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1. Bevezetés

A.T. James ¢és A.J.P. Martin 1950. oktober 20-an mutattdk be az els6
gazkromatografot a Biokémiai Tarsasag talalkozdjan. A miiszerhez kothetd technika, a
gazkromatografia (GC), azota is a modern elvalasztastechnika teriiletének egyik
leggyakrabban alkalmazott moddszere. Legeldszor illékony zsirsavak elvélasztasara
alkalmaztak. A késobbiekben sikeriilt megoldani az ’50-es évek legnagyobb analitikai
kémiai kihivasat jelenté koolajosszetétel meghatarozast. Ezt kovetden a koolajipar
elképesztd mértéki fejlesztéseket eszkdzolt a modszerben, aminek kdszonhetéen egyéb
tudomanyteriiletek is (pl. biokémia, bioanalitika és élelmiszeranalitika) egyre gyakrabban
alkalmaztdk ezt a technikat. Az igazi 4ttdrés és a mai napig tartd népszerliség az 1980-as
éveket kovetden a kapillaris oszlopok megjelenésének koszonhetd.

A GC-MS azonositasi és mennyiségi meghatarozasok széleskori elterjedése
sziikségessé tette a mérések érzékenységének ¢és szelektivitdsanak folyamatos
fejlesztését. A probléma megoldasara kiilonféle szarmazékképzési eljarasokat dolgoztak
ki. Az elvalasztast megeldzd, jellemzden ,,0ffline” modszerek novelik az egy méréssel
elvalaszthatd OsszetevOok szamat, az elvalasztads hatékonysagat, modositjak a vegytilet
oszlophoz kotédését, novelik a vegyiiletek termikus stabilitasat, tovabba a molekula
illékonysagat €s apolaris jellegét az aktiv hidrogén lecserélésével. Ilyen modon a
korabban GC-MS modszerrel nem mérhetd, polaris és csekély illékonysagh vegyiiletek
is mérhetdvé valtak. A szdrmazékképzési technikdk koziil a trialkilszililezés, acilezés
halogénkarbonsav-szarmazékokkal, észteresités, alkilezés, oximalds és a bifunkcios
vegyliletek gylriis szarmazékka alakitasa terjedt el.

A trialkilszililezésre gyakran hasznalt szintelen, vizzel nem elegyedd folyadékot, a
hexametil-diszilazant (HMDS) vagy mas néven bisz(trimetil-szilil)-amint Sauer és Hasek
allitottak el trimetil-klor-szilan (TMCS) és ammonia reagaltatasaval.

~_ .~ CAS szam: 999-97-3

P I M = 161,2 g/mo
| | forraspont: 125 °C

e e stirtiség: 0,77 g/cm?®
Hexametildiszilazan

(HMDS)

1. abra A hexametil-diszilazan szerkezeti képlete, fizikai és kémiai jellemzdi



Brochmann ¢és mtsai az 1960-as évek elején eldszor alkalmaztdk a HMDS-t
szimpatomimetikus aminok trimetilszilil (TMS) szarmazékka alakitadsara gaz-folyadék
kromatografids elvalasztasukat megel6z6en. Napjainkban széles korben hasznaljak,
onmagaban vagy trifluor-ecetsav (TFA) Katalizator jelenlétében, féként szilil-
szarmazékok eldallitasdra. Specidlis szimmetrikus szerkezete miatt, a megfeleld
HMDS:TFA arany megvalasztisa mellett, primer aminok acilezésére is alkalmas
szarmazekképzo elegyként 2015-ben alkalmaztak eldszor kutatélaborunk munkatérsai.
PhD-munkam célja a HMDS szarmazékképz6 szer hagyomanyos és 01j felhasznalasi
modjainak vizsgalata, melyben eldszor egy atfogd tanulmanyban a hatékonysagat
trimetilszililezd reagensként hasonlitom 6ssze mas szarmazékképzd szerekkel. A kutatas
részeként az orvosi célokra és kabitoszerként egyarant gyakran fogyasztott kannabisz
hatéanyagainak kordbban még nem alkalmazott GC-MS meghatirozasi lehetdségét
tanulmanyozom. Uj felhasznélasi teriiletként a HMDS szimmetrikus szerkezetének
koszonhetd acilezé tulajdonsagat elemzem és bévitem egyidejii trimetilszililezéssel,
aminosav (AS), aminoalkohol (AA), aminocukor (AC), di- és tripeptid, valamint biogén
monoamin (BMA) modell vegyiiletek GC-MS azonositasaval ¢€s mennyiségi

meghatarozasaval.



