor figyelembe vettik. Az igy fejlesztett moddszer
transzferdlasa kevesebb analitikai problémat vet fel, varhatéan kevesebb nem megfeleld
(trenden kiviili vagy specifikacion kiviili) eredményt kapunk. Abban az esetben, amikor
megfelel a modszer a fentebb megfogalmazott 6sszes kovetelménynek, akkor a validalasi tervet
el kell késziteni. Ha nem felel meg a mddszer a kovetelményeknek, akkor valtoztatni sziikséges
rajta. A problématol fiiggden az oldoszert, az oszlopot vagy a kromatografids rendszer

beallitasait kell modositani.
2.9. Validalas

Vizsgélati mdodszer validalasaval dokumentaltan bizonyitjuk, hogy az adott analitikai eljaras
alkalmas a vizsgalando termék bizonyos mindségi jellemzdjének megbizhato, pontos mérésére
a validalast végzo laboratériumban. Validalast megel6zden validélasi tervet kell készitent,
amely a kvantitativ vizsgalati modszerek tipusanak megfelelen eldirja a validalasi eljaras
gyakorlati megvalositasat a vonatkozo szabalyozasok (pl. 1SO 17025; belsé szabalyozasok)

szerint.
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A validalasi munka elkezdéséhez sziikséges feltételek:

A: Mérokészulékek, amit a validalas méréseihez hasznalunk rendelkezzenek:

- a modszerben el6irt miiszaki paraméterekkel, és felszereltséggel,

- az érvényes kalibralasi, kvalifikalasi dokumentumokkal:

» Telepitésmindsités (1Q, installation qualification) — Az eszkoz telepitésekor végzett elsé
kvalifikalasi mivelet, annak dokumentalt igazoldsa, hogy a telepités megfeleléen
tortént, a sziikséges alkatrészek, kiegészitok és dokumentacioé rendelkezésre allnak.

» Mikodési minésités (OQ, operation qualification) keretében meg kell gy6z6dni arrol,
hogy a késziilék képes a specifikacioknak megfelelden mitkddni.

» Teljesitménymindésités (PQ, performance qualification) soran azt igazoljuk, hogy az
eszk0z a rutinhaszndlat koriilményi kozott képes az elvart teljesitményt nyujtani.
Robusztussadg vizsgalat alapjan értékelni kell, hogy legalabb milyen pontossaggal és
precizitassal kell a beallitott paraméter értékeket tartani az egyes késziilékmoduloknak,
eszk6zoknek. A kvalifikalas dokumentumait ezzel 6sszhangban kell hozni. Kvalifikalas
keretében meg kell gy6zddni arrdl, hogy a késziilék képes az elvarasoknak megfelelden
miikodni. Kvalifikalas altalaban olyan tesztlépésekbdl all, amik célzottan egy-egy funkcid
megfeleld miikodének a vizsgalatara szolgalnak (pl. aramlasi sebesség teszt; hdmérséklet teszt).
Kvalifikacios mérések kivitelezése soran tesztelni kell a legrosszabb esetet vagy sz¢ls6 értékek
mérésével (pl. késziiléken hasznalt legkisebb és legnagyobb aramlasi sebességen is igazolni

kell a szallitas pontossagat), a +/- ingadozasokat meg kell adni a szorasok kimérésével.

- az informatikai rendszerek, szoftverek érvényes validalasi dokumentumaival.

B: Felhasznalando anyagok a modszer validalasahoz megfelelé mennyiségben és az eldirt

mindségben alljanak rendelkezésre, lejarati id6 érvényességén beliil:

- validalasi minta (+matrix),

- referencia anyag,

- ha sziikséges ismert bomlastermékek vagy szennyezok.

C: Sziikséges dokumentumok:

- Alljon rendelkezésre a vizsgalandd anyag adott kritériumanak megfeleld analitikai
modszer leirasa. A moddszer leirasa megfeleld részletességgel tartalmazza a mérési
eljaras 1épéseit és minden olyan informaciot, amely a vizsgalat elvégzéséhez
elengedhetetlen.

- Legyen hozzaférhetd a fejlesztési jelentés.

D: Az eredménymegadas forméja/pontossaga €és az eredmények elfogadasi kritériumai.

E: Képzett, felhatalmazott €s tapasztalt személyzet.
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Analitikai vizsgalatok  validalasa soran értékelendd teljesitményjellemzok:
Szelektivitas/specifikussag, precizitas, linearitas, torzitatlansag, tartomany, detektalasi hatar,

mennyiségi meghatarozas also hatara, oldatstabilitas. (részletesen: lasd 5. melléklet)

Validalasi jelentésben nyilatkozni kell a validalt allapotrol. A fejlesztett és validalasra tervezett
modszer megfelelt az elére tamasztott kovetelményeknek vagy sem. Megfelelés esetén, rutin
vizsgalatokra hasznalhatdé, folyamatos monitorozassal (lasd 1. abra: Analitikai
modszerfejlesztés QbD szerint). Ha nem felel meg valamelyik kritérium, akkor a mddszer
tovabbi fejlesztése, 1j modszer kidolgozasa, kritériumok feliilvizsgalata vagy j megoldas
keresése sziikséges (Lasd 8.abra.)

8. abra Dontés a validalt statuszrol
(forras: sajat abra)

Kritikus modszer —
jellemz6k (CMA

Nem:
- Modszer tovabb fejlesztése
- Uj médszer kidolgozasa
- Kritikus médszerjellemzék feliilvizsgalata

|

igen Modszer validalt
nem . -
Mis . alkalmazasarol
megoldds — lemondunk,
keresése? Mas megoldds

keresése

l igen

Validalt
modszer

2.10. Rutin hasznalat és folyamatos modszer monitorozas

Ha sikeres az analitikai modszer validalasa, akkor folyamatos monitorozas mellett hasznélatba
lehet venni. Rutin hasznalat soran feladatunk a validalt allapot fenntartasa és ellendrzése. Ehhez
eszkozeink:

- rendszeralkalmassagi vizsgalatok

- ellenérzo kartyak

- valtozaskovetés (change control)

Rendszeralkalmassdgi vizsgalatok

Rendszeralkalmassagi vizsgalat soran ellendrizziik az analitikai késziilék és analitikai modszer,
tehat a mérési rendszerlink megfeleldségét. Mar a modszerfejlesztés és validals soran is végig

ellendrizni kell a rendszer alkalmassagat. Validalasi jelentésben pontositani és véglegesiteni
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kell az alkalmazasat. Rutin mérések elején minden alkalommal ajanlott a rendszeralkalmassag
ellendrzése. Napi rutin mérések kozbeni ellendrzés sziikségességét mérlegelni kell. Ha
validalaskor, vagy monitorozas kozben az deriil ki, hogy mérési sorozat kdzben is ellendrizni
kell bizonyos paramétercket, akkor pontosan le kell irni, hogy teljes, vagy részleges vizsgalat
legyen. Mérések legvégén minden esetben ajanlott a rendszeralkalmassagot ellendrizni. Ezzel
tudjuk igazolni, hogy a mérési folyamat teljes egészében megfeleld volt a rendszeriink. Régi,
jol mikodé modszereknél ritkithatd a rendszeralkalmassagi vizsgalatok szama. Ha 0j termékre
kell kiterjeszteni a vizsgalatot, vagy valtozik az alapanyag, technologia, végtermék, vagy
gyartasi modszer, akkor feliil kell vizsgalni, hogy a korabbi eljaras alkalmas-e még az analitikai
rendszer ellendrzésére.

Kontroll kartya

Attol fogva, hogy a modszert beillesztjiik a rutinszerti alkalmazasba, rendszeres vizsgalatokkal
kell biztositani, hogy a rendszer allandd szabdlyozas alatt maradjon. Ez a fazis a ,,rutinszera
mindségszabalyozas". A rutinszerii minéségszabalyozas eszkoze az ellendrzé kartya. (Rikker,
2013) Cé¢lja a rutinelemzés folyamatos ellenérzése, a hibak feltarasa, eredmények
helyességének igazolasa. (9 . abra)

9. abra Kontroll kartya
(forras: Rikker, 2013)

Mért / elvart (%)

A mérési mddszer valamely paraméterének vagy az eredmények szorasanak eldzetes becslése
sziikséges. Az eldkészités szakaszaban egy kisérleti periddushoz legaldbb 20 kozépérték
ismerete  sziikséges. Elemzési sorozatonként legalabb egy ellenérzo érték kell
hasznalhatosagdhoz. Az ellendrzé értékek mérési gyakorisaganak meghatarozasa a
laboratorium felel0ssége, célszerli figyelembe venni a lényeges hibak kockézatait és a
lehetséges kovetkezmények stlyossagat. Az ellenérzod kartya hossza ideig tartdé hasznalatakor

frissiteni kell az ellendérz6 és figyelmeztetd hatarokat.
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A kovetkez6 helyzetekben ajanlatos beavatkozni:

1 ellen6rz6 érték kivil esik az ellen6rz6 hatarokon,

2 egymast kovetd ellendrzo érték a figyelmeztetd hataron,

7 egymast koveto ellendrzo érték emelkedo tendencidju,

7 egymast koveto ellendrzo érték csokkend tendenciaji,

11 egymast koveto ellendrzé értékbdl 10 a kdzépvonal egyik oldalan helyezkedik el,

14 egymast kovetd ellendrzd pont le-fol valtakozik.

Kontroll kartya tipusai:

Eredménykartya: vizsgalati eredmények ellendrzése ugyanolyan tipust mintabol
torténik

Kozépérték-ellendrzdkartya: Sorozatonként meghatirozott szdmu ellenérz6 minta
atlagat abrazoljak vagy a kalibracio ellendrzésére hasznaljak
Visszanyerési-ellendrzokartya: A matrixhatasbol eredd rendszeres hibak feltarasara
alkalmasak. Minden matrixtipushoz kiilon visszanyerési ellendrzé kartyara van sziikség,
mert a jelentdsen kiilonbozd Osszetételli mintdkban eltérd tipust és nagysagu hibak
jelentkezhetnek.

Vakprobaérték-ellendrzokartya: a kovetkezd hibaforrdsok azonositashoz hasznaljak:
vegyszerek szennyezettsége; a reakcidoedények és a mérérendszer szennyezettsége;

miiszerhiba (példaul alapvonal-elcsuszas).

Moadszer életciklus kovetése/ valtozaskovetés

Analitikai médszer rutin hasznélata soran gytijteni kell milyen problémak, eltérések, hibak

meriilnek fel, és ezek felderitésére milyen kisérleteket végziink, milyen megoldasokat talaltunk.

Az analitikai modszereket rendszeresen felil kell vizsgalni mind teljesitoképesség,

hatékonysag, mind gazdasagossagi és kdrnyezetvédelmi szempontokbol.

Minden olyan esetben, amikor eltérés, valtozas all be a laboratorium és az alkalmazott rendszer

vagy modszer muiikodtetésében részleges vagy teljes ujravalidalassal kell bizonyitani, hogy

valdban képes a laboratorium az adott analitikai feladat megbizhat6 elvégzésére.
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3. MODSZERFEJLESZTESI TERV KIDOLGOZASA

A fejlesztési terv elkészitésének gyakorlati kivitelezését a példanak valasztott nitrozamin

vizsgalatra mutatom be.

3.1. Informaciok gyiijtése nitr6zamin mérésekrol

3.1.1. Ismert analitikai technikak

Nitrézaminok vizsgalata analitikai szempontbol bonyolult élelmiszer matrixbol nagyon kis
mennyiségli (ppb szintll) szennyezd kimutatdsa. Ezért minden leirt modszer valamilyen
elvalasztastechnikai modszer, tipikusan kromatografids elvalasztds. A kromatografias
technikakban van egy allo6fazis, ezen 4t folyamatosan aramlik egy mozgofazis. A mozgdfazisba
pillanatszeriien, nagyon kis térfogatban bejuttatjuk a vizsgaland6é mintat. Az all6fazisra érve a
minta kiilonb6z0 komponensei megkotddnek, majd deszorbedldodnak, majd megint
megkotddnek, megint deszorbedlodnak és igy haladnak végig az allofazissal toltott kolonnan,
majd jutnak a detektorba. A kiilonb6z6 komponensek eltérd id6 alatt érnek végig az allofazison,
mert eltérd erdsséggel kotddnek az allofazishoz. A gyengébben kdtddd komponens eldbb ér a
detektorba, mint az erésen k6tédé komponens, igy a kiilonb6z6 komponensek idében fizikailag

elvalnak egymastol.

Gazkromatografia

Gazkromatografids vizsgalatoknal a mozgo6 fazis gaz. Ezzel a technikédval csak illékony
komponensek vizsgalhatok. Mivel a nitrozaminok tobbségében illékony vegyiiletek,
célszerlinek tlinik elsé megkozelitésben gdzkromatografias vizsgalatot fejleszteni mérésiikre. A
nitr6zaminok varhatéan nagyon kis koncentracioban (pg/ml — ng/ml) lesznek jelen az élelmi
anyagokbol készithetd vizsgalati oldatban, ezért csak a nagyon kis érzékenységli, €s specifikus
detektorok megfeleldek. Példaul Kocak €s munkatarsai (Kocak, 2012) nitrogén szelektiv
detektorral tudtak néhany ng/ml koncentracioban mérni gazkromatografias elvalasztas utan.
Mig tomegdetektalasi technikaval mar 0,1 ng/ml riportalési hatarokat is el lehet érni (Lehotay,
2015). Ugyanakkor a GC vizsgalat koriilményei tobbnyire megegyeznek a nitrézamin
képzddésnek kedvezd koriilményekkel (magas hdmérséklet, savas kornyezet, nitrogéntartalmu
komponensek jelenléte), ezért eléfordulhat in situ nitr6zamin képzddés a mérés soran, ezzel

meghamisitva és bizonytalanna téve az eredményeket.

