Kisérlettervezés alkalmazasa tej
acetontartalom FIA-eljarassal torténo
meghatarozasanak optimalasara*

Baticz Orsolya, Kemény Sdndor', Vida Ldszl6® és
Tomoskozi Sandor
Budapesti Mﬁszal}d €s Gazdasagtudomanyi Egyetem
Biokémiai és Elelmiszertechnolégiai Tanszék
' Vegyipari Miveletek Tanszék

? Kémiai Technolégia Tanszék
Erkezett: 2000. november 20.

A kisérletek tervezésének dltaldnos értelemben vett célja minden esetben
az, hogy a vizsgalat targyat képezd objektumrol kdzvetleniil vagy kdzvetve
hasznosithaté informéciét szerezziink. A megismerés targya, az objektum,
sokféle lehet: egy rendszer, egy folyamat, egy berendezés stb. Azonban
barmilyen objektummal 4lljunk is szemben, a megismerési folyamat —
vagyis a kisérletek célszeri megtervezése, azok végrehajtisa ¢és
kiértékelése — nem egyszerlien matematikai-statisztikai tevékenység, hiszen
nem un. ,fekete dobozokat” vizsgdlunk, hanem olyan rendszereket
tételeziink fel, melyek milkodése sokféle ismert vagy megismerhetd,
gyakorta daltalunk is befolydsolhaté tényez6 (faktor) hatasdnak
fiiggvényeként értelmezhets. fgy minden esetben sziikségiink van a mdszaki
¢s a matematikai-statisztikai gondolkodés egyiittes alkalmazdséra.

Munkédnk sordn a kisérlettervezést optimdldsi céllal alkalmaztuk. Az

optimdlandé objektum egy analitikai eljards, az acetontartalom tejbdl,
gazdiffizioval kombindlt dramlé injektdldsos analitikai (flow injection
analysis, FIA) mddszerrel torténd meghatdrozdsa volt. E16szor meg kellett
ismerkedniink rendszeriink muiUkodésével, ami az analitikai mérGrendszer
mikodését leir6 matematikai modell megalkotdsat jelentette. A rendszer
mikodése nagyon leegyszerlsitve ugy képzelhetd el, mintha egy
tobbvaltozds matematikai fiiggvény (un. célfiiggvény) lenne: pl.:
Y= by+b;x1+b,x,+b,X;X,+..., ahol Y az daltalunk meghatdrozott fiiggd
viltoz6o (pl. az analitikai jel intenzitasa), x; fiiggetlen véaltozok vagy
faktorok, amelyekt8l Y értéke fiigg (pl. hédmérséklet, koncentracid), b,
egyiitthatok pedig a faktorok hatdsdnak nagysdgéra jellemz6 szamértékek.

* A XIIl. Elelmiszer Mingségellenérzési Tudomanyos Konferencian (2000.
oktober 25-26., Székesfehérvar) elhangzott el6adas alapjan.
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Amennyiben e matematikai modellt optimdldsra kivdnjuk felhaszndlni, a
célfiiggvény fliggd valtozéjanak maximumdt (vagy pl. ha a reagensfo-
gyasztds a valasztott fiiggd valtozo, akkor minimumat) keressiik, melyhez a
faktorok e szempontb6l optimadlis bedllitdsi értékei (faktorok szintjei)
tartoznak. A faktorok természetesen nemcsak mennyiségiek lehetnek,
vannak un. mindségi faktorok is.

