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1. Bevezetés

A kromatografidban elvalasztasok sordn a minta alkotoelemei diszkrét zondkként valnak el
egymastol, ezek a sdvok azonban az oszlopon valé vandorlas soran egyre jobban
kiszélesednek. Az elvalasztas eredménye azon mulik, hogy az egyes Osszetevok savjai elég
keskenyek maradnak-e, hogy igy elkerlljuk azok atfedését. Ezaltal a kromatografia egyik
célja a cslcsszélesedés minimalizalasa. Ennek elérése érdekében szikséges a csucsok

kialakulasahoz és szélesedéséhez jarul6 folyamatok mélyebb megértése.

A kromatografias elvalasztdsok hatékonysagat dontden befolyasoljdk az oszlop és a
mintamolekulék fizikai paraméterei, mint példaul a pérusméret és annak eloszlasa, valamint a
mintamolekuldk mérete és méreteloszlasa. A molekulak méretének pdrusmérethez
viszonyitott aranyardl ad tajékoztatast a meretkizarasos kromatografia, mely lehetévé teszi,
hogy tisztabb kepet kapjunk az eloszlasok elvalasztasra gyakorolt hatasairol. Az idealis
méretkizaras soran ugyanis nincs kdlcsonhatds a mintamolekulak és az allofazis kozott, az
elvalasztast pusztdn a molekuldk és a porusok méretének viszonya szabja meg. Ahhoz
azonban, hogy figyelembe tudjuk venni az eloszlasok cslcsalakra és elvalasztasra gyakorolt

hatésait, megfeleld modellre van sziikségiink.

A kromatogréafia sztochasztikus elmélete az elvalasztasi folyamatot molekularis szinten irja le,
igy célszertivé valik, hogy beépitsiik abba a porusméret-eloszlast és a molekulaméret-

eloszlast. Ezéltal egy valdsaghoz kdzelebbi képet kaphatunk az elvalasztasokrol.



2. Célok

Munkénk fobb céljai a kovetkezdk voltak:

- a poérusméret-eloszlas beépitése a kromatografia sztochasztikus elméletébe, a
karakterisztikus flggvény felirdsa és a kromatografias csucsok statisztikai
momentumainak meghatarozasa;

- kiilonbozd porusalakok feltételezése mellett az eloszlas paramétereinek az
elvalasztasra és a cstcsalakra gyakorolt hatasainak vizsgalata;

- a porusszerkezet (pdérusméret-eloszlas és poérusalak) meghatarozasa az (j modell
segitségével kereskedelmi forgalomban kaphaté tomoérmagvd, valamint teljesen
porozus allofazissal toltétt kromatografias oszlopok esetén;

- els6 és masodik generdcios szilikagél-alapt monolit alléfazisok porusszerkezet-beli
kilénbségének vizsgalata az Uj modell segitségével;

- a molekulaméret-eloszlas beépitése a kromatografia sztochasztikus elméletébe, a
karakterisztikus fuggvény felirdsa és a kromatografias csucsok statisztikai

momentumainak meghatarozasa az elvalasztasra gyakorolt hatas vizsgalata céljabol.



3. Kiserleti kdrulmények és alkalmazott modszerek

Az eloszlasokat tartalmazd 0j modellek fejlesztéséhez minden szamolast és levezetest
Mathematica 9 (Wolfram Research) programcsomaggal készitettlink. A csucsok szamitasat
numerikus inverz Fourier transzforméacioval végeztik 1024 pontbdl. A levezetésekkel kapott

momentumok helyességét integralassal bizonyitottuk.

A molekulaméret-eloszlasnal alkalmazott Monte Carlo szimulaciét is Mathematica 9 program
segitségével végeztik el az eloszlas szélessegének es a polidiszperzitds értékének

0sszevetéséhez.