Folyadékkromatografia
Tomegspektroszkopiai detektalasi technika fejlodésével (megjelentek a harmas kvadrupol

tomegszelektiv detektorok) a folyadékkromatografias vizsgalatok is eldtérbe kertiltek nagyon
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kis koncentraciok kimutatasara. Tomeg detektalassal és deuteralt belsd standardok
hasznalataval pontos mennyiségi mérések lehetségesek (Hermann, 2014). Kimutatasi hataruk a
legijabb modszerekben kisebb, mint a gazkromatografias vizsgalatoké. Ultra-nagy
hatékonysagi folyadékkromatograf (UHPLC) hasznalataval a mérési id6 is jelentdsen
csokkenthetd, a vizsgalathoz sziikséges olddszer mennyisége pedig radikélisan csokken. Ami
kornyezetvédelmi és gazdasidgossagi szempontbdl kedvezd. A folyadékkromatografias
vizsgalat koriilményei pedig kevésbé kedveznek az in situ nitrézamin képzddésnek. A mérési
bizonytalansag ezaltal csokkenthetd. A szakirodalmi cikkek alapjan a nitrézamin célvegytiletek
megfeleld visszatartdssal valaszthatok el a legelterjedtebb forditott fazisa kromatografias
technikaval, a konnyen hozzaférhet6 C18 allofazisokon (Rane et al., 2018; Ripollés et al., 2011;
Steed et al.,, 2018). Szakirodalom alapjan a kis molekulatomegli, polaris nitrozaminok
hatékonyabban ionizalddnak APCI (atmoszférikus kémiai ionizaci6s) ionforrasban, mint ESI
(elektrospay ionizacios) ionforrasban (Chang et al., 2020; Ripollés et al., 2011; Tolgyesi, 2021).
Az APCI ionforras alkalmazasa soran joval kisebb matrixhatdsokkal kell szamolnunk, ami
alacsony limit koncentraciok esetén nem elhanyagolhat6 tényezd eldnyds a bonyolult matrixa
mintdk vizsgalataban. A nitr6zaminok ilyen kis koncentracidban torténd vizsgalatara
huskészitményekb6l az irodalmi adatok alapjan ultra-nagyhatékonysagu folyadék-

kromatografias médszert kell fejleszteni specialis tomeg detektalassal.

3.1.2. Mintael6készités lehetdségei

Klasszikus mintaelokészitési technikdk

Elelmi anyagok mintaelSkészitése gyakran bonyolult, sok 1épéses. Féls, hogy a vizsgalando
komponens (nitr6zamin) elveszik mintaelokészités kdzben, mivel illékony és nagyon kis
koncentracidban van jelen a vizsgalati mintaban. Az élelmiszerek bonyolult matrixok analitikai
szempontbol. A vizsgdlanddo komponenst, jelen esetben a nitrozaminokat vizsgéalat elott
célszerll elvalasztani a mintaelSkészités tisztito 1épéseiben a matrix komponensek nagy részétol
fizikai eszkozokkel Kiilonféle extrakcios technikak fejlddtek az elmult évtizedek soran, pl
folyadék-folyadék extrakcio, szilard fazisu extrakceid, szuperkritikus extrakcio.

,, QuEChERS” mintaelokészitési technika

QUEChERS mozaikszo (quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) jelentése: gyors,
egyszert, olcso, hatékony, robusztus és biztonsagos. Ez a mintaeldkészitési technika alapvetden
egy szerves oldoszeres, (acetonitriles) extrakcio, majd MgSOs és NaCl-dal torténd kis6zas,
végiil a tisztitas, mely igen sok lehetdséget rejt magaban. A tisztitas tobbnyire szilard fazist

extrakciod, aminek a matrixtol fliggden nagyon sok valtozata van. Analitikai eszkdzgyartok eldre
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toltott | kit”-eket arulnak a kulonb6zo élelmiszer matrixokhoz a mintaelokészités
egyszerlsitéséhez. Példankban is célszerli a QUEChERS technikat eldnyben részesiteni a

fejlesztési folyamat soran.
3.2. Nitrozamin mérés célja

A fejlesztés analitikai célja a validalhatd mérési modszer. Ehhez az alabbi analitikai cél

profilokat (ATP-ket) fogalmazzuk meg: a modszer legyen:

- szelektiv (pl. a leggyakrabban el6fordul6 4 db nitr6zaminra)

- torzitatlan, linearis és preciz a mérési tartomanyban (pl: kimutatasi hatartol a
specifikacios limit legalabb 120%-iQ)

- robusztus a mintael6készitésre és analitikai mérésre egyarant

- mennyiségi meghatarozas alsé hatara legfeljebb 50%-a lehet a specifikacios szintnek.
3.3. Analitikai technika Kkivalasztasa nitr6zamin méréshez

Elézetes informaciogyijtés alapjan tudjuk, hogy folyadék kromatografias mérést kell
fejleszteni. Annak eldontésére, hogy a HPLC technikan beliil melyik tipust valasszuk, a
vizsgalandé komponens fizikai-kémiai tulajdonsidgai a meghatdrozéak. Ha nem talaltunk
elegendd informaciot, akkor ugynevezett screening vagy tajékozodd méréseket végezziink,
annak eldontésére, hogy milyen iranyban induljunk. A 4. tablazatban a leggyakoribb

folyadékkromatografias technikakat foglaltam dssze.

4. tablazat: Folyadékkromatografias technikak
(forras: sajat tablazat)

Médszer Leiras
Forditott fazisu Az alléfazis apolaris, a mozgofazis polaris, viz és szerves olddszer keveréke. Vizben
kromatografia (RP) oldhato anyagok elvalasztasara széleskorben alkalmazott. Semleges, savas és bazikus

karakteri anyagok vizsgalatara is alkalmas modszer. Kornyezetvédelmi mintak,
novényvéddszermaradvanyok, kismolekuldk vizsgalatara tipikusan alkalmazott

technika.
Normalis fazisu Az allofazis polaris, a mozgofazis kevésbé polaris szerves oldoszerek keverékébdl all.
kromatografia (NP) Vizben nem oldhat6 anyagok és izomerek elvalasztasara alkalmazzak elsésorban.

Hidrofil kdlcsonhatastt | Az allofazis polaris, a mozgdfazis viz és szerves olddszer keveréke, ersen polaris
kromatografia (HILIC) | vegyiiletek (pl. szerves savak) elvalasztasara hasznaljak.

Toncserés Az allotazis toltott csoportokat tartalmaz, amelyek megkotik a minta ellentétes toltésti
kromatografia (IEC) ionjait, a mozgofazis sét és puffert tartalmazd vizes oldat. Altaldban nagyméretii
biomolekulak elvalasztasara hasznaljak.

lonparképzd A forditott fazisi kromatografidval megegyezik, azzal a kiilonbséggel, hogy a
kromatografia (IPC) mozgofazishoz ionparképzé reagenst adunk, amely kolcsonhataba 1ép a minta
ellentétes toltésii ionjaival. Azon bazisok és savak elvalasztasara alkalmas, melyeknek
kis visszatartasa van forditott fazisti rendszerben.
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Meéretkizarasos Az allofazis inert, a mozgdfazis lehet viz vagy szerves oldoszer, az elvélasztas a
kromatografia (SEC) molekulatdmegen alapul, elsdsorban nagyméreti biomolekuldk elvalasztasara
hasznaljak.

Nitrézaminok vizsgalatara az irodalmi adatok alapjan a forditott fazisu folyadékkromatografias

technikat valasztjuk, mivel vizben oldhato, polaros kismolekulak.

A nitrézaminok UV detektorral vizsgalhatok lennének, de az elvart kis koncentracidéban nem

elég érzékeny a fényelnyelésen alapuldo UV detektor tipus. A kimutatasi hatar csokkentésének

lehet6sége lenne a kromatografias oszlopra injektalt anyagmennyiség novelése. Ez a nagy

mennyiségii matrix jelenléte miatt azonban az allofazis és detektor tulterhelését okozna. A

kell, ezen belill is a nagy felbontast harmas kvadrupdlus rendszer (TQMS).

A tomegspektrometrids detektalas elonyei:

- Mennyiségi analizisre jol alkalmazhatd, mert széles a linearitasi tartomanya, alacsony
kimutatasi hatara (DAH)

- Nagy szelektivitas (komponenseket tomegszam alapjan konnyii azonositani)

- Univerzalis (minden anyagnak van tomege, az ionforras és ionizacios koriilmények
helyes megvalasztasaval az anyagok tulnyomo tobbsége ionizalhato és tomeg detektorban
vizsgalhato)

- Gyors modszerek fejleszthetéek, elényos az UHPLC-hez kapcsolni. Ekkor kevesebb az
oldoszer felhasznalas is

- Robusztus detektor (kromatografias paraméterek kis mérték(i valtoztatasa esetén is,
ugyanazt az eredményt szolgaltatja a nagymértékl szelektivitdsa miatt).

Hatranya, hogy képzett személyzetet igényel a hasznalata.

Hatékonysag novelése (id6 ¢és oldoszer megtakaritas) is az ultranagyhatékonysagu

kromatografidss (UHPLC) késziilek iranyaba tereli a fejlesztést, kiilondsen igaz ez a tomeg

detektoros vizsgalatokra. Ezek a detektorok jobban kihasznalhatok, és még kisebb
koncentraciok vizsgalhatoak az UHPLC technika segitségével. Ha laboratoriumunk nem
rendelkezik a feladathoz sziikséges felszereltségli (UHPLC-TQMS) analitikai késziilékkel, nem
tudjuk sikeresen megoldani ezt az analitikai feladatot. Példankban, TQMS detektor nélkiil nem

tudjuk az elvart kimutatési hatarral mérni az élelmi anyagokban a nitr6zamin szennyezdket. A

modszerfejlesztést irodalmi szempontok figyelembevételével APCI ionforrast alkalmazva

kezdjiik. A kromatografids paraméterek optimalizalasat kovetden az ionforras paramétereinek

finom hangolasaval tovabb fokozhaté lesz a célvegyiiletek ionizaciojanak hatékonysaga.

35



Az eluensek (mozgofazis) kivalasztasa soran elsddleges szempont, hogy kompatibilis legyen,
tehat oldodjon benne a vizsgilandd komponens, a mintaelOkészitéshez hasznalt oldészerrel
elegyedjen, ¢s a sziikséges detektor is hasznalhato legyen. Figyelembe véve a kornyezetvédelmi
szempontokat is, elsé kisérletekben az irodalomban talalt modszerek alapjan vizet és metanolt
alkalmazunk. Ehhez kis mennyiségben MS detektor hasznalatakor hangyasavat adunk, amely
elésegiti az ionforrasban a protonalt molekulaionok képzddését (George et al., 2018), ezéltal
kisebb anyagmennyiség lesz kimutathato. Ha a késziilékiink nyomashatara megengedi etanollal
is kezdhetjiik a fejlesztést, torekedve a zold analitika iranyaba.

Az allofazis (kromatografias oszlop) kivalasztasra tobb kivalasztasi metodika 1étezik:

- az oszlopgyartok kiilonféle applikdciokat adnak ki a legkiilonfélébb komponensek
vizsgalatahoz, mddszerfejleszto kiteket arulnak, segitve a valasztast

-fejlesztd szoftver is segitheti a megfeleld oszlop, vagy alternativ oszlop kivalasztasat,

- az irodalomban talalt és abban sikeresen alkalmazott all6fazis vagy azzal hasonld tulajdonsagu
(de modernebb) oszlop kiprobalasa

- sajat tapasztalatbol hasonld kromatografias tulajdonsagokkal rendelkez6 anyagok esetében
mar bevalt kolonna hasznalata

Irodalmi adatok alapjan C18 allo6fazist valasztunk. Nitrozamin vizsgéalathoz alkalmas késziilék-
detektor-allofazis valasztas lehetdségek a varhatéoan Kis mérendd koncentracié miatt erésen

korlatozottak.
3.4. Felhasznaloi igények nitrozamin mérés soran

Az analitikai feladat példankban nagyban meghatarozza a sziikséges technikai felszereltséget.
Nitrozaminok vizsgalatdhoz a késziiléknek specialis tulajdonsagokkal kell rendelkeznie, a
felhasznal¢ igények az analitikai késziilék valasztasnal hattérbe szorulnak. Olyan szempontokat
kell figyelembe venni, hogy ha 10j késziiléket kell erre a vizsgalatra beszerezni, akkor az
illeszkedjék az eddig is hasznalt késziilékparkba; a szoftver ismerds legyen; a személyzet képes
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soran, hogy a késobbi rutin munka szervezése konnyebb legyen a felhasznaloknak.
3.5. Kritikus paraméterek a nitré6zaminok vizsgalata soran

A vizsgalati mddszer (esetiinkben HPLC mérés) kritikus paramétereit a modszervalidalasi
elvarasok és a felhasznaloi igények alapjan kell meghatarozni, és ezekre koncentralva kell
kezdeni a modszerfejlesztést. Példankban a kritikus moédszerjellemzok (CMA) az altalanos

validalasi kovetelmények és korabban emlitett igények alapjan az alabbiak lehetnek:
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- modszerprecizitas: 15%-0s RSD%-kal teljestiljon

- specifikussag: kritikus csucspar felbontas (Rs) értéke legyen nagyobb, mint 1,2

- torzitatlansag: visszanyerés 85 -115%-ban teljesiiljon a mérési tartomanyban

- DL, QL értékek megfelelden kicsik legyen

- oldatstabilitas legalabb 16 ora

- mérési 1d6 legfeljebb 20 perc/injektalas.