A rendszer valamely valasztott szempontbdl optimélis bedllitasi szintje-
inek meghatdrozdsdhoz tobb 1t is vezet. Az egyik lehetséges és gyakorta
alkalmazott megoldds az uUn. ,lépésr6l 1€pésre optimdlds”. Ilyenkor
egyszerre mindig csak egy faktor bedllitdsi szintjét valtoztatjuk kisérletrdl
kisérletre, mikdozben a tobbi faktor szintjét allando értéken tartjuk. Ez a
megoldds csak nagyon sok kisérlet elvégzésével vezet el biztosan az
optimumig, és a sziikséges kisérletek szadmat (a kisérletek szdma a faktorok
szamanak exponenciédlis fliggvénye) sem lehet el6re megdllapitani. A mésik
lehet6ség az un. ,egyterves optimalds”, melynél a faktorok Osszes
kisérleti tervet” hajtunk végre). Amennyiben pl. 3 két szinten (alsé és felsé
szint) értelmezett faktorunk van, Osszesen 2°, vagyis 8 kisérletet kell
elvégezni, de a siker — amennyiben a 1ényeges faktorok kivalasztasa helyes
volt — garantdlt. Ha tobb faktorunk van, rdaddsul nemcsak két, hanem t6bb
szinten, a kombinatorika szabdlyainak megfelelGen természetesen nd az
elvégzendd kisérletek szdma. Ennek megfeleléen a vdazolt moddszer
alkalmazhatésagat korldtozza, ha nagyon sok és/vagy tobb szinten
értelmezett faktorral kell dolgoznunk. A harmadik lehetéség a fokozatos,
un. ,kétterves optimdlds”. Ebben az esetben el8szor az 0Osszes, elsd
megkozelitésben lényegesnek tartott faktorral egy alkalmasan vélasztott,
un. ,részfaktortervet” hajtunk végre ugy, hogy a faktorok szintjeit a
kiilonb6z6 bedllitds-kombindcidk esetén egyszerre valtoztatjuk — igy egy-
egy elvégzett kisérlet minden valtozé hatdsdrdl ad informéciét — és csak
bizonyos beadllitds-kombinacioknal végezziik el a kisérleteket. A részterv
eredményeinek fliggvényében csokkenthet6 a faktorok szdma, vagyis
kivalaszthatok azok, amelyek valdoban Iényeges hatdst gyakorolnak a
véalasztott célfiiggvény fliggd valtozdjanak értékére. Ezutdn a mar kevesebb
szamu faktorral teljes kisérleti tervet végrehajtva az optimalis beallitasi
szintek kevesebb kisérletbdl, gyorsan meghatarozhatok.

A vézolt eljardsok kozotti vdlasztdst minden esetben az i1d6- és
koltségraforditdsok, valamint a veliik nyerhet6d informdacidtartalom
figyelembevételével egyedileg kell mérlegelni. Azt viszont nem szabad
figyelmen kiviil hagyni, hogy a megalkotott matematikai modell
helyességét ellendrz6 vizsgdlatok elvégzésével is ald kell tdmasztani.
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Kisérleteink célja az volt, hogy a tejel6 tehenek energiaegyensuly-
megbomlédssal jar6 betegségének (ketdzis) eldrejelzésére alkalmazhatd
acetontartalom nyerstejbdl valo meghatarozédsara szolgald automatizalt FIA
moddszer optimdlis bedllitdsait meghatdrozzuk.

A nyerstej vizsgalati mintakat a godolléi  Allattenyésztési  és
Teljesitményvizsgaldo Kft. bocsdtotta rendelkezésiinkre. A kisérleti tervek
elkészitését, az eredmények matematikai statisztikai feldolgozasat,
valamint a moddszervaliddlds sordn a mérési eredmények statisztikai
kiértékelését a Statistica 5.5 for Windows (StatSoft, USA) szoftverrel
végeztiik el.

FIA-modszer

Kisérleti munkdnk sordn egy dramld injektdldsos (FIA) elven mikodds
mérési eljardst adaptaltunk [1], fejlesztettiink tovabb és validdltunk, amely
alkalmas automatikus eljardssal a nyerstejek aceton-koncentracidjanak
meghatdrozasdra. A mérdrendszer felépitését az 1. 4bra, az alkalmazott
reagenseket és az alapbedllitdsokat az 1. tdbldzat tartalmazza. A vizsgadlati
modszer az aceton és a hidroxil-amin kozott lejatsz6dé oximalédsi reakcidn
alapul. Az aceton illékonysdga kovetkeztében a hordozofolyadékbdl a
gizdiffuziés  membranon  keresztiil a  hidroxil-amint  tartalmazo
reagensaramba diffunddl, ahol a lejatsz6d6 kémiai reakcidoban az acetonnal
ekvivalens mennyiségben keletkez6 soOsav eltolja a reagens pH-jat. A
reagens pH-valtozdsa sav-bdazis indikator alkalmazisdval kolorimetridsan
detektalhato.

