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1. Bevezetés

Az elmuilt évtizedben szamos 1j, kiilonb6z6 tipusi és atméroji teljesen pordzus és tomoérmagvi
szemcsékkel, vagy monolit tipusu alléfazissal t61tott folyadékkromatografias oszlop jelent meg a
piacon. Az Gjabb keleti ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografidAban (UHPLC) leginkabb
a rovid, kis belséatmérével rendelkezé (2,1 mm x 50 mm), 3 pm vagy akar 2 pm atméro alatti
szemcsékkel toltott oszlopok terjedtek el leginkabb [1-4]. A folyadékkromatografids mérések
hatékonysagat a mintasav oszlopban torténd kiszélesedésén keresztiil, szamos kiillonb6z6 hatas
egylttesen szabja meg, ideértve a diszperzidt a mozgdfazisban, a szemcsék feliiletén fellépo kiilsé
anyagatadasi gatlast, valamint a szemcsebeli diffizié és az adszorpcié-deszorpcié folyamata

soran fellépé csticsszélesedést [5].

A tomoérmagvi szemcesés toltetek hasznalataval a gyors-folyadékkromatografias rendszerek haté-
konysaga tovabb noévelhetd, ezen szemcsék tipikus atméréje 2,5 és 5 um kozoétt van. Amellett,
hogy a szemcsék kozepében elhelyezett atjarhatatlan tomor mag jelentGsen lecsokkenti a szem-
csebeli difftizié Gthosszat, a korabbi tanulmanyok alapjan ezekben a toltetekben az 6rvénydif-

fuzié mértéke is szokatlanul kis mértéki. [6,7].

A minta szemcsebeli difftzidja, a porusok héaldézatat kitolté mozgdfazisbeli diffizidénak illetve
tes hatdsaként adhaté meg. Az utébbi hatds nagymértékben meghatarozé a makromolekulék,
dgymint a fehérjék vagy mas biomolekuldk szemcsebeli diffiizidja soran. Mivel ezen moleku-
lak difftziés allanddja meglehetdsen kicsi a nagy méretiik miatt, mozgasuk a szlik pérusokban

erdsen gatolt [8].

A jél ismert szemcsés tOltetek mellet a monolit tipusu szilikagél alléfazisok fejlesztése nyjt
lehet&séget a teljesitmény novelésére. Ebben az esetben megfelelé hatékonysag érhetd el kis
nyomasesés és nagy aramlasi sebesség — igy révid analizis id6 — fenntartasa mellett, koszonhetéen

a nagy makropérus méretekhez térsulé finom szilika vaznak [9-13].

A szemcsékkel toltott oszlopokban a toltési eljarasbdl adéddan a toltetdgy nem teljesen homo-
gén, az oszlopban szorosan és lazan toltott részek valtjak egymaést, ami a lokalis mozgdfazis
sebesség kiilonbségeket okoz az oszlop mentén [14]. Tanaka és kutatécsoportja a mintasiv je-
lentds mértéki diszperzidjat irta le a toltetes oszlopokban elhelyezett pordzus frittben, illetve a
toltetagy heterogenitisa miatt az oszlopvégek kozelében. Ez a hatas féleg a kis retenciéval bird
komponensek esetén (k < 2) jelent&s ahol a mozgéfazis diszperzi6é a meghatérozé cstcsszélesité
hatés [15].

Adott oszlop geometria mellett — adott oszlop hossz és belsé-atmérdé mellett — az oszlop ha-
tékonysag novelése a szemcsedtmérd csokkentésével érheté el [16,17]. Mindamellett, hogy az
oszlopon elérhetd legnagyobb tanyérszam forditottan ardnyos a szemcsemérettel, a miikodés-
hez sziikséges ellennyomés négyzetesen né a szemcsedtmérs csokkenésével. A megemelkedett
ellennyomas miatt a mozgdfazisban tetemes sturlédasi ho keletkezik, ami hémérséklet kiilonbsé-
gekhez, igy az eluens viszkozitdsanak és sebességének heterogenitdsahoz vezet az oszlopban [18].

A kromatografids mérések soran a reprodukalhatdsdg fenntartdsdnak érdekében az oszlopot &l-



land6 homérsékleten tartjuk, azaz folyamatosan hét vonunk el a az oszlop falan keresztiil. Ez
egy radialis homérsékleti gradiens kialakuldasahoz vezet az oszlopban. Ennek koévetkeztében az
oszlop kozepén a mozgofazis sebessége nagyobb lesz, mint a falhoz kozeli térrészekben, jelentés
cstcsszélesedést, és ezzel hatékonysag vesztést okozva [19,20]. Az oszlop hiszigetelésével és a

radialis hémérsékleti gradiens megsziintetésével a fent emlitett hatas mértéke leirhato.

Munkam soran tobbféle teljesen pordzus valamint témoérmagvi, és egy monolit tipust fordi-
tott fazisu szilikagél allofazis hatékonysagat vizsgaltam a kromatografia altaldnos sebességi mo-
delljének segitségével, kitérve a sarlédasi ho, a toltet heterogenitds és a szemcsebeli difftizid

csucsszélesitd hatasaira [5].