Nitrozaminok vizsgalatahoz az analitikai technika és mérési tapasztalatok alapjan a
kockazatosnak itélt tényezok: anyagok és eszkozok, HPLC késziilék, kromatogrdafias modszer, a
mintaelokészités és munkaerd. Talan legnépszertibb és legatlathatobb maddszer, ha halszalka
diagramon abrazoljuk a kockazati tényezoket és ok-okozati viszonyba allitjuk a modszert

meghataroz6 kritikus modszer jellemzékkel (CMA). (Lasd 10. abra).

10. abra Ishikawa diagramm HPLC moédszerfejlesztés kezdeti kockazatbecsléshez (példa)
(forras: sajat abra)

kolonna mindsége
vegyszerek mindség

mozgd fazis osszetétele

injektor pontossag

; futasi/gradiens id6 szallitasi pontossag
pipetta

i A —— homérséklet

homérséklet pontossag
injektalasi térfogal  detektor bedllitasi
lehetdségek

Kritikus jellemzék:
Precizitas RSD%<15%
. Szelektivitas Rs > 1,2
Visszanyerés: 85-115%
LoQ < 0,5 x limit
Stabilitas > 16 o6ra
Futasi idé < 20 perc

referencia anyagok
detektalas

bemérési technika
jelre toltési technika

minta homogenitas
koncentracio6
oldatstabilitas késziilek ekvilibralasa
agitacio ideje csticsazonositas

i értékelési technika

Mintael6készités Dolgozok

A 6. melléklet példatablazataiban az Ishikawa diagram alapjan a meghatarozott tényezok és a

hozz4juk rendelt paraméterek hatasainak kockazatértékelését mutatom be a tervezett nitr6zamin
vizsgalat modszerfejlesztéshez. Hibamod és hatasok vizsgalataval (Failure Mode and Effects
Analysis, FMEA) lehet legegyszertibben elvégezni. FMEA olyan elemzési modszer, mely segit
feltarni a fejlesztendd modszerben a hiba-lehetdségeket és hiba-hatasokat, €s rangsorolasukkal
egyuttal azok értékelésére is alkalmas. Az értékelés alapjan magas kockédzatinak itélt
paraméterek a tervezett kromatografias vizsgélati modszerben: az dllofazis- és mozgofazis

valasztas, oldoszer gradiens, homérséklet. A HPLC késziilék tekintetében a detektor beallitas
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és az injektdalas magas kockazati, a mintael6készités soran pedig a mdtrix hatasra kell
gondosan iigyelni. A human kockéazatok koziill a komponens azonositasat taldltuk magas
kockazati paraméternek. Ezekkel kiemelten foglalkozni kell majd az optimalas és

robusztussagvizsgalat soran.
3.6. Maodszer optimalizalas és Kisérlettervezés gyakorlata

Dolgozatomban példaként a fenti tényezOk koziil a kromatografias mérési modszernek a
paraméter optimalizalasi és kisérlettervezési folyamatat mutatom be részletesen. Ehhez a
tényez0hoz FMEA alapjan magas kockazatinak értékelt paraméterek: allofazis- és mozgofazis

valasztas, oldoszer gradiens, hdmérséklet.

3.6.1. Alléfazis valasztas szempontjai

A vizsgalando vegyiiletek kémia tulajdonsagai alapjan kell kivalasztani az alloéfazist. Az
allotazis folyadékkromatografidban legtobbszor fém csdbe toltott szemesék. A kereskedelmi
forgalomban kaphat6é toltetek tilnyomodan szilikagél alapuak. A leggyakrabban hasznalt
forditott fazisu technikéban az allofazis tobbnyire valamilyen apolaros szénhidrogén lanccal
modositott szilikagél. Az 5. tdblazatban Osszegyljtottem a leggyakrabban hasznalt allofazis

tipusokat.

5. tablazat: Leggyakoribb allofazis tdltet tipusok

(forras: sajat tablazat

Si (szilika) Normal fazisu toltet, kiilondsen polaris, nem ionos vegyliletek elvalasztasara alkalmas.
Vizzel, viztartalmu oldészerekkel nem szabad egyiitt hasznalni, mert a viz dezaktivalja
a feliiletét. A szilikagél-hordozds toltetek mechanikailag meglehetdsen erések, igy a
kolonnak még néhany nagyobb 16kést is elviselnek.

C8 (RP-8) A legelterjedtebb forditott fazisu toltetek, apolaris komponensekkel szemben a
C18 (RP-18; ODS) | legnagyobb visszatartassal bir. Kiilonosen alkalmasak gyogyszer-hatdanyagok,
ndvényvéddsszer maradvanyok, kdrnyezetvédelmi mérések céljaira.

C6H5 (fenil) Az aromas vegyliletekkel szemben kiilondsen nagy szelektivitassal rendelkez6, forditott
fazisu toltet, de hidrofob kdlcsonhatasos kromatografidban is alkalmazhat6.

CN (cianopropil) Vegyes tulajdonsagl, enyhén polaris szorbens, forditott fazisu és normal fazisu
toltetként is hasznalhatdo. Gradiens elvalasztasokra kiilonosen alkalmas, mert az
egyensulyi helyzetet gyorsan eléri. Bizonyos gyogyszerek analizise soran kiterjedten
alkalmazzak.

NH2 (aminopropil) | Forditott és normal fazisi, valamint gyenge anioncseréld toltetként egyarant
alkalmazhatd. Normal fazisként szelektivitdsa a szilikdhoz hasonld, nagy elénye
azonban, hogy nem dezaktivalja a feliiletét a viz.

SAX WAX Tobbféle erés vagy gyenge tipusu (S vagy W) kation vagy anioncseréld (CX vagy AX)
SCX WCX tulajdonsagu toltetek, amelyek bazisok, savak, sok nukleozidok, nukleotidok
elvalasztasara hasznalhatok.

A modosito csoportok koziil leggyakoribb a C18 lanc. Ezen beliil is tobb ezer tipust allotazis
koziil valaszthatunk. A kdvetkezd abran bemutatom, hogy milyen nagy kiilonbség lehetséges

»azonos” C18 toltetekkel mért kromatogramok kozott. A példahoz a kovetkezd harom
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modellvegyiiletet valasztottam: koffein, benzoesav €s szorbinsav. Az dbran ebben a sorrendben
eludlodnak a komponensek mindharom esetben. Az analizis koriilményei azonosak, 1 ml/perc
aramlasi sebesség, 50 °C, az eluensben a szerves modositd metanol, a puffer pH-ja 3,8. Az
allofazisok mindharom esetben azonosan C18 alkil lanccal mddositott szilikagélek, csak a
lancok eltéré modon kétddnek az alap szilikahoz.

11. abra Alléfazis valtoztatas hatasa a retencids idére
(forras: sajat abra)

uVv.
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A visszatartast, ezéaltal a komponensek elvalasztdsit nemcsak a moddositd lanc mindsége

(esetiinkben C18) hatarozza meg, hanem nagyon sok tényezo befolyasolja még:

- a szilikagélhez val6 kotés modja az alkil lancnak (térhalds, vagy linearis),

- hany darab C18 lanc van egységnyi feliileten,

- a szemcse teljes egészében atjarhatd, ugynevezett pordzus, vagy egy tomor maggal
rendelkezd héjszerkezetli gdmb,

- esetleg az elso szilanizalas (C18 lanc kapcsolas) utan tovabbi utoszilanizalés tortént,

- vagy a C18 lanc nem kozvetleniil a szilikdhoz kapcsolodik, hanem egy etilén hidon
keresztiil kapcsoljak hozza.

Az allofazis kivalasztasa nagyban befolydsolja a fejlesztendd modszer sikerességét. Célszerii

alapos irodalmazéas utan minél tobb lehetséges tipust kiprobalni. Igyekezziink megbizhatd

gyartotol, jol reprodukalhaté kolonnat valasztani. Tartsuk szem el6tt, hogy a kolonna

elhasznalodik, €és tonkre lehet tenni, ezért mindig csak pontosan ismert eldéleti kolonnan

kezdjiink bele modszerfejlesztésbe. Az 4allofazis anyagi mindségét az elvalasztandd

komponensek kémiai tulajdonsidgai hatarozzdk meg. Fizikai paramétereit azonban mas

szempontok alapjan valasztjuk:
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Szemcseméretet befolydsolo tényezok:

- Milyen kromatografias késziilékiink van? — hagyomanyos vagy ultranagy hatakonysagt

- Hény komponenst, milyen sebességgel szeretnénk elvalasztani? - nagy injektalasi szam,
sok komponens esetén kis szemcseméret vagy héjszerkezetii toltet javasolt

- Milyen a vizsgalandé komponens/matrix arany a vizsgalando6 oldatban?

crer

akkor tapasztalatok alapjan a pordzus, nagyobb szemcseméretii toltetek hasznalata indokolt.

Kolonna hosszusag valasztds szempontjai

Feladat komplexitasa (elvalasztand6 komponensek szdma) is hatdssal van a kolonna fizikai
paramétereire, elsésorban a kolonna hosszara. Oszlop hosszusaggal ndvelni tudjuk az
elvalasztandd komponensek szamat, de a késziiléken megengedhetd nyomasesés behatarolja a
lehetéségeket. Ne feledjiik azonban, az oszlophossz noveléssel né az analizis ideje, és tobb

oldoszer sziikséges egy méréshez, ami kedvezotlen kornyezetvédelmi szempontbol is.

Kolonna atmérdt befolydsolo tényezok

- Milyen aramlési sebességgel célszerii mérni?

- Allandé linearis aramlési sebesség (aminek optimuma van az adott rendszerre) mellett
a térfogat aramlasi sebesség aranyos az oszlop belsé atmérdjének a négyzetével. Ezért
nem mindegy milyen belsé atmérdji kolonnat valasztunk. pl.: esetiinkbe n sziikséges
TQMS APCI detektor hasznalatakor az idealis aramlasi sebesség: 0,4-0,8 ml/perc.

- Anyagi ¢és egyuttal kornyezetvédelmi okokbol célszeri minél kisebb kolonnat
valasztani, hogy minél kevesebb mozg6 fazist kelljen hasznalni.

- Oszlopatmérd az oszloptoltés mindséget befolyasolja kolonnagyartas soran.

3.6.2. Mozgo fazis kivalasztasanak szempontjai

Forditott fazist folyadékkromatografidban a mozgod fazis tobbnyire viz (ami leginkabb
valamilyen stabil pH-ja puffer oldat) + polaritast modosito szerves oldoszer.

lonos vagy konnyen ionizalhatd vegyiiletek vizsgalata soran viz helyett, stabil pH-ju puffer
oldat hasznalata fontos, hogy a vizsgalandd6 molekula egységes formaban legyen jelen a
vizsgalat id6tartama alatt. Szerves oldoszer gyakran metanol (MeOH) vagy acetonitril (ACN)
Egyre ritkabban a kornyezetvédelmi szempontok figyelembevétele miatt tetrahidrofuran
(THF). Zold kémia terjedésével elotérbe kertiilt az etanol és propanol hasznalata.

Fejlesztéskor optimalizalandé a mozgotazisban: pH, puffer s6 koncentracidja, szerves oldoszer

mennyisége €s mindsége.
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Mozgo fazis pH-ja

Kromatografias szempontbol a vegyiiletek négy csoportra oszthatoak:

- Kromatografias szempontbdl semleges vegyiiletek

- Savas jellegli funkcios csoportot tartalmazé vegyiiletek, amelyek konnyen ionizalhat6ak
- Bazikus funkcios csoportot tartalmazo vegyiiletek, amelyek konnyen ionizalhatoak

- Ionos vegytiletek

Folyadékkromatografias vizsgalat soran a vizsgalandé komponensek oldott formaban vannak
jelen. Ha egy molekula kdnnyen ionizalhatd, akkor az oldoszer pH-jatdl fiiggden ionos vagy
ionvisszaszoritott allapotban lehet jelen. Ez egy egyensulyi folyamat, amelyben a komponenst
akkor van esélyiink ion visszaszoritott formaban tartani, ha az olddszer, vagyis a mozgdfazis
pH értéke a vizsgalandé komponens disszociaciés alland6jabol képezhetd pKa érték + 2 vagy
- 2 tartomanyon kiviil esik, attdl fliggéen, hogy savas vagy bazikus karakterti a molekula. Az
ionvisszaszoritott forma jelenti az apoldrisabb molekuldris formét, amely kolcsonhatisa
forditott fazisti kromatografiaban az allofazissal nagyobb, mint az ionos formaé. Ilyen esetben
a kolcsonhatasi lehetéségek szama kevesebb, nincs tobb egyensuly egymas mellett, ezért
keskenyebb és szimmetrikus cstucs varhatd. N értéke kisebb, ami optimalizalas szempontjabol
elényds. A folyamatok konnyebben kézben tarthatéak. Ennek illusztraldsdra bemutatom az
elézéekben mar hasznalt modell vegyiiletekkel késziilt kromatogramokat a kovetkezd (12.)
abran. Kiilonbozé pH-ju mozgo6fazisokkal mért kromatogramokon jol latszik, hogy a
kromatografidsan semleges koffein (elsdnek eludlodé komponens) mindegyik vizsgalt pH-n,
ugyanolyan retencios idével detektalhato (2,9 perc). Mig a savas karakterli anyagok retencios
ideje erdsen valtozik a pH hatdsdra. A kromatografids koriilmények, a puffer pH-n kiviil
azonosak voltak.

12. abra pH hatasa a retencios idore
(forras: sajat abra, fels6 kromatogram felvételekor az eluens pH-ja 4,5, az alsén 3,8)

U\éa\a1 221207_50_5mMpb pH4,5_MeOH_5_20.1cd PDAChI 230nm,4nm
225000{Data2:221207_50_25mMpb pH3,8_MeOH_5_14.lcd PDACh1 230nm 4nm
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A puffer oldatokkal szemben tamasztott kovetelmenyek:

- Megfeleld puffer kapacitas az adott pH tartomanyban.