1. tablazat: A FIA-méro6rendszer alapbeallitasa

Paraméter Alapbeallitas

Injektalt mintamennyiség |200 ml

Hordozéfolyadék 2,0 ml/perc |1,2 g1 30 %-os Brij 35-6t tartalmazé
foszfat puffer (0.1 mol I'', pH=7)

Reagens 1,5 ml/perc | 100 ml metilnarancs indikator torzsoldat
(0.25 g 1) és 150 ml hidroxil-amin torzsoldat
(20 g 1) desztillalt vizzel 1000 ml-re higitva

Detektalas 540 nm
Ciklusid6 80 s
Reakciospiral 0,5x60 cm
Termosztit 80 °C
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1. abra: A FIA-méroérendszer felépitése

GC-modszer

A FIA gyorsvizsgdlati moddszerrel kapott mérési eredmények
referenciamoddszerrel torténd  Osszehasonlitisdhoz  g6ztérbsl  torténd
mintavétellel mlkdédd (headspace) gazkromatografids mérdrendszert
alkalmaztunk [2]. A  gédzkromatografidas meghatdrozdsi mddszer
koriilményeit a 2. tdbldzat tartalmazza.

2. tablazat: A GC-mérorendszer alkalmazott paraméterei

Paraméter Beallitas
Analitikai oszlop Porapack Q
Oszlophdmérséklet izoterm, 175 °C
Mintavétel headspace
Mintavevd hurok 3 ml

Bels6 standard etil-metil-keton
Detektor FID

Detektor h6mérséklet 120 °C
Hordozo6géz He

A FIA-moédszer optimalasa

Az optimalasi eljards 4ltaldnos lépéseit a 2. abran foglaltuk Ossze. A
konkrét alkalmazédsi példat az d&brdn l4thaté 1épéseknek megfelelSen
mutatjuk be.

1. 1épés: A célfiiggvény meghatarozasa
FIA mérdrendszeriink vizsgdlatanal célfiiggvényként a megfeleld jelalak

melletti maximadlis analitikai jelintenzitis (540 nm-en mérhetd abszor-
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bancia) elérését (érzékenységnovelés) vdlasztottuk, IlehetSleg minél
rovidebb ciklusidé (kisebb analizisidé és kevesebb reagensfogyasztds)
felhaszndldsa mellett.

1. lépés: célfuggvény fuggo V6}|t020janak
meghatérozésa
elmélet
igény
tapasztalat
2. lépés: lehetséges befolyasold elokisérlet
faktorok meghatarozasa szerepe
fontos
@ minden
[épésnél
3. 16pés: jelentés és ,,kézbentarthat6” )
- 16PEs: faktorok kivalasztasa
faktorok beallitasi szintjeinek meghatarozasa:
4. lepés: « linearis dsszefiiggés: 2 szint
» nemlinedris 6sszefliggés: 3 szint
st [ =]
kétterves optimalas egyterves optimalas
megfeleléen dsszeallitott az 6sszes faktor dsszes
részfaktorterv kombinécidjanak
végrehajtasa, értékelése végrehajtasa, értékelése
6. lépés: faktorok szamanak OPTIMUM
csokkentése
teljes faktoros terv
7. 1épés: végrehajtasa a
Iényeges faktorokkal
OPTIMUM

2. abra: Az optimalas altalanos lépései
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2. 1épés: Lehetséges befolyasolé faktorok meghatarozasa

A fiiggetlen valtozokat faktoroknak nevezik, beallitdsi értékeiket pedig
szinteknek. Azt feltételezziik, hogy e szinteket pontosan be tudjuk 4llitani, ami
gyakorlatilag azt jelenti, hogy bedllitdsunk bizonytalansdga elhanyagolhat6
ahhoz az intervallumhoz képest, amelyben értékiiket valtoztatjuk.