2. Célkitiizések

A szakirodalmi elézmények attanulmanyozasa utan a doktori-munkam célja:

e A kivalasztott kannabinoid (KNBD) vegyiiletek és bomlastermékeinek atfogd
szarmazékképzési tanulmanya, melyben TMS szarmazékka alakitasuk optimalis
reagensét €s reakciokoriilményeit vizsgalom egy késziiléken, azonos
kromatografias rendszerben.

e A tanulmanyban a KNBD-ok szarmazékka alakitasahoz eddig még nem
alkalmazott HMDS/TFA reagenspar hatékonysaganak osszevetése a
legnépszeriibb szililez6 szerekkel (N,O-bisz(trimetil-szilil)-trifluor-acetamid
(BSTFA), N-metil-N-(trimetil-szilil)-trifluor-acetamid (MSTFA) és N-terc-butil-
dimetilszilil-N-metil-trifluor-acetamid (MTBSTFA)) azonos mdodon készitett
modelloldatok vizsgalataval. A Katalizatorok szerepének feltarasa a reakcioban.

e Novényi mintak KNBD-tartalménak GC-MS meghatarozasa szelektiv
fragmentum ionok (SFI) alapjan kozvetlen, extrakcido mentes szarmazékképzést
kovetden az optimalizalt modszerrel.

e A HMDS, a kutatocsoport korabbi munkajaban bemutatott, acilez6
tulajdonsaganak vizsgalata, kémiailag tobbfunkcios AS-ak és BMA-ok
szarmaz¢ékka alakitésa.

o A termékek tomegspektrometrias viselkedésének feltarasa, a SFl-ok azonositasa
fragmentumanalitikai tanulmany készitésével.

e A modszer optimalizalasa és teljesitményjellemzdinek meghatarozasa.

e BMA-ok és bomlastermékeiknek elvalasztasa és egyiittes meghatarozasa
egyetlen GC-MS méréssel.

o Az eljaréas alkalmazasa AS-ak és BMA-ok mennyiségi meghatarozasara
anyagcsere €s neuroldgia rendellenességgel diagnosztizalt betegek vizelet

mintaiban.



3. Modszerek

3.1 A vizsgalt mintak

A vizsgalt novényi mintak, a C. ruderalis (C-rd) fajba tartozo nénemii egyedek,
Somogy megyében vadon néttek. Gytjtésiik 2016-ban (C-rd1) és 2017-ben (C-rd2)
viragzaskor tortént ¢és felhasznalasig az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Novényszervezettani Tanszéke biztositotta a tarolasukat. Az elagazd lancti aminosavakat
tartalmazd BCAA étrendkiegészitét az internetrél rendeltem. Az ,lires” vizelet minta
(vizeletl) egészséges ndi Onkétestl szarmazott, az anyagcserezavarral és neurologiai
rendellenességgel (vizelet2-4) diagnosztizalt betegek vizelet mintajat a Semmelweis
Egyetem Igazsagiigyi Orvostani Intézetének Toxikologiai Laboratoriuma (Budapest,
Magyarorszag) biztositotta. Az ATE és ETA tizenot tagh peptideket (az AS-0sszetételt
egybetis  kodokkal jelolve: ETA = KDQYASNVVVGETA, ATE =
ATEGVVNSAYQDK) kutatasi céllal az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

szintetizalta.

A T AR OH
)o 9 "1
4 ~ HO

Tetrahidrokannabinol Kannabidiol
(THC) (CBD)

2. abra Kannabisz virdgzo hajtasa és két f6 hatéanyaganak szerkezeti képlete

3.2 Alkalmazott eszkozok

3.2.1 A mintaelokészités eszkozei

A pontos tomegeket + 0,01 mg pontossagh analitikai mérlegen (Sartorius, Goettingen,
Németorszag) mértem. A standard és minta torzsoldatok elkészitéshez megfeleld
térfogatt mérélombikokat, a reagensek pontos térfogat méréséhez = 1 % pontossagu
Hamilton (Bonaduz, Svéjc) és Trajan (Viktoria, Ausztralia) mikrofecskenddket
hasznaltam. A vegyiiletek oldodasat szabalyozhaté héfoka ultrahangos Sonorex