- Megfelel6 oldhatosag.

- Stabilitas.

- Kompatibilitas a késziilékkel: pl. alkalmazhatosag LCMS detektorhoz.

A pufferek pufferkapacitasa a pKa + 1 pH tartomanyban a legnagyobb, a koncentracio
tekintetében a 10 mmol koriili érték elegendd. Ennél nagyobb koncentraciot csak indokolt
esetben alkalmazzunk, mert a magas sékoncentracio hasznalata megroviditi a kromatografias
oszlop (allofazis) élettartamat és késziiléket is karosithatja. Ha a vizsgalandd vegyiiletek
igénylik a pH kontrollt, akkor érdemes alacsony pH-n kezdeni a fejlesztést, mert ott az all6fazis
szilikagél alapon 1év8 szabad szilanolcsoportok disszocialatlan allapotban vannak. Igy
elkertilhetjiik a nem kivant ionos kolcsonhatast az allofazis és a bazikus tulajdonsagu
vizsgaland6 anyag kozott. A pH novelésének a kolonnak felsd haszndlati pH értéke szab hatart.
Az alap szilikagél oldodik 8 feletti pH értéken. A nagy visszatartds és gyenge kolcsOnhatas
lehetéséget ad, hogy a szerkezetileg kismértékben kiilonbozé vegyiileteket is alapvonalig,
megfeleld felbontassal (Rs) elvalasszuk. pH-nak jelentds, retencidt befolyasolo hatdsa van az
elvalasztasra. Ez egyrészt elonyt jelenthet a szelektivitds befolydsoldasa szempontjabol.
Masrészt hatrany, mert kis pH eltérések jelentds retencidés iddébeli eltéréseket
eredményezhetnek, vagyis a folyadékkromatografias modszer nem lesz robusztus.

Ha kromatografidsan semleges anyagokat kell vizsgalni, mint példaul a nitr6zaminok, amelyek
nem igénylik a pH kontrollt akkor érdemes a legegyszeriibb eluens Osszetétellel kezdeni a
fejlesztést. A matrix komponensektél vald elvalasztas miatt ezekben az esetekben is
eléfordulhat, hogy sziikség lesz majd stabil pH-ji puffert tartalmaz6 mozg6 fazis hasznalatara,
ha a matrix komponensek érzékenyek a pH-ra.

Szerves oldoszer mindsége és mennyisége, oldoszer gradiens:

Szerves oldoszer polaritasaval tudjuk befolydsolni az allo és mozgotazis kdzotti megoszlast,
ezaltal a komponensek visszatartasat. Forditott fazist kromatografidban minél apolarisabb egy
olddszer, anndl ,,er6sebb” eluensnek bizonyul, vagyis a vizsgalandé komponensek gyorsabban
eludlodnak hasznalataval. Figyelembe kell venniink az oldészerek viszkozitasat. Mivel az
allofazison at kell hajszolnunk a mozgofazist, ez csak tilnyomadssal lehetséges. Az oldoszer
viszkozitasa viszont erdsen befolyasolja a kolonnan torténd nyomasesést, ezért hiaba
kornyezetvédelmi szempontbol az etanol elényds, jo polaritdsu oldoszer lenne, nem tudjuk
minden késziilékekkel hasznalni. A leggyakrabban hasznalt metanol ¢és acetonitril

Osszehasonlitasahoz, ugyancsak a korabbi 3 komponenst hasznédltam. A kromatografias
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paraméterek a mozgo6 fazis szerves modositojan kiviil azonosak voltak. A 13. abran bemutatom

milyen nagy hatéast okoz az olddszer valtas.

13. dbra Szerves oldoszer valtas az eluensben hatésa az elvalasztasra
(forras: sajat abra, felsé kromatogram felvételekor az eluensben acetonitril, az alson metanol)

v
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A szerves olddszer mennyiségével finomitani lehet az elvalasztast. Elsésorban gradiens
modszerek hasznalatakor hasznaljuk ki. Az idében egyre er6so6dd eluens hasznalataval az
egymastol eltérd kémiai szerkezetli komponensek egyenletes id6kozonként rovidebb i1d6 alatt
detektorba juttathatok, mint 4llandé eluens Osszetétel mellett. A kiinduldsi szerves tartalom
valtoztatasa elsGsorban a kromatogram elején okoz valtozast, 1asd 14 dbra. Ha a kromatogram
végén szeretnénk egymastol eltavolitani (Rs novelése érdekében) a kiilonbdzé komponenseket,
akkor pedig a gradiens id6 valtoztatasaval tudunk hatést elérni (14sd 15. dbra)

14. abra Szerves modosito hatasa az elvalasztasra — kezdeti koncentracio valtoztatas
(forras: sajat abra, kromatogramokon fentr6l lefelé a kiindulasi szerves (metanol) tartalom 15-25-35%)
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15. abra Szerves mddosito hatasa az elvalasztasra — gradiens id6 valtoztatas
(forras: sajat abra, kromatogramokon fentrél lefelé a gradiens id6 5-7-9 perc)

uyv

[bata1Z21206_50_25_5_301cd PDA CRI 230Ni
IDataz:221206 5025731 lcd PDA Ch1 230ni
225000]Pat23:221206_50_25_9_32.icd PDACh1 230N

2000007

175000]

1500007

125000]

1000007

75000]

500003

2500

o]

43



3.6.3. Homérséklet és egyéb hatasok

Homérséklet hatasa

A kolonna hémérséklet valtoztatasat a szelektivitasinak modositasara, finomhangolasara
hasznélhatjuk. Valtoztatdsaval a mozg6fazis €s az elvalasztando komponensek tulajdonsagai is
megvaltoznak, kolcsonhatdsok erdssége valtozik, hdmérséklet emelésével csokken a
mozgofazis viszkozitasa ezért a diffuzids folyamatok felgyorsulnak, a komponensek ionizacios
tulajdonsaga valtozhat, valamint konforméacids tulajdonsagai is modosulhatnak. A hémérséklet
emelésével a visszatartas altalaban csokken (lasd 16. abra), ennek bemutatasara ugyancsak a
korabbi 3 komponenst hasznaltam. A kromatografias paraméterek a kolonnahdmérsékleten

kiviil azonosak voltak.

16. abra Homérséklet hatasa az elvalasztasra
(forras: sajat abra, kromatogramokon fentrél lefelé a gradiens id6 40-45-50°C)
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Homérséklet emelésével viszkozitast csokkentjiik, tehat nagyobb térfogat-aramlasi sebességgel
is tudunk dolgozni, ezzel pedig jelentdsen lecsokkenthetjiik az elemzési idot. Modszerek egyik
kritikus eleme, kiilonosen magas kolonna homérsékletli vizsgalatoknal Kritikus a késziilék
termosztat megbizhatosaga, a mozgotazis megfeleld eldmelegitése. A vizsgalandd komponens

TN

hétlirésére ligyelni kell a hdmérséklet valasztasnal.

Aramlési sebesség

Aramlasi sebességnek folyadékkromatografias rendszerekben optimuma van a hatékonysag
szempontjabol. Figyelembe kell venni a késziilék adottsdgait (nyomas hatar) és a valasztott
kolonna fizikai paramétereit a nyomdas miatt. Egyes detektorok alacsonyabb &ramlési
sebeséggel tudnak nagyobb érzékenységgel dolgozni. Nitrozamin mérésekre hasznalhato
TQMS detektor esetén az optimalis aramlasi sebesség 0,3-0,8 ml/perc kozott van. Célszeri lesz

ebben a tartoményban meghatarozni a hasznalt aramlasi sebességet.
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3.6.4. Szelektivitast befolyasolé f6 tényezok osszefoglalasa:

- Kromatografias oszlop (4llofazis mindsége, geometria)

- Mozgo6fazis mennyiségi és mindségi Osszetétele (szerves oldoszer)

- Mozgofazis 0sszetétel valtozasanak sebessége (gradiens meredekség €s 1d6)

- pH

- Kolonnatér hdmérséklet.

Szelektivitas jellemzd paramétere: a csticsfelbontas (Rs). A kromatografids rendszer felbontasa

jellemzi az elvalasztas hatasossagat, és megadja, hogy milyen mértékben sikertilt a két egymas

utan elualédo komponenst két kiilonalld sav formajaban elvalasztani. Felbontas 3 6sszetevdje:

- Visszatartas (k’), ami megmutatja az egyes komponensek kolcsonhatasat az allofazissal.
A komponens az elvalasztis soran mennyi 1d6t tartdzkodik az allofazison viszonyitva a
mozgofazisban eltoltott id6hoz képest.

- Szelektivitas (o), ami két komponens elacios kiilonbségét mutatja meg. o az a
paraméter, mely megmutatja, hogy lehetséges-e egyaltalan az elvalasztas

- Tanyérszam (N), hatékonysag jellemzdje. Elméleti tanyérnak nevezziik az oszlopnak
azt a kis részét, ahol az elvalasztandd anyagok a két fazis (all6 - mozgd) kozott
egyensulyban vannak.

A 6. tdblazatban foglaltam Gssze az egyes paraméterek hogyan befolyasoljak a cstucsfelbontast,

melyik OsszetevOre vannak hatassal.

6. tablazat: Kromatografias paraméterek hatasa a felbontasra
(forras: sajat tablazat)

Paraméterek kK’ o N
eluens szerves oldoszer mennyisége ++ + -
szerves olddszer minésége (acetonitril, alkoholok stb.) + ++ -
kolonnatér hémérséklet + + +
oszlop tipusa (C18, fenil, ciano, stb..) + ++ -
puffer koncentracid + + -

ionparképzd reagens koncentracdja ++ ++ +

oszlop hossza 0 0 ++
oszlop szemcsemérete 0 0 ++
aramlasi sebesség 0 0 +

rendszer nyomasa - - +
++ jelentds hatas, + kisebb hatas, - kis hatés, 0 nincs hatas
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3.6.5. Kisérletterv nitrozamin kromatografias médszerfejlesztéséhez

Manapsag elvaras, hogy ne a tudomanyos alapon valasztott kiindulasi paraméterek empirikus
valtoztatasaval fejlessziink kromatografias modszert, hanem tervezziink kisérletsorozatot. Majd
annak értékelése alapjan valasszuk ki a kromatografias paramétereket, amelyeket tovabb
optimalizalhatunk. F& szabalyok kisérlettervezéshez: A, feltérképezési” (screening)
szakaszban torténik meg az allofazis és oldoszer Kivalasztasa. Ezt koveti egy ,,optimalizalas”
szakasz. Egyes paramétercket (faktorok) az alabbi értékek kozott javasolt vizsgalni:

- A hosszabb gradiens id6 (tG) altalaban két-haromszorosa a révidebbnek

- kolonna hémérsékletek kozotti kiilonbség (AT) ne haladja meg a 30°C-ot

- eluens pH kiilonbség (ApH) 0,5 — 1,0 legyen legfeljebb, célszerii 3 szinten vizsgalni

- Kiindulasi szerves tartalom: 5-20%

- Végs6 szerves tartalom: 40 -95%.

Olyan Kiinduld ¢és végsé eluens Osszetételt valasszunk, ahol a legkevésbé visszatartott
komponensnek is van mar visszatartasa, illetve az 6sszes komponens elualodjon az Gsszes
kisérletben. A szerves modositd mennyiségének a hatasa a forditott fazisu folyadék-
kromatografiaban hatalmas. Legnagyobb a befolyasa a szelektivitasra, illetve az egyes anyagok
retenciojara. Amennyiben a vizsgalandé vegyiiletek valamelyike rendelkezik protonfunkcios
csoporttal (savas vagy bazikus karakterrel), akkor a mozgofazis pH-ja is nagy jelentdséggel bir.
Esetiinkben a matrix miatt lehet majd sziikség pH kontrollra. A szelektivitas valtoztatasa
szempontjabol jol ki tudjuk hasznalni ezt a paramétert, hiszen, ha a protonfunkcios csoporttal
rendelkez6 vizsgalandd anyag a retencidja pH-fliggd lesz. Ezaltal a szelektivitas (o) és a
felbontas (Rs) szabalyozhato, a pH-altal pontosan beallithato lesz. Amennyiben egyik faktornak
a pH-t valasztottuk célszerli az alacsonyabb és magasabb pH-n is elvégezni ugyanazokat a
kisérleteket, mert a komponensek ionizaltsagi viszonyai nagymértékben befolyasoljak a
retenciot. El6zetes kisérletek szerint ugy valasszuk meg a pH-t €s a gradiens Osszetételét, hogy
az 0sszes komponens elualodjon.