Az analitikai rendszerrdl el6zetesen szerzett ismeretekre, el6kiséreltekre,
valamint elméleti megfontoldsokra timaszkodva sorba vettiik valamennyi, a
célfiiggvényre feltételezhetGen befolydssal biré faktort, melyek a vizsgdlat
targyat képez6 FIA-rendszer esetén a kovetkezdk:

—kornyezeti h6mérséklet,

—kornyezd levegd relativ paratartalma,
—1légnyomas,

—termosztaldas hdmérséklete,
—termosztalés ideje,

—minta mindsége,

—minta injektdldsi mennyisége,
—hordozo6folyadék kémiai Osszetétele,
—reagens kémiai Osszetétele,
—hordoz6folyadék térfogatdrama,
—reagens térfogatdrama,

— gazdiffuziéos membran mindsége,
—reakc161dd,

—személyzet,

—egyéb eldre nem jelezhetS hatédsok.

3. 1épés: Jelentos és ,,kézbentarthat6” faktorok kivalasztasa

A kovetkez6 munkafdzisban a fenti faktorok kore elméleti tton keriilt
redukaldsra: elhagyhatok azok a faktorok, amelyeken nem célszerd
véltoztatni (pl. kémiai Osszetétel), valamint azok, amelyek a laboratérium
felszereltségi szintjén nem tarthatéak kézben (pl. kdrnyezeti tényezdk),
vagyis szintjeiket nem lehetséges bedllitani.

Ezutdn a kovetkezd elméleti megfontolasokra tamaszkodva végig-
gondoltuk a maradék faktorok lehetséges hatédsait abbol a célbol, hogy a
hatdsuk becsléséhez sziikséges bedllitdsi szintjeiket meghatdrozzuk:

—Termosztdlds: a hordoz6folyadék és igy a minta hémérsékletének

novelésével a  diffuziésebesség - a  diffuzids egyiitthato
hdmérsékletfiiggése miatt — 4ltaldban n6. Magasabb termosztéalasi

hémérsékletet vdlasztva tehdt valdszind, hogy az analitikai jel intenzitdsa
novekszik. Tual magas hémérsékleten az oldatban buborékok
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keletkezhetnek, melyek a gdzdiffiziés membrdnon keresztiil a
reagensaramba jutva a detektdlast lehetetlenné tehetik.

—Minta minGsége: a tejes acetonoldat a vizes oldathoz képest eltérd
fizikokémiai kozeg, ezért varhatd, hogy a kétféle kozegben a diffizid
sebessége  kiillonboz6 lesz, amely a jel alakjat, intenzitdsat
befolydasolhatja.

— Minta koncentrdcidja: a nagyobb mennyiségi acetont tartalmazd oldat
bizonyosan magasabb csucsot ad.

—Hordozo6folyadék mindsége: az elSkiséreltek sordn kideriilt, hogy az
irodalmi hivatkozasban alkalmazott, detergenst tartalmazd foszfat puffer
a deklardlt 1 honappal szemben csak 1-2 napig stabil. Az instabil oldat
koncentraci6ardanyosan ugyan, de csokkenti a jelintenzitdst, alacsony
koncentraciétartomdnyokban (0,5 mmoll' alatt) pedig ugyancsak
koncentracidaranyos, de negativ jelet ad. Ez ugy keriilhet6 el, hogy a
pufferoldat azonos mennyiségi detergenst tartalmazd desztilldlt vizzel
kell majd helyettesiteni.

—Injektdlt minta mennyisége: a rendszerbe keriil6 minta mennyiségének
novelésével a vdarhatdé jelintenzitds ndvekszik, azonban tuil nagy
mennyis€égld mintat alkalmazva az analitikai jel torzuldsa (jelszélesedés,
,kettds csucs” probléma léphet fel) varhat6, ami magdval hozza a
sziikséges ciklusidd novekedését is.