(Bandelin electronic, Berlin, Németorszag) vizfiirdovel segitettem. A fagyasztva szaritast



Modulyo liofilizatorral (Jencons, Egyesiilt Kiralysag), a centrifugalast Hettich EBA 21
(Tuttlingen, Németorszag) centrifuga késziiléken, a szdraz parolast Biichi Rotavapor R-
200 (Flawil, Svajc) rotacidos vakuumleparlon, a szarmazékképzést flthetd, a
reakciocsovekkel azonos méretii fémbetéttel rendelkez0, elektronikus melegitén (Kutesz,
Magyarorszag) végeztem. A vizelet mintak pontos térfogatat Biohit Proline (Helsinki,

Finnorszag) 100-1000 ul eldobhatd hegyli automata pipettaval mértem.

3.2.2 A gazkromatografias elvalasztas és tomegspektrometrias detektalas eszkozei

és koriilményei

A méréseket Varian CP-8400 (Varian, Walnut Creek, USA) automata
mintaadagoloval és programozhaté injektorral felszerelt Varian 450 tipust késziiléken
végeztem, melyhez Varian 240 MS/MS ioncsapda detektorral ellatott tomegspektrométer
csatlakozott. Az KNBD-ok és AS-ak elvalasztasat 30 m hosszusagia, mig BMA-ok
elvalasztasat 15 m hosszasagu, 0,25 mm atmérdjt és 0,25 um filmvastagsaga Agilent
(Victoria, Ausztralia) HP-5MS (5%-fenil-metil-polisziloxan allo fazist) kapillaris
oszlopon végeztem. A vivogaz 6,0 tisztasagu (99,9999%), 1 ml/perc sebeséggel
aramoltatott He gaz volt.

A tomegspektrométer mikodtetésekor az atvezetd kapillaris (transfer line)
héfokat 300, az ioncsapdaét 210 és a manifoldét 80 °C-ra allitottam. Az ionizaciods
fesziiltség 70 eV, a filament aramerdssége 25 pA, a teljes ionszam (TIC) 20000 beiités,
az eclépasztazasi id6 1500 ps volt. Az adatokat gyors tizemmodban (0,59 s/scan)
gyljtottem. Az elektronsokszorozo fesziiltségének beallitasanal az automatikus
kalibracio (auto tune) altal beallitott értéket +100 V-tal noveltem. A detektort a mérések
soran teljes pasztazas (FS) tizemmodban, m/z 50-1000 tartomanyban milkodtettem. A
késziilék optimalis paramétereit a Varian MS Workstation 6.9. szoftverrel ellendriztem
és vezéreltem, az injektor és kolonnatér h6fokszabalyozasanak adatait a 1. tablazatban

foglaltam Ossze.



1. tdblazat A GC-MS késziilék injektoranak és kolonnaterének felfiitése, az adatgytijtés
késleltetése az elucios program alatt

Injektor Kolonnatér
cal - __ _ Adatgyiijtés
élvegyiilet Héfok, | 1dé, | Hofok, Felfute:s Hof(’)k Kkésleltetése,
o o sebessége, | tartasa, perc
C perc C
°C/perc perc
A program hossza: 13 perc (TBDMS esetén 20 perc)
KNBD 100 - -
300 4,00 3,00
300 20 - (7)
A program hossza: 20,20 perc
AS, AA, AC, 100 - 1,00
DiAHA és Kkis
tagszamu 280 3,00 145 10 _ 2,00
peptidek 195 5 1,00
280 50 2,00
A program hossza: 19,35 perc
100 - 1,00
BMA és
o 145 10 -
metabolitjaik 280 3,00 5,00
195 5 1,00
280 100 2,00