Ha kromatografiasan semleges anyagokat vizsgalunk, mint pl. a nitr6zaminok, akkor az
elOkisérletek soran a pH helyett a szerves modositora kell helyezniink a hangstlyt. A megfeleld
visszatartas feltétel teljesiilését acetonitrilt tartalmazo rendszerben célszerti elvégezni, mivel az
acetonitril erésebb eluens, mint az alkoholok, vagyis a komponensek korabban elualédnak.
Ugyanezen ok miatt a gradiens idejét és meredekségét etanolt tartalmazo rendszerben érdemes
meghatarozni, hogy az 0sszes komponens elualédjon a gradiens idon beliill az Osszes
kisérletben. Sok esetben a terner (3 komponensii) mozgdfazis dsszetétel eltérd szelektivitast

eredményez a folyadékkromatografidban, mintha kiilon-kiilon alkalmaznank a modositokat.
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3.7. Robusztussagvizsgalat (példa)

Példanak valasztott optimalt modszerben az alabbi paramétercket talaltuk Kritikusnak, ezért a
robusztussag vizsgalatot ezekre a paraméterekre végeztiik el: kolonnatér hdmérséklet, mozgd
fazis szerves aranya és a pH. Optimalisnak talalt értékek: 44°C; 50-50% acetonitril (ACN)-
etanol; pH= 8,0. A valtozasok hatasat 2° tipust kisérleti tervvel (teljes terv, 8 kisérlet, egy
centrum ponttal, ami az optimalizalt érték) vizsgaltuk. (lasd 7.tablazat)

7. tablazat: Kisérleti terv példa robusztussag vizsgalathoz (példa)
forras: sajat tablazat)

# Kolonnatér Mozg6 f:_izi_s szerves arany: mozgéfazis pH
hémérséklet (°C) Acetonitril/Etanol (V/V)
1 42 55:45 7,8
2 42 45:55 7,8
3 46 55:45 7,8
4 46 45:55 7,8
5 42 55:45 8,2
6 42 45:55 8,2
7 46 55:45 8,2
8 46 45:55 8,2
9 (Centrum) 44 50:50 8,0

A mérési adatokat statisztikai modszerekkel elemezziik. Pl.:
- Pareto Diagramon abrazoljuk (17. dbra)

- Gaus-halon jelenitjiilk meg (18. abra)

- ANOVA tablazattal értékeljiik (8. tablazat)

17. abra Robusztussag vizsgalat eredménye Pareto-diagramon abrazolva (példa)
(forras: sajat abra, korabbi robusztussag vizsgalat Pareto diagramja, kritikus paraméterek hatasa a felbontasra (Rs))

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Rs
27%(3-0) design; MS Residual=,3800067
DV:Rs

(1)H8mérséklet (°C) -3,30642

(3)pH -.875787

.

1by2 -.797786

’

(2)Mozgo fazis "B": ACN% -501842

.

1by3

i

-,483489

2by3

B

-,273576

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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18. abra Valtozo hatasok abrazolasa Gaus halon abrazolva (példa)

(forras: sajat abra, korabbi robusztussag vizsgalathoz késziilt Gaus halo)

Probability Plot; Var.:Rs; R-sqr=,86574; Adj:, 46296
2**(3-0) design; MS Residual=,3800067
DV:Rs

3,0
2,5
2,0

15

10 1b

05 (2)Mozgé fizs "B": ACN%
o
00

-05

Expected Normal Value

-1,0 (1)H6mérséklet (°C)
-15 °
-2,0
-2,5

-3,0
-4,0 -35 -3,0 -2,5 -2,0 -15 -1,0 -0,5 0,0 0,5

O -Interactions © - Main effects and other effects
Standardized Effects (t-values)

8. tablazat: ANOVA tablazat (példa robusztussag értékeléshez)
(forras: sajat tablazat)

SsS [df| Ms F p

(1) Hémérséklet (°C) 4154403 |1 |4,154403 |10,93245 |0,080571
(2) Mozgé fazis "B": ACN% |0,095703 |1 |0,095703 |0,25185 |0,665576
(3) pH 0,291466 |1 |0,291466 |0,76700 |0,473506
1by?2 0,241860 |1 |0,241860 |0,63646 |0,508667
1by3 0,088831 |1 |0,088831 |0,23376 |0,676504
2by3 0,028441 |1 [0,028441 |0,07484 |0,810074
Error 0,760013 |2 |0,380007

Total SS 5,660718 |8

A fenti példdban példdul a modszer a statisztikai adatok alapjan nem szignifikdnsan, de
érzékeny a hdmérséklet valtoztatasara. Mar 2°C eltérés is hatassal lehet a mérési eredményekre,
bar szignifikdns hatdst 95%-os valasztott konfidenciaszinten nem okoz. Ilyen esetben meg kell
gy6zbdni, hogy a mérd berendezés képes a kolonnatér hdmérsékletét 2°C -os biztonsaggal
pontosan €s precizen tartani. Tehat a beallitott érték megfelel a valodi hdmérséklet értéknek, €s
nem ingadozik mérés soran a hdmérseklet 2°C-nal nagyobb mértékben. Ugyanigy kell eljarni
minden kritikusnak talalt paraméter esetén. Megvizsgalni azt a tartomanyt, amelyen beliil
robusztus a rendszer, és ellendrizni kell a kvalifikélast, hogy ennek megfelelnek az egyes
késziilék egységek. Magas kockéazatu paraméter lehet még az dramlasi sebesség, vagy a szerves
koncentracidé a mozgé fazisban. Ilyenkor pl. a pumpa széllitas kvalifikaciojat kell ellendrizni,
hogy a késziilék teljesitménye megfeleljen az analitikai elvardsoknak az adott mddszernél.
Tovéabbi magas kockéazati paraméterek még a pH pontossaga, a detektor paraméterek bedallitasai

vagy az injektalas pontossaga is.
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3.8. Rendszeralkalmassag ellenorzése, kontroll stratégia

HPLC mérések soran a rendszeralkalmassag vizsgalat elsdsorban az érzékenység ¢s

szelektivitas igazolasara szolgal. A példanak valasztott nitrozamin vizsgalati médszerben az

elvalasztas vagy a szelektivitds a szelektiv MS detektalasi méd miatt nem lesz kritikus, ha

sikerlil olyan modszert fejleszteni, hogy a vizsgalt komponensek jelentds retencids id6

kiilonbséggel jutnak a detektorba, és a matrixbol sem lesz zavaré komponens a kdrnyezetiikben.

Mas esetben magas kockazati paraméter lesz. Szennyezd vizsgalati modszercknél az

érzékenységét ellendrizni  kell, vagyis a detektdlhatosdgot a jel/zaj viszony érték

meghatarozasaval. Altalaban ellendrizni kell a rendszer precizitast, kelld szamu parhuzamos

injektalas tertilet adataibol szamolt RSD% értékkel. Célszerii a kolonna hatékonysagot (elméleti

tanyérszam) is ellendrizni. A tervezett folyadékkromatografids szennyezdanyag vizsgalatnal

lehetséges kontroll stratégia a kovetkezd lehet:

Szelektivitas kovetelménye

- Ismert szennyezdével addicionalt oldatban egyértelmii csticsazonositas.

Rendszerérzékenység kovetelménye

- A vak oldatban ne legyen detektalhato jel a vizsgalt komponens retencids idejénél.

- Jel/Zaj viszony: S/N > 3 (vizsgalt komponens csucsra detektorérzékenység ellendrzd
oldatban).

Rendszerprecizitas kovetelménye

- RSD% < 10,0 % (vizsgalt komponens csucsteriiletre a standard oldatokban)

- RSD% <1 % (vizsgalt komponens cstics retencios idejére).

Kolonna hatékonysag kovetelménye

- Elméleti tanyérszam (N): N > 2000 vizsgalt komponens csucsra (standard oldatban).

49



4. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A tervezett mindség koncepcidé bemutatasara analitikai modszerfejlesztések soran az alabbi
példa feladatot valasztottam: feldolgozott huskészitmények nitré6zamin tartalméanak
meghatarozasara alkalmas mérési modszer, amellyel 26 ng/nap hatarérték rutin ellendrzését
lehet megvalositani.

Nitrézaminok ilyen kis koncentracidoban torténd vizsgalatara az irodalmi adatok alapjan ultra-
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (UHPLC) maddszert kell fejleszteni specidlis tomeg
detektalassal (TQ-MS APCI ionforras). A mintaeldkészités gyorsitdsa miatt célszeri a
QuEChERS technikéat valasztani. Mar a mintaelokészitési eljaras kidolgozasa soran igyeksziink
fizikailag a lehetd legtobb zavard matrix komponenstdl megszabadulni, de figyelembe véve a
nitrézaminok kémiai szerkezetét, oldhatosagat, polarizaltsagat, a valasztott példankban nem
tudunk matrixmentes vizsgalandé oldatot eldallitani. Ezért célszerli lesz a méréberendezést
valtoszeleppel felszerelni, hogy a kromatografids moédszerrel majd elvélasztott tulnyomo
tobbségben jelen levo ¢lelmi anyag komponenseket (matrix anyagokat) ne juttassuk a detektor
ionforrasba, megakadélyozva annak korai elszennyezddését.

Nyomnyi mennyiségii szennyezOk kimutatasara alkalmas analitikai moédszer célkitiizése:
legyen szelektiv, torzitatlan és preciz a mérési tartomanyban. Legyen robusztus a
mintaelOkészitésre €s analitikai mérésre egyarant.

Az analitikai feladat példankban nagyban meghatarozza a sziikséges technikai felszereltséget.
Nitrozaminok vizsgalatdhoz a késziiléknek specialis tulajdonsagokkal kell rendelkeznie, a
felhasznal¢ igények az analitikai késziilék valasztasnal hattérbe szorulnak. Olyan szempontokat
kell figyelembe venni, hogy ha 0j késziiléket kell erre a vizsgalatra beszerezni, akkor az
illeszkedjék az eddig is hasznalt késziilékparkba; a szoftver ismerds legyen; a személyzet képes
soran, hogy a késobbi rutin munka szervezése konnyebb legyen a felhasznaloknak.
Nitrézaminok HPLC vizsgalatahoz kockazatosnak itélt tényezdk: anyagok és eszkozok, HPLC
késziilék, munkaerd, kromatografiads modszer €s a mintaeldkészités.

Az FMEA értékelés alapjan magas kockazatinak itélt paraméterek a tervezett kromatografias
modszerben: az dllofazis -és mozgofazis valasztas, oldoszer gradiens és homérséklet. A HPLC
késziilék tekintetében a detektor beallitas és az injektalds magas kockéazatu, a mintael0készités
soran pedig a matrix hatdasra kell gondosan iigyelni a magas kockazat miatt. A human

kockazatok koziil a komponens azonositasat taldltam magas kockazati paraméternek.
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Allofazisnak irodalmi adatokbol kiindulva C18 fazist véalasztunk, megbizhaté gyartotdl (pl.
Shimadzu), lehet6leg ismert kolonnatipust, amelynek sarzsrol sarzsa vald reprodukalhatosaga
megfeleld. Ha kis koncentracidji szennyezdket kell meghatarozni bonyolult matrixban, mint
esetiinkben, akkor tapasztalatok alapjan a pordzus, nagyobb szemcseméretii toltetek hasznalata
indokolt. Ha talalunk relevans applikaciot, az abban leirt kolonnat is valaszthatjuk kiindulasi
alapnak. Az allofazis magas kockazatanak csokkentéséhez tobb kolonnan teszteljiik a modszert.
Amelyiken a legjobbnak talaljuk a kritikus modszer paramétereket (RS, N, DAH) azt a kolonnat
valasztjuk majd a rutin vizsgélatokhoz.

Mozgofazis valasztdsnal szempont a vizsgalandd komponens anyagi mindsége, polaritasa.
Nitrozaminok vizben oldhat6 polaros kismolekulak, forditott fazisi kromatografias oldoszerek
kozil kell valasztani. Ha a késziilékiink nyomadashatara megengedi etanollal kezdjiikk a
fejlesztést, torekedve a z6ld analitika iranyaba.

Nitrozamin mennyiségének meghatarozashoz a mddszerfejlesztést irodalomban talalt adatok

alapjan az alabbi kiindulasi paraméterekkel célszert elkezdeni (9. tdblazat):

9. tablazat: Kiindulasi kromatografias paraméterek nitrézamin vizsgalathoz
(forras: sajat tablazat)

Késziilék: HPLC - MS TQ (PI: Nexera XS+LCMS-8060)
Oszlop Shimadzu, Shim-pack GIST-AQ, C18, 100x4,6mm, 3um
Oszloptér hdmérséklet | 40°C
Mozgobfazis A 1000 ml viz + 1,0 ml hangyasav
Mozgoéfazis B 1000 ml etanol + 1,0 ml hangyasav
Aramlasi sebesség 0,7 ml/perc
Gradiensprofil 1d6 [perc] Mozgéfazis A (%) | Mozgéfazis B (%)
0 10 90
12 90 10
Analizis id6 16 perc
Injektalt térfogat 10 uL
Detektalas MS APCI pozitiv ionizacid

Magas kockazatinak értékelt tovabbi paraméterek (mérési id6 — kolonna homérséklet —eluens

Osszetétel) optimalizalasra kisérlettervet készitiink (példa) a 10. tablazatban:

10. tablazat: Kisérletterv nitrézamin vizsgalathoz
(forras: sajat tablazat)

faktor érték

mérési id6: tG (perc) tG1 tG2

Gradiens meredekség: 10-75% 10perc 30perc

T (°C) T1 T2

kolonna hdmérséklet 30°C 60°C

eluens Osszetétel: tC% [B2 a Blben] tC 1% tC2% tC3%
B1: acetonitril; B2: etanol 0% 50% 100%
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Az optimalt moédszer robusztussagat is ugyanezekre a paraméterekre kell majd vizsgélni.
Ezéltal a magas kockazatok csokkenthetdk lesznek. Kisérletterv mérései soran a mintatablaban
érdemes egy kisérleti ponton tobb oldatot is injektalni a kdnnyebb azonositashoz: pl. olddszer,
vak, ismert egyedi komponensek, vagy olyan aranyban €s mennyiségben, hogy egyértelmiien
azonosithatd legyen, matrix, mintaoldat, addicionalt oldat.

A HPLC késziilék tényezd magas kockéazatinak talalt paramétereinek (detektor beallitas és
injektalas) kockazat csokkentéséhez ellendrizniink kell, hogy a késziilék milyen mértékben
képes ezen paramétereket beallitani és megtartani, mekkora ingadozasok fordulhatnak elo.
Ezeket a paramétereket a késziilék kvalifikdlasnal kiilonos tekintettel ellendrizni kell.
Ugyancsak figyelemmel kell kisérni a kromatografids modszernél kritikusnak itélt, de
késziilékkel 0sszefliggd paramétereket, pl. kolonna hémérséklet.

Mintael6készités sordn magas kockazati paraméter a matrix hatas. Fejlesztés alatt az elérhetd
legtobb féle matrix anyagra, feltételezhetd matrix komponensre tesztelni kell a moddszert
szelektivitas és specifikussag miatt.