— Hordozé6folyadék ¢és reagens térfogatdramai: feltehet6, hogy a
mérdrendszerben e kett6 ardnya az, ami a leginkdbb befolydsolja a
jelintenzitdst és a jelalakot. A kontrolldlt diszperzitdsi FIA-rendszerben
uralkodé lamindris-kozeli dramldsi viszonyokat feltételezve, a mintat
tartalmaz6o hordozofolyadék és a reagens a gazdiffuzios celldig
kozelitéen dugodszertien daramlik. Ott azonban azonos térfogat 4ll
mindkett6 rendelkezésére, amely térfogatokat a gdzdiffiziés membrén
vilasztja el. Ilyen koriilmények kozott a gdzdiffizié hatdsfoka
elméletileg jobb, ha a hordoz6folyadék a reagensaramhoz képest
lényegesen nagyobb térfogatirammal rendelkezik. A hordozoéfolyadékot
nagyobb, a reagenst kisebb térfogatirammal &ramoltatva a reagens
celldban eltoltott tartdzkoddsi ideje n6 meg, ami a jelintenzitds
novekedését eldsegitheti. Tul nagy tartézkoddsi id§ azonban a jelalak
torzulasat és a periddusidd novekedését eredményezheti.

—Reakciéspirdl hossza: amennyiben a reakcidspirdl hosszat noveljiik,
ugyancsak nd a tartézkodédsi idS, ami elméletben az analitikai jelet
szolgaltaté kémiai reakcid reakcididejét noveli. Mivel az aramlo oldatos
rendszerekben (az analitikai reakcidokndl megfeleléen nagy kezdeti
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reakcidosebességet feltételezve) a reakcidkat sosem hagyjuk eljutni az
allandosult (steady state) allapotig, a reakcidspirdl hosszdnak, vagyis a
reakci6idének a novelése a jelintenzitds novekedéséhez vezet. Tul nagyra
valasztva a tartézkoddsi i1d6t, az elébb emlitett problémdk itt is
megjelenhetnek.

A felsoroldsra keriilt faktorok egyedi hatdsain (f6hatdsok) kiviil
természetesen ezek barmilyen kombindcidjanak hatasa (interakcidk) is
jelentds lehet.

Az elbzetes ismeretek, eldkiséreltek és a fenti megfontoldsok szerint a
jelintenzitds alakuldsara elméletileg a kovetkezd faktoroknak lehet jelentGs
hatédsa:

—F1: termosztalés,

—F2: minta minGsége,

—F3: minta koncentrécidja,

—F4: hordoz6folyadék mindsége,
—F5: injektdlt minta mennyisége,
—F6: hordozofolyadék térfogatarama,
—F7: reagens térfogatdrama,

— F8: reakciéspirdl hossza.

Elvégzendd kisérleteinknél tehét ezek valédi hatdsat kell tisztdzni.

4. 1épés: A faktorok beallitasi szintjeinek meghatarozasa

Amennyiben a célfiiggvény fiiggd valtozdja és a faktor hatdsa kozott
linedris Osszefiiggést tételeziink fel, a faktorokat elég két szinten vizsgdlni,
mig nemlinedris Osszefliggés feltételezése esetén minimum 3 szinten
sziikséges a bedllitdsok vizsgalata. A FIA-mér6rendszerben a rendszer az
egyes elemek valtoztathatosdga korlatozott, a kivalasztott faktorok
bedllitdsi szintjei csak bizonyos, diszkrét értékeket vehetnek fel. Ennek
megfelelen a faktorok dltalunk valasztott szintjei a kovetkezdk:

Kétszintes faktorok:

— F1: termosztalas (2 szint: 50 és 90 °C),

— F2: minta minGsége (2 szint: vizes oldat és tejes oldat),

— F3: minta koncentracioja (2 szint: 1 és 5 mmol I'}),

— F4: hordozéfolyadék mindsége (2 szint: desztillalt viz és foszfét puffer).

Haromszintes faktorok:

— F5: injektalt mintamennyiség (3 szint: 100, 200 és 300 ml),

— F6: hordozoéfolyadék térfogatdrama (3 szint: 1,2, 1,5 és 2,0 ml/perc),

— F7: reagens térfogatdrama (3 szint: 0,8, 1,2 és 1,5 ml/perc),

— F8: reakcidspirél hossza (3 szint: 300,5, 60°0,5 és 900,5 cm).
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5. 1épés: Dontés: egyterves vagy kétterves optimalas?