3.3 Eljarasok
3.3.1 Modell oldatok

Az analitikai tisztasagii standard modell vegyiiletekbél 0,1-10 mg/ml-es
torzsoldatokat készitettem metanol (KNBD), 2 M (AS, AA, AC, DiAHA és kis tagszamu
peptidek) illetve 0,25 mM-os soésavval (BMA ¢és metabolitjaik) 5-10 mil-es
mérélombikban. A térzsoldatokhoz a bemérést £ 0,01 mg pontossaggal végeztem. A
vizsgalatok el6tt 10-500-szoros koncentraciora higitottam az oldatokat a megfeleld
oldoszerrel. A higitott torzsoldatok 3-100 ul térfogatat mikrofecskenddvel 2 ml térfogati,
a rotacidos vakuumbeparlohoz illeszkedd, reakcidocsdvekbe mértem ¢€s 30-40 °C-0s
vizflirdon, vakuum segitségével tomegallandosagig szaritottam. A szarazra parolt
mintakat aprotikus szerves oldoszerbe [piridin (PYR), etil-acetat (ETAC), acetonitril
(ACN)] oldottam, majd szarmazékka alakitottam. A torzsoldatok fel nem hasznalt részét

a kovetkezd mérésig hiitében (2-8 °C-on) taroltam.



3.3.2 A mintak elokészitése

A 2016-ban és 2017-ben gytijtott C. ruderalis viragos hajtasat és leveleit (C-rd1, C-
rd2) liofilizatorban fagyasztva szaritottam, majd néhany grammjat achatmozsarban
finomra poritottam. A minta 0,5-2,0 mg-os részleteit £ 0,001 mg pontossaggal 2 ml-es
reakciocsovekbe mértem és extrakcid nélkiil, kozvetleniil trimetilszilil (TMS)
szarmazékokka alakitottam. A vizelet mintakat a kisérletek elvégzéséig 10 ml-es
mianyag centrifugacsdvekben fagyasztoban -20-25 °C-on taroltam. Felengedés utan
centrifugaltam (6000 rpm, 10 perc) és a tiszta felaszo 100-300 ul-ét automata pipettaval
a korabban emlitett reakcidcsovekbe pipettaztam majd vizfiirdén szarazra paroltam.

A mintdk célvegyiilet-tartalmat, a visszanyerést és az LOQ értékeket standard
addicioval hataroztam meg. A vizelet automata pipettdval kimért részletéhez a
csavarmenetes reakcidcsovekbe mikrofecskenddvel adtam a higitott modelloldatok
szamitott részletét, majd az elegyet vakuumbeparlassal szaritottam 30-40 °C héfoku
vizfird6t alkalmazva. Az elporitott kendermintakat a beszaritott modelloldathoz mértem

analitikai pontosaggal és ezt kovetden a matrix jelenlétében szarmazékka alakitottam.

3.3.3 BCAA elokészitése és az ATE, ETA peptidek bontasa savas hidrolizissel

A BCAA ¢étrendkiegészitd analitikai pontossaggal mért részletét 2 M-os s6savban
oldottam. Az ATE és ETA szintetikus peptidek 910 és 900 ug-jat 6 M-0s sdsavban
105 °C-on lezart ampullaban 24 6ran keresztiil hidrolizaltam. A hidrolizatumokat 2 M-0s
sosavval kvantitativan 5 ml-es mér6lombikba mostam és torzsoldatot készitettem. A
mintdkbdl mikrofecskenddvel vettem ki a sziikséges térfogatot, amit szarazra parlast
kovetden szarmazékka alakitottam. Az étrendkiegészitd pontos AS-tartalmat standard
addiciot kovetéen hataroztam meg. Ez esetben a BCAA-torzsoldat pontosan mért
részlet¢thez adtam az AS standard oldatok megfeleld részleteit, majd az egyesitett
folyadékrészleteket egyiitt szaritottam tomegallanddsagig ¢és reagaltattam a

szarmazékképzo reagenssel.



3.3.4 A szarmazékka alakitas

A vakuumbeparl6 segitségével vizmentesitett mintakat aprotikus szerves oldoszerrel
(PYR, ETAC, ACN) oldottam, majd hozzaadtam a szarmazékképz6 reagenseket. Az
oldoszer ¢és a reagensek ardnyat kutatdcsoportunk korabbi tapasztalataira alapozva
valasztottam. A trimetilszililezést 375 pl, az egylépéses acilezést és szililezést (4. abra)
200 pl ossztérfogatban készitettem. Az optimalizalaskor alkalmazott reakcioidét (10 —
120 perc) és -héfokot (60 — 100 °C) kozott valtoztattam. A melegitést kovetden az
oldatokat szobahdfokura hiitéttem. A KNBD TMS-szdrmazékokat higitatlanul
injektaltam, az AS, AA, AC, DIAHA, kis tagszamu peptidek és BMA-TMS-acil
szarmazékokbol a szarmazékképzo reagenssel 10-20-szoros higitast készitettem. A
higitott mintakat szikitovel ellatott GC-s mintatartd edénybe helyeztem és 1 pl-t
injektaltam. A szarmazékka alakitdst parhuzamos bemérésekkel végeztem és minden

mintat haromszor injektaltam.