Munkaer6 kockazatelemzése sordn magas kockéazatunak értékelt paraméter: csucsazonositas,
ezért a kontroll stratégiaban ki kell dolgozni a megbizhato és egyértelmii csticsazonositashoz is
egy ellendrzési pontot.

Az optimalisnak talalt paraméterekkel leirt és beallitott modszerre végezziink majd
robusztussag vizsgalatot. Ezzel meghatarozzuk milyen apro6 valtoztatasokat bir el az analitikai
rendszer a mérési eredmény szignifikdns valtoztatasa nélkiil. A robusztussag eredményeit
figyelembe véve dolgozzuk ki a végsé rendszeralkalmassagi stratégiat. Ha minden kitiizott
analitikai célt teljesit a fejlesztett modszer, készitsiink validalasi tervet és validaljuk a
modszeriinket. Amennyiben a validalasi tervben leirt kovetelményeknek megfelel, hasznaljuk
rutin mérésre.

Folyamatosan monitorozzuk és rendszeres idonként vizsgaljuk feliil a vizsgalati modszert,
figyelembe véve, hogy idOkézben milyen 11j szakirodalomban leirt lehetdségek, applikéciok,

technikai fejlesztések allnak rendelkezésre.
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OSSZEFOGLALAS

A jelenleg hasznalt analitikai eljarasok jelentOs része technikai, hatékonysagi vagy kornyezeti
aggalyokkal jar, ezért folyamatos feliilvizsgalatuk, fejlesztésiik sziikséges. Ennek
eredményeként uj trendek fejlodtek ki az analitikdban: a tervezett mindség (AQbD) és a zold
analitikai kémia (GAC) koncepciok. Céljuk, hogy néveljék az analitikai modszerek
hatékonysagat, teljesitOképességét, robusztussagat ¢és fenntarthatdosagat. Az AQbD atfogd
modszerfejlesztést biztosit; tervezett, folyamatszemléletii és hatékony. A modszerfejlesztés
szisztematikus megkdozelitése noveli az analitikai biztonsagot és elmélyiti az analitikai
modszerek megértését. Robusztus, alacsony kockazati analitikai mddszerek fejleszthetok.
Hatékonysag jellemzi a felderités, az optimalizalas és a robusztussagvizsgalat minden egyes
fazisdban. Az eredmények értékelése statisztikai modszerekkel objektivitast biztosit. A
vegyészek vilagszerte kompromisszumot keresnek az alkalmas, érzékeny és szelektiv analitikai
eljarasok kidolgozasa és az okologiai- és energiahatékony vizsgalati modszerek kozott. Mivel
megbizhatd, robusztus és fenntarthat6 analitikai eljarasokra van sziikség, a minéségtervezés és
a kornyezettudatossag fontos szempontok a moédszerfejlesztésben. Mikdzben garantaljuk az
eredményeket, minimalizaljuk a kornyezetterheld hatasokat.

A nitréozaminok jelenléte a kdrnyezetben ¢€s kiillondsen a magas nitrit- és amintartalmua
¢lelmiszerekben potencialis veszélyt jelent az emberre, ezért sziikséges lenne atfogo
vizsgalatuk. Rakkeltd hatasuk miatt a cél az élelmiszerek nitrézamin szintjének minél
alacsonyabbra szoritdsa. Ennek dokumentalt igazoldsdhoz sziikséges a nitr6zaminok
megfelelden kis koncentracioban vald kimutathatosaga és vizsgalata élelmiszerekbdl. Jelenleg
nincs hatosagi eldirds vizsgalatukra, tudomanyos kutatdsokban foglalkoznak mérési
lehetdségeivel ¢élelmiszerekben. A gyogyszeriparban mar bevezetett kovetelmény a
nitr6zaminok vizsgalata annak ellenére, hogy a napi bevitel 1ényegesen kevesebb az egyes
gyogyszerekbdl, mint a nitrézamin tartalomra kockdzatos élelmiszerekbdl (pl. feldolgozott
huskészitmények). Tovabbi analitikai modszerfejlesztések lesznek sziikségesek ahhoz, hogy a
nitrozaminok egészségre mar veszélyes, de nagyon alacsony kimutatasi koncentracioban a
human élelmiszerekbdl rutinszeriien mérhetéek legyenek. Ma mar elérhetéek olyan analitikai
miiszerek, amelyekkel a feladat - ha aktudlis lesz - kivitelezhet6. Rendelkezésre allnak
szoftverek, amelyek segitségével a modszerfejlesztés gyors, akkuratus és hatékony. A
mintaelOkészitési technikdk is rohamosan fejlddnek parhuzamosan a miiszerezettséggel.
Célszerli a modern, eldre gyartott kit-ekkel torténd, standardizalhatd eljardsokat eldnyben

részesiteni a megbizhatd eredmények érdekében.
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Analitikai fejlesztésben is hasznaljuk a technologiaban mar bevezetett tervezett minéség (QbD)
technikat. Ennek 1épéseit iiltessiik at az analitikai fejlesztési munkankba. Tehat a hozzaférhetd
ismeretek Osszegyljtése utan, a pontos analitikai cél megfogalmazasaval kezdjik a
modszerfejlesztést. Majd valasszuk ki a feladathoz alkalmas analitikai technikat, eszkozt,
mérjiik fel a felhasznaloi igényeket. A valasztott technika ismeretében hatdrozzuk meg a
modszer kritikus paramétereit, azokat a mddszer jellemzdket, amelyek kockdzatosak lehetnek
az eredménymegadas szempontjabol. Végezziink kockazatbecslést, és rangsoroljuk a felismert
kockazatokat. Fejlesztési munka soran torekedjiink a magas kockazatih paramétereket kézben
tartani, €s olyan moddszereket kidolgozni, hogy alacsony kockazatava valjanak, ne
veszélyeztessék az eredménymegadast, ezaltal az élelmiszerbiztonsagot. Analitikai
fejlesztésekben is haszndljuk ki a kisérlettervezési technika lehetdségeit, az eredmények
gyorsabb ¢és objektiv feldolgozasdhoz. Miutan a magas kockazatl paramétereket kézben tudjuk
tartani, kezdjiik finomhangolni a feliilvizsgalatok soran a moddszeriinket az alacsonyabb
kockazati paraméterek optimalasaval, igy tokéletesitve azt. Figyeljik a késziilék &s
mintaelokészitéshez sziikséges anyagok gyartdinak applikacioit, és kihasznalva a technikai
vivmanyokat tudatosan fejlessziik analitikai mddszereinket, figyelve kornyezetiink megovasara
iS. A végs6 modszerre végezziink robusztussag vizsgalatot, hogy meghatarozzuk milyen apré
valtoztatasokat bir az analitikai rendszer az eredmény torzitasa nélkiil. Ehhez mindig
ellendrizziik az analitikai méré berendezések miiszaki allapotat, kvalifikaltsagi statuszat. A
kockédzatosnak itélt mintael6készitési ¢€s analitikai paraméterekre dolgozzunk ki
rendszeralkalmassagi stratégiat, amit folyamatosan vizsgaljunk feliil.

A kitlizott analitikai feladatra alkalmasnak itélt modszert validaljuk. Majd a rutin mérések soran
folyamatosan monitorozzuk és rendszeres idénként vizsgaljuk feliil, figyelembe véve a koztes
id6szak technikai ¢és elméleti vivmanyait. Modszer feliilvizsgalatndl szempont a
teljesitoképesség, hatékonysag, kornyezet terhelés. Sziikség esetén fejlessziik tovabb vagy jra
a vizsgalati modszereket. Abban az esetben, amikor valtozas torténik a mitkodésében vagy a
vizsgalati modszerben ismételt validalassal kell bizonyitani, hogy a laboratorium képes az adott

analitikai feladat megbizhato elvégzésére.
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MELLEKLETEK

1. melléklet
Korabbi nitrézamin tartalom mérési eredmények kiilonféle élelmiszerekben:

. Sor nitrozamin tartalma

A sorben az NDMA jelenléte két féle amin (hordenin ¢és dimetil-amin) csirazott arpaban valo
eléfordulasanak koszonhetd (Kubacki, 1989). A malatazasi folyamat soran ez a két prekurzor
reakcidba 1éphet és NDMA-t képez. A viz is az NDMA potencialis forrasa lehet a sérben ¢€s
mas italokban. Mérheté mennyisége: 0,1-0,3 pg/l.

. Tejtermékek

Alifas nitr6zaminok (NDMA, NDEA, NDPA és NDBA) foként sajtokban és tejbdl szarmazo
termékekben talalhatok (Gray, 1979). A nitratalapi adalékanyagokat a jelenlegi eurdpai
jogszabalyok engedélyezik a sajtgyartasban, legfeljebb 150 mg/kg koncentracoban a kemény,
félkemény ¢és félpuhdra érlelt sajtban és rokon savosajtban, az érlelés kozbeni puffadas
megeldzése érdekében. Mivel ezekben a termékekben, kiilondsen az érlelt sajtokban nagy
mennyiségben allnak rendelkezésre masodlagos és tercier aminok, lehetséges nitr6zaminok
képzddése, kiilondsen, ha natrium- vagy kalium-nitratot adnak a tejhez.

. Bacon szalonna

Lehotay és munkatarsai 48 bacon szalonna mintaban mértek nitrozaminokat. Szisztematikusan
kisebb értékeket mértek a mikrohullamu siitében siilt, mint a serpenyOben piritott szalonnak
vizsgalatakor. Nitrozo-pirrolidint (NPYR) detektaltak legnagyobb mennyiségben (lasd
1.melleklet/1. abra).

2.melléklet/1. abra: Nitr6zaminok mennyisége bacon szalonnaban

(forras: Lehotay, 2015)
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. Feldolgozott halkészitmények

A halak bévelkednek masodlagos és harmadlagos aminokban, és nitrit/nitrat lehet jelen a
pacolas soran hasznalt soban (Pedersen, 1981). Ezek a tényezdk a lehetséges mikrobidlis
szennyezddéssel egylitt nitrézaminok (féként NDMA) képzddéséhez vezethetnek akar 388
ng/kg szinten.

. Sonka készitmények

NEBIH honlapjan elérhetd nitrézamin eredmények kiilonféle sonkakészitményekben (minden
vizsgalt sonkaféleségben, mindharom vizsgélt nitrézaminra (NDEA, NDMA, NPYR) kisebb,
mint 10 pg/kg érték. Feltehetdleg a vizsgalati médszer kimutatdsi hatara 10 pg/kg, ezért nem
irnak le pontosabb mennyiséget ezekrdl a készitményekrdl. NAH nyilvantartott mddszerének
nitrézamin vizsgalatokra allati eredetii élelmiszerekben, pl. sonkakészitményekben (OEVI
V.M. RTN/28/1995) az USDA CLG-NTR3.01 jeli modszerét talaltam, amely egy GC-MS
analitikai modszer, szuperkritikus extrakcios mintaeldkészitéssel. Detektalasi hatara (LOD):
0,3 pg/kg, illetve mennyiségi kimutatasi hatara (LOQ): 1,0 pg/kg. Az analitikai modszerek
dinamikusan fejlddnek, a kimutatdsi hatarokat minden miiszergyartd igyekszik minél kisebb
értékre redukalni. Varhatéan a jovében megjelennek olyan szabvanyokban is eldirhato

modszerek, amelyekkel alacsonyabb detektalasi hatarral tudunk mérni nitr6zaminokat.

Roviditések:

NDMA: nitrozo-dimetil-amin

NDEA: nitrozo-dimetil-amin

NDIPA: nitrozo-diizopropil-amin

NDBA: nitrozo-dibutil-amin

NPYR: nitrozo-pirrolidin

NPIP: nitrozo-piperidin

LOD: Limit of detection, detektalasi hatar

LOQ: Limit of quantitation, legkisebb mennyiség kimutatasi hatara
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2. melléklet

A ,,z01d kémia” 12 pontja:

1. Jobb megeldzni a hulladék keletkezését, mint keletkezése utan kezelni.

2. Folyamatok tervezésénél torekedni kell a kiindulési anyagok maximalis felhasznéldsara
(nagyobb hatékonysagra).

3. Lehetéség szerint mar a folyamatok tervezésénél olyan modszereket célszerti valasztani,
melyekben az alkalmazott és a keletkezé anyagok nem mérgezd hatastuak és a kdrnyezetre nem,
vagy kevésbé artalmasak.

4. A kémiai folyamatok tervezésénél torekedni kell arra, hogy a redlis elvarasok teljesitése
mellett mérgezd hatasuk minél kisebb mértékii legyen.

5. A segédanyagok haszndlatat minimalizalni kell, s amennyiben sziikséges, ezek "zdldek"
legyenek.

6. Az energiafelhasznalas csokkentésére kell torekedni.

7. Megujuld nyersanyagokbol valasszunk alapanyagokat.

8. A felesleges 1épéseket keriilni kell a folyamatok soran.

9. Ujra hasznosithato anyagok, médszerek alkalmazasat kell elétérbe helyezni.

10. A folyamatokat ugy kell megtervezni, hogy olyan anyagokat hasznaljunk, amelyek nem
maradnak a kdrnyezetben, és bomlasuk kornyezetre artalmatlan termékek képzodéséhez vezet.
11. Uj és érzékeny analitikai modszereket kell hasznalni a vegyipari folyamatok in situ
ellendrzésére, hogy a veszélyes anyagok keletkezését idejében észleljiik.

12. A vegyipari folyamatokban olyan anyagokat kell hasznalni, amelyek csokkentik a vegyipari

balesetek valoszinliségét.