A kivélasztott faktorokkal megvaldsitandd ,egyterves optimdalashoz”
sziikséges teljes faktoros kisérleti terv (4 kétszintes é€s 4 haromszintes
faktorral végrehajtand6 terv) Osszesen 1296 kisérlet elvégzését kivdnnd
meg. Tekintetbe véve, hogy a felsorolt f6hatdsokon kiviil egyéb (iddvel
valtozo és itt figyelembe nem vett) hatdsok is megjelenhetnek, a kisérletek
sorrendjét célszeri random moddon vélasztani. Ezt azonban a kovetkezd
korldtozza:

Az éaltaldban 100 mdasodperc koriili ciklusidét, a bedllitdsokhoz sziikséges
szerelési 1dd6t, valamint a termosztit felmelegitéséhez ¢és lehtléséhez
sziikséges 1d6t figyelembe véve a kisérletek csak minimum 2,5 hdénap alatt
(1 személynek 5 napos munkahéttel szdmolva napi 8 6rds munkaidGben)
lennének elvégezhet6k, ami til hosszd id6tartam. Ugyanis a kdrnyezeti és
egyéb koriilmények ez 1d6 alatt jelent6sen megvaltozhatnak, ami keriilendd,
¢s amelyek nehezen azonosithatd hatdsokat jelenthetnek.

A teljes faktoros terv helyett részfaktortervet (1/8-os terv: 162 kisérlet)
alkalmazva a kisérletek elvégzéséhez sziikséges 1d6 kb. 1 hétre csokkent-
hetd ugy, hogy a teljes randomizalads helyett el6bb az alacsonyabb, majd a
magasabb hdmérsékleten elvégzendd kisérleteket végezziik el ugy, hogy a
termosztat felftési/lehdlési idejét ne kelljen minden kisérlet elStt kivarni
(idébeli korldtozds). Ez természetesen bizonyos informécidvesztéssel
jarhat, azonban 1ényegesen gyorsabban kapunk eredményt.

A kivalasztott 1/8-0s kisérleti terv eldnyei tehat osszefoglalva:

—az Osszes kisérleteknek csak az 1/8-at kell elvégezni (1296 helyett
162 kisérlet),

— faktorok hatdsai és kolcsonhatdsaik megismerhetdk,

—faktorok szdma varhatéan néhdny jelentdsre csokkenthetd.

A kisérletek elvégzése eldtt azonban fontos tisztdzni, hogy az Osszedllitott
részterv végrehajtdsa milyen informdcioveszteséggel jar: mely hatdsok
vizsgédlhatdk tiszta formédban és melyek azok a hatdsok, amelyek a faktorok
egyszerre torténd vdltoztatdsa, valamint a statisztikai program kivélasztési
algoritmusa miatt keveredhetnek egymadssal. Ezért megvizsgaltuk, hogy az
egyes faktorok, illetve kolcsOnhatdsaik keveredése milyen mértékd lehet. A
vizsgélat eredményei szerint egyetlen keveredés sem haladta meg a 11%-ot,
ami azt jelenti, hogy az egyik hatdsban jelenlevé mdsik hatds sehol sem
nagyobb, mint 11%, vagyis nincs jelentGs keveredés.

A tervben meghatdrozott kisérletek végrehajtdsa utdn a reziduumokat (a
mért és szamitott értékek eltérései) a kisérletek sorszamanak (1-162)
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fliggvényében vizsgdlva a 3. dabran lathaté képet kaptuk. A mérések
sorrendjében vizsgdlva az eltéréseket a pontoknak nincs menete, tehit
valdszinl, hogy nem jelentkezett a kisérletsorozatban el6re nem vart,
1d6fliggd hatds. Ez Osszecseng a gdazdiffuziés membran valtozdsat vizsgalo
eldkiséreltekkel, ahol a membrant hosszd idén keresztiil tdlterhelve sem
allapitothaté meg abszorbancia véltozas, bar elvileg elképzelhet§ a membréan
oregedésével (tehat az id6vel) egyiitt jar6 abszorbancia-csdkkenés.

250

200

150

100 | - : o

-100 f : ® : o

reziduumok [absz. 540 nm-en]

-150

-200

-250

0 20 40 60 80 100 120 140 160
mérés sorszama

3. abra: Reziduumok vizsgdlata a mérések sorrendjében az
1/8-0s részfaktorterv esetén

6. 1épés: A faktorok szamanak csokkentése

A hatdsokra t-probat végezve, a szignifikdns hatdsok és kolcsonhatdsok
kivalaszthatéak voltak az Osszes vizsgdlt hatds és interakcié koziil. A 4.
abran az egyes szignifikdns hatdsok — az dn. Pareto-diagramon dbrdzolva —
abszolut értékeik szerinti sorrendben szerepelnek.