Az inverz méretkizardsos mérésekhez Agilent 1100 tipusu folyadékkromatografot
hasznaltunk. Kiilonboz6 tipust C18-as oszlopokat vizsgaltunk, hogy meghatarozzuk azok
porusméret-eloszlasat: 4 tomormagva allofazissal és 3 teljesen pordzus alléfazissal toltott
kromatografias oszlopot, valamint ket monolit oszlopot vizsgaltunk.

A mérésekhez hasznalt polisztirol standardokat a Variantol (Varian, Inc. USA) szereztlk be.

Ezen polimerek molekulatémege 580 és 3 250 000 Da kozétti tartomanyt 6lelt fel.

HPLC mindségli tetrahidrofurant (THF) hasznaltunk mozg6fazisként €és a polimermintak
oldészereként, amelyet a Fisher Scientifictél (Fisher Scientific, Ltd. UK) szereztiink be. A
mozgdfazis aramlasi sebessége minden esetben 0,50 cm3/perc volt. Az eluens minden esetben
100% THF volt. Az oszlopokat 293,15 K-re termosztaltuk. A THF-ben feloldott mintak
koncentracidja 0,50 mg/lcm?® volt, melyekbél 1,00 pl-t injektaltunk minden esetben. A
detektaltast 254 nm-en végeztiik. Minden polisztirol minta retencios térfogatat az azonos

korulmények kodzott mért oszlopon kivili térfogattal korrigaltuk.



4. Eredmények

A sztochasztikus elmélet a kromatografias folyamatot molekuléris szinten irja le, igy abba
célszerli beépiteni a porusméret-eloszlast, hogy ezaltal tobb informaciot szerezhessiink a
retencios folyamatrol. Munkank els6 1épéseként ezért beépitettiik a log-normalis porusméret-
eloszlast a méretkizarasos kromatografia sztochasztikus elméletébe. Kiilonb6z6 porusalakokat
feltételezve (ék alak, hengeres, kipos) szamithatova valtak a levezetett egyenletek
segitségével a csucsok statisztikai momentumai. A cstcsprofilok szamitasa minden esetben

megvalosithatd a karakterisztikus fliggveny numerikus inverz Fourier transzformécidjaval.

A szamitott csUcsalakok kiértékelésének eredményei bizonyitjak, hogy a korabbi
varakozasoknak ¢és kisérleteknek megfeleléen a porusméret-eloszlas jelentds hatdssal van a
makromolekuldk retencios tulajdonsagaira (retencidos 1id6, szélesség, szimmetria).
Bizonyitottuk, hogy makromolekuldk elvalasztasa esetén a széles porusmeret-eloszlas noveli
az elvalasztas hatékonysagat. Ennek kdvetkezménye, hogy minden folyadék-kromatografias
modszer esetén a makromolekuldk hatékony elvélasztasahoz széles porusméret-eloszlasu

allofazisokat célszerti hasznalni.

Az altalunk kifejlesztett, porusméret-eloszlast tartalmazé modell hasznélhat6 a méretkizarasos
mérések tervezésére és a porusszerkezet roncsolasmentes meghatarozasara, mivel a pérusok

alakjardl és a pérusméret-eloszlasrol is hordoz informaciot.

Az (j modell hasznalataval az inverz méretkizarasos kromatogréafia a korabbiaknal sokkal
megfelelébb modszeriil szolgal a folyadék-kromatogréfias toltetek podrusszerkezetének
felderitésére anélkil, hogy az oszlopot hasznalhatatlanna tennénk. A pdrusméret-eloszlast
tartalmazd sztochasztikus modell segitségével meghataroztuk kereskedelmi forgalomban
kaphat6, kiillonb6z6 tipusu allofazisok porusméretét és annak eloszlasat: négy oszlop
tdmormagvu, harom oszlop teljesen pordzus és két oszlop monolit all6fazist tartalmazott. Az
eloszlast nem tartalmazé modellhez képest az Uj modellnél minden esetben szignifikansan
jobb illeszkedést tapasztaltunk a Kkisérleti adatokra. Az illesztésekkel pontosabb képet

kaphatunk az all6fazisok szerkezetérdl, ezaltal képesek lehetiink a legmegfeleldbb oszlop

kivalasztasara komplex mintédk elemzésehez.