Ezen szempontokat igyekezziink figyelembe venni a laboratoriumi miikodés fenntartasa és
modszerek feliilvizsgalata, fejlesztése soran. Az analitikusok tobbsége olyan ujszerd,
kornyezetbarat és z0ld analitikai eljarasokat 1igyekezzen fejleszteni, amelyekben
biztonsagosabb oldoszerekkel helyettesitik a veszélyes ¢és mérgezd oldoszereket,
minimalizaljdk az el0kezelési 1épéseket, a mintdk elOkészitését, az energia- ¢és
oldoszerfelhasznalast. Ezenkiviil a miiszerezettség olyan irdnyu valtozasai elonyosek, amelyek
segitségével online vagy in situ elemzés végezhetd az offline mérések helyett, €s lehetdleg

kertiljék a veszélyes vegyszerekkel torténd szarmazékképzéseket. (Gordg, 2005)
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3. melléklet
A tervezett mindség az analitikaban (AQbD) 10 1épéses folyamata az ICH Q14 alapjan:

1. Elézetes informaciok osszegyiijtése a mérendd komponensekrdl és a vizsgalati mintarol
2. Analitikai cél profil megfogalmazasa
3. Analitikai technika kivalasztasa: teljesitmény kovetelmények, felhasznaloi és gazdasagi

elvarasok figyelembevételével
Felhasznal6i igények 6sszegyljtése

Kritikus modszer paraméterek meghatarozasa + kezdeti kockazatbecslés

Modszer fejlesztés és optimalizalas kisérlettervezéssel

Robusztus tartomany megadésa (késziilék kvalifikaltsaganak figyelembevételévg

© N o 0 &

Kontroll stratégia (rendszeralkalmassagi vizsgalatok eldirasa) + végso kockazatbecslés
9. Analitikai modszer validalasa

10@ Folyamatos mddszer monitorozas — tudastar létrehozasa
Az 1-8. 1épés a gyakorlati modszerfejlesztés, amit a validalas folyamata kovet. Csak valid
modszerrel lehet megbizhatd analitikai eredményeket megadni az élelmi anyagok vizsgalatai
soran.

Az életciklus szemlélet megkoveteli a mar validalt modszerek folyamatos monitorozasat. A
fejlesztési fazisban kidolgozott kontroll stratégidval figyelemmel kisérjiik és rendszeresen
feliilvizsgaljuk a vizsgalati modszereket. Sziikség esetén fejlessziik tovabb vagy ujra a
vizsgalati modszereket. Abban az esetben, amikor valtozas torténik a mitkkodésében vagy a
vizsgalati modszerben ismételt validalassal kell bizonyitani, hogy a laboratorium képes az adott

analitikai feladat megbizhato elvégzésére.
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4., melléklet

Hasznos kérdések az Ishikawa-diagram elkészitéséhez:

Anyagok, eszkozok

* A felhasznalt vegyszer, referenciaanyag, eszk6z megfeleléen volt ellenérizve?

* Helyettesithetd az adott vegyszer, referenciaanyag?

* A beszallito folyamatai megfelelden kontrollalva vannak és atlathatdak?

» Megfeleld az eszkoz, vegyszer az adott feladat elvégzésére?

» Szennyezett a felhasznalt vegyszer, referenciaanyag?

» Megfelelden van kezelve a referencia anyag? (tarolva, hasznalva és artalmatlanitva)

» Megfelelden van kezelve a kolonna? (tarolva, hasznalva és ekvilibralva)

Kromatogrdfias modszer

* Minden sziikséges informacio elérhetd és pontos?

* A vizsgalandé komponensek besoroldsa kromatografids szempontbdl megtortént?

» Sziikséges pH kontroll?

 Hasznélhat6 a vizsgaland6 komponens szerkezete alapjan forditott fazisu rendszer?

* Alkalmas lesz a feladatra a rendelkezésre allo késziilék?

* Van lehetdség kornyezetre kevésbé artalmas olddszerek, vegyszerek hasznalatara?

» Lehetségesek koltséghatékony megoldasok, oldoszervaltassal, mintaszdm redukalassal,
kisebb mintatérfogatok készitésével?

* Homérsékletre érzékeny a vizsgaland6 anyag vagy a matrix?

» Mintael6készités soran tobbféle olddszert teszteltek?

Késziilék (folyadékkromatograf- HPLC)

* Megfeleld a hasznalt késziilék/eszkoz/kolonna a feladat elvégzéséhez?
* Az adott késziiléket megfeleléen karbantartjak?

Az adott késziiléket mikor tartottdk karban?

* Frissiteni kell a hardvert vagy szoftvert?

* A késziiléek megfeleléen van programozva?

* Biztonsagos az adott eszk6z?

» Az adott eszkoz kapacitasa ki lesz hasznéalva?

* Megfelelden van kvalifikalva a mérdeszkoz?
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* Volt méar korabban vizsgalva a merdeszkoz teljesitménye?
* Eltérnek a mérések a mérést végzd dolgozok kozott?
* Okoz nehézséget az mérést végzoknek a késziilék hasznalata?

* Befolyésolja a kornyezet a mérési folyamatot?

Mintaelbkészités

* A folyamatutasitasok vilagosan vannak leirva?

» Megfeleld volt a mintavétel?

* Pontosan vannak megadva mintael6készitéshez sziikséges utasitasok?

» Felill lettek vizsgdlva a munkavégzési eldirasok?

* A mintael6készitéshez sziikséges eszkdzok megfelelden vannak kialakitva és kalibralva (pl.
mérleg, pH mér6)?

* Volt valtoztatas a folyamatban?

* A folyamat biztonsagot tekintve a kritikus elemek érthetdek a dolgozoknak?

* Eltérnek a mérések a mintaeldkészitést végzd dolgozok kozott?

Munkaero

» Megfeleld a munkaerd kompetenciaja?

* Részesiilt a feladat elvégzéséhez sziikséges képzésben az adott munkaerd?
 Sok dontést kell meghozni a feladat elvégzése soran?

* Van valamilyen segédlet a dontések meghozataldhoz?

* A kornyezete befolyasolja az adott munkaerd cselekvését?

* Vannak zavar¢ tényez6k a munkahelyen?

* A faradtsag kozrejatszo tényezo a teljesitményben?

* Megfeleld teljesitményt nyujt a munkaerd?

* Megbizhat6 a munkaerd?

» Képzett a munkaerd?

* Mekkora tapasztalattal rendelkezik a munkaerd az adott feladat elvégzésében?
» Véghez tudja vinni a miiveleteket hiba nélkiil?

* A sziikséges informacio eljutott minden érintetthez?
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5. melléklet

Validalas soran ellendrizend? teljesitményjellemzok:

Szelektivitas/specifikussag
A szelektivitds a mddszer azon jellemzdje, amely azt mutatja meg, hogy milyen mértékben
képes az egyes komponensek egymastol valod elvalasztasara. A specifikussag a modszer azon
képessége, hogy a kérdéses komponens egyértelmiien értékelhetd jelet ad az esetlegesen
eléforduld egyéb komponensek mellett (ezek lehetnek szennyezések, bomlastermékek, matrix,
stb.) Specifikus a modszer, ami csak az adott komponenst méri. Alkalmas a vizsgalt anyag
koncentraciojanak  (mennyiségének) mas anyagok jelenlétében torténd szelektiv
meghatarozasara. A zavar6 anyagok lehetnek matrixbdl ered6 komponensek, szennyezdédések,
bomlastermékek vagy ismeretlen anyagok.
Precizitas
A véletlenszerli hibadk nagysagaval Osszefliggd teljesitménytényezd. Becsiilt tapasztalati
szorassal (SD) vagy a szdzalékos szorassal (RSD%) fejezziik ki. Harom részbdl tevidik dssze:

» Rendszerprecizitds
A rendszerprecizitas vizsgalatakor csak a mérdrendszer altal szolgéltatott jel ingadozasat
figyeljiik. A rendszerprecizitds soran allandd koriilmények kozott (azonos laboratorium,
analitikus, késziilék, oszlop, olddszerek stb.) vizsgaljuk a rendszer szorasat (csucsteriilet €s
retencios ido).

» Ismételhetoség (modszer pontossdg)
Az analitikai modszer precizitasat jelzi adott laboratoriumon beliil, egy rovid iddintervallumban
ugyanazon késziilék és mérést végzd személy esetén. A mérés soran ugyanazt a homogén
mintat, rovid iddintervallumon beliil 4llando koriilmények kozott (azonos laboratdrium,
analitikus, késziilék, oszlop, olddszerek stb.) vizsgaljuk a modszer ismételhetdségét, beleértve
a mintaeldkészitést is (fliggetlen bemérések).

» Kiterjesztett ismételhetoség
A véletlenszerli hatasokat jelzi, melyek befolyasoljak a mérés pontossagat. Ezen beliil:
- Laboratoriumon beliili precizitds: ugyanazon homogén mintat maés koriilmények, de
ugyanabban a laboratériumban vizsgélva, a véletlenszerli hatasokat jelzi, melyek befolyasoljak
a mérés pontossagat. A tanulmanyozando, kockazatot jelentd tipikus valtoztatasok: kiilonbozo
nap, analitikus, mérémiiszer, kolonna. Nem sziikséges e hatdsok egyenkénti tanulmanyozésa

(kisérlettervezés javasolt eljaras).
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- Reprodukalhatosag (Laboratériumok kdzotti precizitds: ugyanazon homogén mintét, de mas-
mas laboratériumban vizsgalva analizdljuk az eredmények eltérését és ezeket statisztikailag

jellemezziik. A teljesitményjellemz6 mérése egyuttal a modszer transzfer is.

Torzitatlansag/visszanyerés

A torzitatlansag (visszanyerés) a mddszer azon jellemzdje, amely a valodi érték (elméleti érték)
¢s a modszer alkalmazasaval kapott érték (mért érték) egyezésének mértékét mutatja. A
modszer annal helyesebb, minél kisebb a torzitas, minél kisebb a mért érték és valodi érték
kiilonbsége, minél inkdbb vissza tudjuk nyerni a vart értéket a mérés soran. Mivel a valodi
értéket nem ismerjlik, ezt tobbnyire ismert referencia anyag mérési adata helyettesiti
Linearitas

A moédszer azon jellemzdje, amely megmutatja, hogy a vizsgalandé komponens altal
szolgaltatott jel és vizsgalandd komponens koncentracidja kozott valdoban linearis dsszefiiggés
all fenn a teljes méréstartomanyban. Vizsgaljuk a mddszer linearis tartomanyat, ahol a mért jel
Detektalasi hatar (DL: detection limit vagy LoD: limit of detection)

A mérendd anyagnak a mintaban talalhaté azon mennyisége, amely mar kimutathat6 a megadott
kisérleti koriilmények kozott, de még nem a megfeleld precizitas (szoras) mellett.

Mennyiségi meghatdrozas hatdara (QL: quantitation limit vagy LoQ: limit of quantitation)

A mérendd anyag azon legkisebb mennyisége a mintdban, amely elfogadhat6 precizitassal és

torzitatlansaggal hatdrozhatd meg adott mérési koriilmények kozott.

Tartomany

A vizsgalt anyag koncentricio intervalluma, melyen beliil az adott anyag mennyiségét a

validalas eredményei altal dokumentalt precizitassal, torzitatlansadggal és linearitassal tudjuk

megallapitani.

Oldatstabilitas

A modszerben hasznalt oldatok (standard és minta oldatok) felhasznalhatosaganak idejét

vizsgalja jol definidlt koriilmények mellett, a mérés koriilményein.

- Meg kell hatdrozni, hogy a kromatografias késziilék mintaterében, beallitott
hémérsékleten az oldatok mennyi ideig tarolhatok és mérhetdk, anélkiil, hogy jelentds
valtozas kovetkezne be a tartalom értékekben, ami a mérés josagat befolyasolhatna.

- Standard oldat eltarthatosaga: A megallapithatd eltarthatdsagi id6 azokra a tarolési
koriilményekre, amelyeken a standard oldatokat tarolhatjuk. (taroléedény anyaga és

szine, a kornyezet hdmérséklete, fénytdl valo védettség)
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6. melléklet

FMEA (Failure Mode Effects Analysis; hibamod- és -hatds elemzés)
Az alabbi példatablazatokban az Ishikawa diagram alapjan meghatarozott kockazati tényezok

¢és paraméterek hatasainak FMEA elemzését és CNX osztalyba sorolasat mutatom be a tervezett

nitro6zamin folyadékkromatografias vizsgalati modszer fejlesztéséhez.

Azonositott kockazati tényezok:

- anyagok és eszk6zok

- HPLC mérési modszer

- HPLC késziilek

- mintael0készités

- munkaero.