Az 5. 4abrardl leolvashaték a vizsgdlt faktorok résztervben megismert
hatdsai. Az &brdn lathatdok szerint a minta és a hordoz6folyadék
mindségének, valamint a reakcidspirdl hosszdnak nincs jelent8s hatdsa a
jelintenzitdsra. Amint az vdarhatdé volt, a mintaoldat koncentrdciéja és a
termosztdldsi hdmérséklet hatdsa igen jelentds, és a vdrakozdsnak
megfeleld. A hordozdfolyadék térfogatdarama legyen minél nagyobb, mig a
reagens térfogatdramat érdemes alacsony szinten tartani.
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F3:minta konc.(L) jg 95,52

Fl:termoszt.{ ;
F7:reagens tfa.(L
F5:minta menny.(L)
reagens tfa.( ;
Fo:carrier tfa.(L
minta menny.(Qg
F4:carrier min.(L
FZEL%—F‘t%L%
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carrier tfa.(Q
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P20 RS0
F3(L)-F6(Q
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a hatas becsiilt nagysaga (abszolit értékben)

4. abra: Az 1/8-o0s kisérleti tervben szignifikans hatasok Pareto-
diagramja (L: linedris kolcsOnhatds, Q: négyzetes kolcsonhatés)

Termoszt. hdmérséklet Minta mindsége Minta koncentréacidja Hordozé6folyadék mindsége
(C fok) ) (mmol/l) -)

c

¢

£

j=

o 16165 =

<

wn

© / /

o

=

©

Q

2

o

2

0

© 8 g E T = B s .
N =
8 2

Minta mennyisége Hordozéfoly. térf. &rama Reagens térfogatarama Reakcidpsiral hossza
(mikroliter) (ml/perc) (ml/perc) (cm)

1616,5
/ ——— T

abszorbancia 540 nm-en

100
200
300
12
15
2.0
8
2
5
30
60
90

5. abra: Az 1/8-0s részterv eredményei

7. 1épés: A teljes faktoros terv végrehajtasa

A részterv végrehajtdsdval nyert informécidk alapjan kivalaszthatok a lényeges
féhatasokért felelGs faktorok. Mivel a résztervvel a faktorok hatdsdnak keveredése
miatt csak kozelitleg adhat6 meg azok irdnya, valamint a tobbi hatashoz és
interakcidhoz viszonyitott nagysdga, sziikség volt a kivdlasztott faktorok — immar
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informdacidvesztés nélkiili — hatdsdnak tisztizdsara. Ez egy teljes faktoros terv
végrehajtasaval végeztd el. A termosztilds és a mintakoncentrdcié hatasar6l a
részterv alapjan egyértelmiien bebizonyosodott, hogy egyenes ardnyban allnak az
analitikai jel intenzitdsdval, igy ezeket a tovdbbiakban mar nem kellett vizsgédlni. Az
analitikai jel tovdbbi novelését megcélozva és a FIA IlehetGségeit teljesen
kihasznélva, hatdrozhatok meg a térfogatiramok beallitdsi szintjei. A tervben
alkalmazott beallitasok a kovetkezdk voltak:

Allandé bedllitdsok:

— termosztalas (90 °C),

— minta minGsége (vizes oldat),

— minta koncentricidja (5 mmol 1),

— hordoz6folyadék minGsége (desztillalt viz),
— reakciOspirdl hossza (30x0,5cm).

A vizsgalt faktorok:

— F1: injektalt minta mennyisége (2 szint: 200 és 300 ml),
— F2: hordozéfolyadék térfogatdrama (2 szint: 2,0 és 2,8 ml/perc),
— F3: reagens térfogatarama (2 szint: 0,8 és 1,2 ml/perc).