Az (j, pbérusméret-closzlast tartalmazd sztochasztikus modellt hasznaltuk elsé és masodik

generécids monolit oszlopok mezopdrus-méretének és annak eloszlasanak meghatarozasara



inverz méretkizarasos kromatografias adatokbdl. A polisztirol standardok retencids térfogatait
a molekuldk forgasi sugara fliggvényében abrdzolva kapott kalibracios gorbék jelentds
kilénbséget mutattak a két monolit generacio esetén. A hidrodinamikai tartomanyban kapott
kiilonbségek a mezoporusokbol kizarddo, csak a makroporusokba beférd molekuldk eltérd
viselkedésébdl szarmazik, ezaltal a makroporusok mérete meghatarozhato. Eredményeink
alapjan a két kiilonbozé monolit generacido esetén 22,7%-0s csOkkeneés tapasztalhatd a
makroporusok méretében (1,55 um az elsé, mig 0,95 um a masodik generaciés monolit
esetén), ami a monolit vaz kialakitdsdnak modjabol ered. Bar a mezopdrusok méretének
eloszlasa keskenyebbé valt a masodik generaciés monolitoknal, az eloszlas varhaté értéke

igen hasonld értéket ad a két generacional (8,8 és 8,9 nm).

A méretkizérasos kromatografia sztochasztikus elméletébe beépitettiik a molekuldk méretének
eloszlasat (polidiszperzitasat). Vizsgaltuk mind a normalis, mind a log-normalis valoszin{iségi
stiriségfiiggvénnyel leirt molekulaméret-eloszlasok cslUcsalakra és annak statisztikai
momentumaira gyakorolt hatasat kiilonb6zé porusalakok feltételezése mellett. A modellek
levezetése soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a molekulaméret- és a pdrusméret-

eloszlasanak hatasai nem kiilonithetdk el egymastol sem elméleti, sem gyakorlati szinten.



5. Tézispontok

1. A méretkizardsos kromatografia sztochasztikus elméletébe beépitettiik a pdrusméret-
eloszlast. Tobb porusalak esetén szamitottunk kromatografias csdcsokat, melyek

momentumait a levezetett egyenleteinkkel meghataroztuk, majd integralassal validaltuk.

2. Az eloszlas paramétereit egyenként valtoztatva vizsgaltuk azok elvalasztasra, csucsalakra
gyakorolt hatasait. A porusméret-eloszlas hatasa a makromolekulaknél és hengeres vagy

kapos porusalaknal kifejezett jelentdségii.

3. Teljesen pordzus és tdmormagvu alléfazissal toltott kromatografias oszlopok inverz
méretkizdrasos mérési adataib6l meghataroztuk azok porusméret-eloszlasat és
porusalakjat. lgazoltuk, hogy a tomormagvu részecskék porusméret-eloszlasa mindig

szélesebb a teljesen pordzus részecskék eloszlasanal, ami a szintézis modjabol ered.

4. Meghataroztuk az els6 és masodik generacios szilikagél-alapd monolit oszlopok
mezopodrusainak méretét és azok eloszlasat. Bizonyitottuk, hogy bar a masodik
generdcios monolitok mezopodrusméret-eloszlasa keskenyebb, az atlagos porusmeret

azonos a két generacio esetén.

5. A méretkizarasos kromatografia sztochasztikus elméletébe beépitettik a molekuldk
meéretének eloszlasat (polidiszperzitasat). Csucsalakok, valamint azok momentumainak
szamitasaval vizsgaltuk az eloszlas elvalasztasra gyakorolt hatasat. Bizonyitottuk, hogy a

molekuldk méreteloszlasa retenciosidd-eltolédashoz és csucsszélesedéshez vezethet.
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