Kockazati osztalyok a példa tablazatokban a kovetkezdképpen alakulnak:
- Alacsony (elfogadhatd) 0 <RPN <6

- Kozepes (mérlegelendd) 7 < RPN < 18

- Magas (nem elfogadhatd) 19 < RPN < 64

6. melléklet/1. tablazat: FMEA-CNX besorolas anyagok eszk6zok tényezbre

(forras: sajat tablazat)

Py O
Paraméter | CMA Eltérés oka Eltérés hatasa E Javasolt intézkedés >Z<
Anyagok, eszk6zok
Referencia anyag
Referencia visszanverés Szennyezett, Kiueré eredmenvek specifikacio és c
anyag y bomlott. & y felbontas utani kezelés
egyértelmi megadasa
Sz{irébol A komponensek a To,,b b beszalht,oml
Eluens . . . . . " sziir0 beszerzése,
" specifikussag | szarmazé mérendd komponens 12 N
sziird p o rendszeres vak
szennyezo. helyén jelennek meg .
ellendrzése
Pipettabol A komponensek a Vak oldatok
Pipettak specifikussag | szarmazo mérendé komponens 12 | vizsgalata, mosogatast | N
szennyezOk. | helyén jelennek meg utasitasban eldirni
Lombikbol A komponensek a Vak oldatok
Meéro- . . . . . . . -
- specifikussag | szarmazo mérendé komponens 12 | vizsgalata, mosogatasi | N
lombik . o o2 e
szennyezOk. | helyén jelennek meg utasitasban eldirni
. | Vialbol A komponensek a Tébb beszallitotol vial
Vial specifikussag | kiold6do mérendd komponens 12 o N
,, L vak vizsgalata.
szennyezOk [ helyén jelennek meg
Vegyszer A komponensek a \{ak O,IdatOk.. o 1
. . ,, . ,, vizsgalata, kiilonb6z6
Vegyszer specifikussdg | szennyez6 mérendd komponens 9 beszallitotja N
komponensei. | helyén jelennek meg vegyszerekbél.
Eltérd . qo .
Oszlop specifikussag | szelektivitasu Eg}qut . 18 Kolor}na nyilvantartas C
oszlop elualodas. vezetése
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6. melléklet/2. tablazat: FMEA-CNX besorolas mérési modszer tényezdre
(forras: sajat tablazat)

o O
Paraméter CMA Eltérés oka Eltérés hatdsa | ©» | m | © E Javasolt intézkedés §
Folyadékkromatografias mérési modszer
A kolonna Eoviitt Tobbféle kolonna
Kolonna | specifikussag [ tipusa nem eyut 412 |3 kiprobalasa. X
,, elualodas. n .
megfeleld Elbzetes tervezés
A kolonna Nem elég Tobbféle kolonna
Kolonna DL, QL tipusa nem alacsonyDL, | 4 | 2 | 2 |16 kiprobalasa. X
megfeleld QL szintek Elozetes tervezés
Eluens Eltérd szerves Eoviitt
Ssszetétel specifikussag tartalmt eluégl}(/') Jas 412 |3 kisérletterv (DoE) X
mozgdfazis ’
Komponensek Eoviitt
Gradiens | specifikussag | elucisja | f?ly, , 4133 kisérletterv (DoE) | X
valtozik. cludlodds.
Gradiens id6 Mar klishatasra
Gradiens | robusztussag Csuliiz(?ssi I;lzlatt’ Osszecsusznak | 4 | 1 | 3 |12 kisérletterv (DOE) X
elvalasztas 8 szennysz0
csucsok
Komponensek Eoviitt
Hoémérséklet | specifikussag | eltcioja gyut 4213 kisérletterv (DOE) | X
véltozik. elualodas.
Tobbféle injektalasi
térfogat kiprobalasa a
megfeleld teriilet
Injektalt . . elérésig, ha nem
térfogat DL, QL Kis terilet Nagy DL A11)1 ndvelhetd tovabb az ¢
injektalt térfogat akkor a
koncentraciot kell
novelni
meN?eTel('i Kicsi iel megfeleld ionforras
Detektal- neglelel ICSTJEY, hasznéalataval a
. DL, QL 10nizacio emiattmagas | 4 [ 1 | 1 . \ N
hatosag o , matrixhatas
matrixhatas DL, QL N ,,
miatt csokkentheto
Nehezen Oldatstabilitas
IR e Szoérnak a ., . koriilményeinek
Meérési id6 | oldatstabilitas .. ismételhetéeka| 4 | 2 | 3 L e X
tertiletek mérések meghatarozasa kiilon
kisérlettervben (DoE)

Folyadékkromatografias (HPLC) modszer fejlesztése soran magas kockdzatinak értékelt

paraméterek: allofazis (kolonna) véalasztas; mozgofazis (eluens) dsszetétel; mozgodfazis szerves

Osszetétele, vagyis a gradiens meredekség; kolonnatér hdmérséklete és mérési ido.

Célszerii a kisérlettervezésnél ezeket a paramétereket vizsgalni, ezekre optimalizalni a méré

modszert. A kifejlesztett modszer robusztussagat is ugyanezekre a paraméterekre kell majd

vizsgalni. Ezéltal a magas kockézatok csokkenthetdk lesznek.
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6. melléklet/3. tablazat FMEA-CNX besorolas késziilék (HPLC) tényezére

(forras: sajat tablazat)

Py @)
Paraméter CMA Eltérés oka Eltérés hatasa E Javasolt intézkedés §
HPLC késziilék
Ghost peak|A ghost peak a ,»ghost trap”
Alapvonal . . . B e
e s specifikussag [ (szellem- mérendd (csapda)beépitése a | N
valtozasok , . s
cstcs) komponenssel egyiitt késziilékbe
Detektor Kicsi az Ionforras optimalas,
bealliis |0 % |elnyeles Nagy DL, QL tuning ellenérzése | ©
Detektor Y Ionizacio NEh,ezen i Ionforras optimalas,
A precizitas Y . . | ismételhetéek a . . C
beallitas mértéke eltérd |, tuning ellendrzése
mérések
Hémérséklet Komponensek s
. . e . s Késziilek
stabilan robusztussag | eltcidja Egyiitt elualodas. 12 ot s s C
. P kvalifikacid
tartasa valtozik.
: . K(?mppnensek Gradiens keverés Késziilék
Gradiens robusztussag | elucidja , . 12 et C
e nem megbizhatd kvalifikacio
valtozik.
Injektalt cecizits Szoérnak a|Nem preciz a Késziilek c
térfogat P teriiletek modszer kvalifikaciod
Injektalt linearits Szérnak a|Nem linearis a Késziilék c
térfogat teriiletek modszer kvalifikacio
Fejlesztés soran
Nem N
megfeleld az|.. . . . optimalni kell az
Detektal- N Kicsi  jel, emiatt ionizacios  modot.
. DL, QL ionizacio 16 . ers X
hatdsag o . magas DL, QL Késziilék szoftverrel
matrixhatas ;
; automatikusan
miatt . «
elvégezhetd
1x ... |Nem , A Megfeleld
B/ea;t(;:g:lep ifeg:lasezlil loi rendelkeznek rlt/ézcg;zeratadas 8 |informacio gyQjtés | N
P geny valtoszeleppel az atvevo labortol
Injektalds | felhasznaloi E!terf’l,k Modszeratadis T,“f e h‘frl(,’l':
média igények késziilé ‘ nehéz 16 | térfogat, keésziilé C
konstrukciok allapot specifikalas

Folyadékkromatografias

értékelt paraméterek:

- detektor beallitas

- injektalt térfogat

Kockazat csokkentéséhez ellendrizniink kell, hogy a kromatografias késziilék, amely
rendelkezésre all a késébbi validalashoz és rutin mérésekhez, specifikacidja szerint milyen
mértékben képes ezen paramétereket bedllitani és megtartani,
fordulhatnak eld. Ezeket a paramétereket a késziilék kvalifikalasnal kiilonds tekintettel
ellendrizni kell. Ugyancsak figyelemmel kell kisérni a moddszernél kritikusnak itélt, de

késziilekkel 0sszefliggd paramétereket, pl. kolonna hdmérséklet.

(HPLC) késziilék kockazatelemzése soran magas kockazatinak
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6. melléklet/4. tablazat: FMEA-CNX besorolas mintacl6készités tényezdére

(forrés: sajat tablazat)

v} O
, . . , T |Javasolt >
Paraméter CMA Eltérés oka Eltérés hatasa Z | intérkedés >
MintaelSkészités
Mérleg Y Pontatlan minta | Megbizhatatlan Mérleg hasznalat
; precizitas o . 8 . C
hasznalat bemérés eredmény oktatasa
Szabvanyban
Koncentrécié | DL, QL Erzékenység ) Ne’m detektalhato elf)ll‘t ’ N
nem megfelelé | csucsok kovetelményt
teljesiteni kell
Minta ., koncentracioju | Megbizhatatlan yates
... | precizitas . . 18 | homogenizalas Cc
homogenitas parhuzamos eredmény e
- technikajat
mintak o
rogziteni kell
lI::(l)tIir:Zntrécié'ﬁ Megbizhatatlan Fejlesztés elou
Oldatstabilitas | oldatstabilitas | _, ) £bu 18 | meghatarozand6 |C
parhuzamos eredmény ,
o paraméter
mintak
Minta P -~ .
oldatkészités | torzitatlansag _Ag}tamo eltérs Megbl,zhatatlan 8 | Gyakorlati oktatas | C
. ideig eredmény
pontossaga
Kalibracio torzitatlansag | Oldatkészités Megb1’zhatat1an 8 Ellenczrzo kartyak C
eredmény hasznalata
. , . , | Kicsi jel, emiatt Fejlesztés soran
Oldobszer DL, QL Csucsszélesedés magas DL, QL optimalizlands X
Matrixbol . , ,
. . T . Fejlesztés soran
L . , | szarmazd Kicsi jel, emiatt .
Matrix specifikussag savard magas DL, QL tesztelni kell X
gas DL tobbféle matrixbol
komponens

Mintael6készités kockazatelemzése soran magas kockazatinak értékelt paraméter: matrix

hatas.

A vizsgaland6 élelmi anyagokra (pl, kiilonféle szalamik, kolbaszok, fiistolt sajt sth.) ellen6rizni

kell, hogy a fejlesztett modszer specifikus, vagyis nem zavarja az élelmiszer matrix a

nitréozamin tartalom meghatarozasat. Amennyiben a modszer rutin vizsgélatra keriil, minden

alkalommal, amikor 0 tipus élelmiszerben (egészen eltéré matrixban) kell nitrézamin

tartalmat vizsgalni, a matrix hatast, vagyis a modszer specifikussagat a jovoben ellendrizni kell.

Ezt a magas kockazatot masképp nem tudjuk redukalni.
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6. melléklet/5. tablazat: FMEA-CNX besorolas munkaerd tényezore

(forras: sajat tablazat)

(@)
)
Paraméter CMA Eltérés oka Eltérés hatasa 3 Javasolt intézkedés §
Munkaerd
A komponensek
Bemérési . , El%((?szolas kleulrolrrbehozvaa Alap oktatas
. specifikussag | masik mérendd wo s C
technika . , ellendrzése.
eszkozrol. komponens helyén
jelenek meg.
Bemérés recizitas Pontatlan Kiugré 18 Gyakorlati tudas c
pontossaga p bemérés eredmények ellendrzése
Jelre toltés . .| pontatlan Kiugré Alap oktatas
. visszanyerés s . 12 . C
technika koncentraci6 | eredmények ellendrzése.
E!uer] S . .| Eltéré  pH-jti | Osszecsuszo Eszkozhasznalat
készités specifikussag o , . Cc
pontossaga mozgofazis csucsok oktatasa
. Egyértelmii
Oszlop Oszlop feliilet mgeyzztzszll;z oszlo
mosas, specifikussag | tonkremegy, Egyiitt elualodas. 12 gadasa az osziop | ¢
. 1 1, moso, és tarolo
tarolas mas elucio. N .
Osszetételnek.
, Egyensulybeallasra
Ekvilibracios | o cifikusss Icfs% aciln e a2 | Eayiit eluilodds 1d6 cgyértelmil C
technika p & . er?sﬁl eyt ’ megadasa
il Y- utasitdsban
Szoftver oktatas
Csucs- . , ROSSZU,I Megbizhatatlan el_lenorzese,
(o specifikussag | azonositott . kiemelten az C
azonositas , eredmények L
csticsok azonossag vizsgalat
Kivitelezésére.
RosS7 Integralasi
Integralasi . . g . Megbizhatatlan paraméterek
- specifikussag | csticsteriilet . 16 |5 ", C
technika ., | eredmények rogzitése a
meghatarozas. .
modszerben

Munkaerd kockéazatelemzése soran magas kockézatinak értékelt paraméter: csticsazonositas,

azaz a mérést végzd személy megfeleléen azonositja-e a nitr6zamin szennyezot, s nem téveszti

Ossze valamely matrixbol eredd egyéb cstccsal. A kockazat csokkentéshez a személyzet

oktatasat kell Kiterjeszteni az értékelési szabalyokra ennél a vizsgalatnal. A Kkontroll

stratégiaban ki kell dolgozni a megbizhato és egyértelmii csucsazonositashoz egy ellendrzési

pontot.
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NYILATKOZAT

a szakdolgozatnyilvanos hozzaférésérdl és eredetiségérdl

A hallgaté neve: Horvath Aniké

A Hallgaté Neptun kédja: SGXGGK

A dolgozat cime: Tervezett minéség az élelmiszeranalitikai vizsgalatokban
A megjelenés éve: 2024

A konzulens intézetének neve: Miszaki Intézet

A konzulens tanszékének a neve: Mez6gazdasagi és Elelmiszeripari Gépek Tanszék

Kijelentem, hogy az altalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegd, sajat szellemi
alkotasom. Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkajabol vettem at, egyértelmien
megjeloltem, és az irodalomjegyzékben szerepeltettem.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zérévizsga-bizottsag a
zarovizsgabol kizar és a zardvizsgat csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatasat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az altalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas
felhasznalasara, hasznositasara a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem mindenkori
szellemitulajdon-kezelési szabalyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltoltésre keriil a Magyar Agrar-
és Elettudomanyi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a
megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kbvetéen

- titkositasra engedélyezett dolgozat a benyujtasatol szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem kényvari repozitori rendszerében.

Kelt:%‘ﬂd DU év ﬂ:ﬁ\/\&/) w13 nap

Nolh J—

Hallgato alairasa




NYILATKOZAT

Horvath Aniké (hallgaté Neptun azonositéja: SGXGGK) konzulenseként nyilatkozom arrdl,
hogy a szakdolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt kezelésének
kovetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A szakdolgozatot zarévizsgan torténd védésre javaslom / nem javaslom’.
G
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?
~ . A b e o L
Kelt: j\)ib &9292“{ év_Aw Z’(/) he 1D nap
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belsé konzulens

! A megfelel6 alahuzandé.
2 A megfelel6 alahuzandé.