I R - GC-MS
elemzés
Vizelet :
centrifugalas - Szarmazékképzés
Szarazra
parolas

3. abra A vizelet mintak eldkészitésének fobb 1épései

3.4 A médszerek teljesitményjellemzoinek meghatarozasa, a kiértékelés médja

A specifikussagot és szelektivitast ,,vak” (a reagenseket tartalmazo oldat a
mintaeldkészitési eljarasnak megfelelden kezelve) oldat injektalasaval igazoltam; vizelet
mérésekor egészséges onkéntestdl szarmazo ,,lires” mintat is mértem referenciaként. A
célvegyiiletek retencidjanal mas zavaré csucs egyik esetben sem jelent meg a

kromatogramon ¢€s a tomegspektrumban.



A kidolgozott modszerek linearitdsat standard oldatokkal vizsgaltam. A kalibrald
bemérésekre, tovabba HCl-soknal a bazisra vonatkoztatva szamitottam. A beparolt
oldatrészleteket az optimalis koriilményeken alakitottam  szarmazékka. A
szarmazékképzést kovetden a KNBD-mintékat higitas nélkiil, az AS, az AC, az AA és a
DiAHA szarmazékokat husszoros, a BMA-akat és metabolitjaikat tizszeres higitast
kovetden injektaltam. A higitast minden esetben a szarmazékképzd reagenssel
készitettem.

Az LOQ értékeket empirikus uton hataroztam meg. A kalibracid azon pontjat
valasztottam LOQ-nak, amelynél teljesiilt, a jel/’zaj (S/N) > 10. A mobdszer
reprodukdlhatosagat a parhuzamos mintaeldkészitésekkel €s injektalasokkal vizsgaltam.

Matrix jelenlétében a linearitast standard addiciéval tanulmanyoztam és a vizsgalt
tartomanyt a minta célvegyiilet-tartalmahoz igazitottam. A visszanyer¢s értékét az azonos

A mérések adatait teljes pasztazas tizemmodban rogzitettem, a kiértékeléshez az SFI-
ok alapjan extrahalt kromatogramokat hasznaltam. A csucs alatti teriiletek szoftveres

integralasaval hataroztam meg a valaszjeleket.
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4. Eredmények

Kutatdsom els6 1épéseként atfogd szarmazékképzési tanulmanyt készitettem,
melyben a legismertebb szililez6 reagensek (HMDS, BSTFA, MSTFA és MTBSTFA) és
katalizatorok hatasat vizsgaltam novényi KNBD-ok szarmazékképzésére, azonos
kromatografids rendszerben, a semleges és savas vegyliletek egyidejii mennyiségi
mérésekor. A vegyliletek elvalasztasara egy gyors, minddsszesen tizenharom perces
programot hasznaltam. A HMDS és a TFA, amelyeket eddig még nem hasznaltak a
KNBD-k szarmazékka alakitdsahoz, idealis valasztasnak bizonyultak. Az optimalizalt
moddszert kis hatdéanyagtartalmi novényi mintdk KNBD-tartalmdnak meghatarozéasara
alkalmaztam.

A HMDS ¢és a perfluorkarbonsav parok egyedi reakcidképességén alapuld )
szelektiv és kvantitativ analitikai eljarast mutattam be, amely az AS-ak, az AA-ok, az
AmGI, a DiAHA, a kis tagszamu peptidek és a BMA-ok teljes szarmazékka alakitasat

egyetlen Iépésben extrakcid nélkiil biztositja.