A vizsgalatokat 2 ismétléssel teljes randomizalas mellett végeztiik el az 5
mmol 1'-es standard oldattal. A  kisérleti terv kiértékelése a
részfaktortervnél bemutatott eljardsnak megfelelGen tortént. A 6. 4dbra a
FIA-mérérendszer maximalis jelintenzitdshoz tartoz6 (szaggatott vonallal
jelzett) optimalis paraméter-bedllitdsait mutatja.

Minta Hordozo6folyadék Reagens
mennyisége térfogatarama téerfogatarama
(mikroliter) (ml/perc) (ml/perc)
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©
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6. abra: Az optimalis FIA paraméter-beallitasok
8. 1épés: Ellendrzo mérések végzése és 9. 1épés: Modszervalidalas

Az optimélt FIA mérérendszer paramétereit az 4. tdbldzat tartalmazza.
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4. tablazat: Az optimalt FIA-mérdrendszer paraméterei

Paraméter Optimalis beallitas

Injektalt mintamennyiség: |300 ml

Hordozéfolyadék: 2’8 ml/perc 1,2 g 1_1 30 %-o0s Brl_] 35-0t tartalmazo foszfat
puffer (0.1 mol 1", pH=7)

Reagens: 1,2 ml/perc 100 ml metilnarancs indikator torzsoldat
(0,25 g I'") és 150 ml hidroxil-amin torzsoldat
(20 g I'") desztillalt vizzel 1000 ml-re higitva

Detektélés: 540 nm
Ciklusidé: 70 s
Reakciospiral: 0.5x30 cm
Termosztat: 90 °C

A 5. tébldzat a FIA és a GC moddszerek mddszervaliddlasi eredményeit
tartalmazza. A 7. é4brdn a FIA-val és a GC-vel mért eredmények
korrelacidja lathato.
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7. abra: A FIA-val és a GC-vel mért aceton koncentraciok
osszehasonlitasa nyerstej mintakra (korreldciés koefficiens: 0,991)

A kivalasztott és végrehajtott ,kétterves optimdlds” nyujtotta elénydk
roviden a kovetkez6kben foglalhatok Ossze:

Z 9

—az ,egyterves optimalas
egynyolcaddra csokkent,

-hoz viszonyitva a sziikséges koltségek, 1d6 kb.

—a ,,1épésrdl 1épésre” optimdldshoz képest a koltség- és iddsziikséglet a
toredékére redukalodott,

—az irodalmi FIA-beallitassal (alapbeallitds) Osszehasonlitva mintegy 20 %-os
érzékenységjavulds érhets el a ciklusid6 tobb mint 10 %-os csokkenése mellett.
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5. tablazat: A moédszervalidalasok eredményei

Vizsgalt paraméter FIA GC
mennyiségi meghatdroz4s hatdra (mmolel™) 0,03 0,01
linedris tartomdny (mmolel™) 0-10 0-10
kimutatdsi hatar (mmolel™) 0,01 0,005
kalibracio minden mérési csak kalibracio-
sorozat elGtt ellenérzés
érzékenység (kalibricids egyenes meredeksége) |225,9 £ 4,74 (abszor- | 0,453 (tertilet-
bancia/mmol ') ardny/mmol I'")
az analitikai meghatarozas hibdja (SD %) - <1
reprodukdlhat6sag (SD %) <22 <2.0
szelektivitas szelektiv szelektiv
pontossag (atlagos visszanyerés %) 103,8 100,5
mintaelékészités csak homogenizélds |csak homogenizéilds
id6sziikséglet (perc/minta) 1,5 15
koltség (USD/minta) 0,2 5

A két modszerrel kapott nyerstejvizsgilati eredmények igen Ol
korreldltak egymadssal; a kiilonb6z4 analitikai médszerrel mért eredmények
kozott szignifikdns eltérés nem mutatkozott. EbbSl az a kovetkeztetés
vonhato le, hogy a FIA-mddszer alkalmas alternativdja a pontos, preciz €s
megismételhetd, de lényegesen driagabb és i1ddigényesebb kromatografias
eljarasnak.

A gyakorlatban eddig alkalmazott optimdlasi technikdkhoz képest az 1d6-
€s koltségigény toredékét haszndltuk fel a vizsgdlt analitikai eljaras
optimalis bedllitdsdnak meghatarozéasahoz.
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