PYR/HMDS/TFA
80 °C, 30 perc | |
H;N"=(C),-COOH » H;N"=(C),-COOTMS - F3COCHN—(C),-COOTMS
| OH I OTMS I OTMS
R SH R STMS R STMS

A B

H H

4. dbra Tobbfunkcids vegyiiletek egyidejli trimetilszililezésének és trifluoracilezésének
feltételezett sorrendisége az aminosavak példajan bemutatva

A modszert BCAA étrendkiegészitd AS-tartalmanak meghatarozasara és neurologiai
vagy anyagcsere betegséggel diagnosztizalt paciensek vizeletének elemzésére
hasznositottam. Vizsgéaltam a mintael6készités és GC-MS meghatarozas aranyossag
kiilonboz6 kiindulas térfogati BCAA oldat és vizelet szarmazékka alakitasaval, melynek

A reagenspar perfluorkarbonsav tagjanak optimalizalasaval elvéalasztottam a BMA-
okat savas metabolitjaiktol. A modszer gyakorlati alkalmazhatosagat a célvegytiletek-
tartalmanak meghatarozasaval igazoltam standard addicioval matrix jelenlétében.

Mértem neurologia rendelleneséggel diagnosztizalt betegek vizeletének VMA-tartalmat
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crer

feleslegti 5-HIAA metabolit jelenlétében.

A HMDS hagyomanyos ¢s uj felhasznalasi teriileteinek vizsgalatakor részletes
fragmentumanalitikai tanulmanyt készitettem. A mintaeldkészitést optimalizaltam és
fobb teljesitményjellemzdit meghataroztam standard oldattal és matrix jelenlétében is.

Felismertem az olddszer jelentségét a torzsoldatkészitésben. Uj mintagy(ijtési
protokoll bevezetésére tettem javaslatot. A Kidolgozott moédszerek alkalmazasaval
elkeriilhetd a célvegyiiletek vesztesége (1d0- €s munkaigényes extrakcids 1épések nélkiil
alkalmazhatd), ami gyors, szelektiv, érzékeny, id6-, munka-, koltség- és oldoszer-

hatékony munkastratégiat eredményez a z61ld kémiai kdvetelményeknek megfelelden.
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5. Kovetkeztetések

Uj mintaelékészitési technikakat dolgoztam ki a biologiailag aktiv vegyiiletek, a
KNBD-ok, az AS-ak és a BMA-ok HMDS-sel képzett szarmazékaiknak GC-MS
meghatarozasahoz.

o FEl6szor alkalmaztam HMDS-t a KNBD-ok trimetilszilil szarmazékokka
alakitasara, a modszert optimalizaltam. Egy rovid, tizenhdrom perces
programban valasztottam el 6t ndvényi KNBD-ot és a két f6 metabolitot. (I, I1)

e A HMDS acilez6 tulajdonsagat perfluorkarbonsav jelenlétében, melyet
kutatocsoportunk ismert fel, bovitettem egyideji szililezéssel. A modszerrel
elséként alakitottam az AS-akat, az AA-okat, a DIAHA-t, a kis tagszamu
peptidek és a BMA-okat egy 1épésben egységes acilezett-szililezett
szarmazékokka, melyek szerkezetét tomegspektrumokkal igazoltam. (111, 1V)

o A perfluorkarbonsav optimalizalasaval eldszor alkalmaztam egylépéses acilezést
¢s szililezést a BMA-ok és savas metabolitjaik elvalasztasara, valamint szelektiv,
kozvetlen kvantitativ meghatarozasara, egyetlen GC-MS felvételbol. (1V)

e A HMDS hagyomanyos ¢és 0j felhasznalasi teriiletéhez kapcsolodo
modszerekhez részletes fragmentumanalitikai tanulmanyt készitettem. A
kidolgozott mintael6készitési eljarasok f6bb analitikai teljesitmény-jellemzoit
mind a modelloldatokban, mind a vizeletmatrixokban meghataroztam. (11, 111,
V)

o Az extrakci6 nélkiili szarmazékképzés gyakorlati hasznalhatdsagat kozvetlen
mintakészitési technikaval igazoltam. A széritott novényi szovetek KNBD-
matrix jelenlétében mértem.

A szakirodalomban javasolt iddigényes, savas €s semleges frakcidkat kiilon
gylijto eljarast egyszertsitettem, a KNBD-okat, AS-akat és BMA-okat matrixaik
jelenlétében alakitottam szarmazékka GC-MS meghatarozasukat megelézden a
z6ld kémia kovetelményeinek megfeleléen minimalisra csokkentve az

alkalmazott szerves reagensek felhasznalasat. (11, 111, 1V)
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