Az utébbi évek technikai fejlédésének koszonhetéen, a szuperkritikusfluidim-kromatogréfia (SFC)
mind az elméleti kutatok, mind a felhasznélok figyelmének kézéppontjaba keriilt [21-27]. Az
SFC esetén a mozgo6fazis szuperkritikus allapott gaz. Legelterjedtebben szén-dioxid gaz hasz-
nalatos, mivel konnyen elérhetd, nem korroziv, valamint alacsony nyomast és hémérsékletii
kritikus ponttal rendelkezik. A szuperkritikus allapotd gdz mozgdfazisként torténé alkalma-
zésanak legnagyobb el6nye az elhanyagolhaté viszkozitdsabol adodik, ami lehetové teszi nagy
aramlasi sebességek hasznalatat nagyon finom szemcsékkel t6ltott alléfazisokon is, elhanyagol-

hat6 nyomaésesés és gyors szemcsebeli anyagatadasi jellemzok mellett.

Mivel a szuperkritikus-fluidum stirtisége erdsen fligg a nyomas és homérséklet kortilményektdl,

a mintakomponensek retencidja valtozik az oszlopban [28-31].

Disszertaciomban helyet kapott az SFC és az UHPLC technikdk 6sszehasonlitiasa a kromatog-
rafia sztochasztikus modelljének segitségével. [16,32-35]. A modell a molekuldk véletlenszerii
vandorlasaval és véletlenszertien bekévetkez6 adszorpcidjaval irja le az elvalasztas folyamatat.
Mivel a hagyoméanyos HPLC oszlopok hasznalhatok SFC moédban is, két kromatografids mod

direkt 6sszehasonlitdsa megvalésithaté ugyanazon oszlopon.



2. Kutatasi célkituizések

1. A surlédasi ho hatasanak vizsgalata a hatékonysagra.
(a) A hatékonysdg mérése kis molekulak segitségével az oszlop termosztalasa és szigete-
lése mellett.

(b) A kilénb6z6 geometriai paraméterek, térkitoltési tényez6k meghatérozasa a vizsgalt

tomormagvu és teljesen pordzus oszlopokban teljes poruszarasos médszerrel.

(c) A kiils6 obstrukciés faktor meghatarozésa cstcsparkoltatdsos médszerrel.

(d) A kiilonbo6z6 csticsszélesité hatdsok becslése, és levonasa kisérletileg meghatéarozott
adatokbdl, a surlédasi h6 okozta tanyérmagassdg meghatarozasanak céljabol.

2. Gyors folyadékkromatografias oszlopok hatékonysaganak 6sszehasonlitasa.

(a) A vizsgélt oszlopok (monolit, teljesen és részlegesen pordzus szemcsékkel to6ltott)
hatékonysaganak meghatirozésa azonos koriillmények kozott, kis molekuldk segitsé-

gével.
(b) A vizsgélt oszlopokon megfigyelt hatékonysagkulonbségek felderitése és leirdsa.

(¢) Az oszlopvégek lokalis hatékonysdganak meghatarozéasa oszlopforgatasos médszerrel.
3. Makromolekuldk szemcsebeli diffiizidjanak vizsgélata.

(a) Teljesen pordzus és tomormagvi HPLC oszlopok hatékonysagénak mérése inzulinnal.

(b) A mozgéfazis diszperzi6 csucsszélesité hatdsanak becslése, majd kivondsa a mért

csucsvarianciakbél.

(¢) A szemcsebeli diffizié csticsszélesité hatdsdnak meghatérozéasa és leirdsa.
4. Az UHPLC és az SFC technikédk anyagatadasi jellemz6inek 6sszehasonlitasa.

(a) Ugyanazon kromatografids oszlop hatakonysdganak meghatérozédsa alkilbenzolok se-

gitségével a fent emlitett két kromatografidas médban.

(b) A sztochasztikus modell altal szolgéltatott anyagdtaddsi tényezdk szdmitdsa és Ossze-

hasonlitasa a kisérletileg meghatérozott csiicsok segitségével.



3. Anyag és médszer

3.1. A teljes poruszaras modszere

A teljes péruszardasos modszer soran az alléfazis pérusait hidroféb olddszerrel telitve, azzal nem
elegyedd minta eltcids idejébdl a szemcsék kozotti mozgofazis térfogata meghatarozhats. A
kisérletek soran a péruszarasra oktant illetve dodekant hasznaltunk a teljesen porodzus illetve
a tomormagvi szemesékkel t0ltott oszlopok esetén. Az apoldris olddszert ammonium-formiat

puffer segitségével hajtottuk ki a szemcsék kozotti térbél. Az injektalt minta tiokarbamid volt.

3.2. A cstucsparkoltatasos moédszer

Csucsparkoltatas soran egy retencio nélkiili komponenst injektalunk a vizsgalt oszlopra. Amint
a mintasav eléri az oszlop kozepét, az aramlast adott parkolasi ideig (t,= 0, 30, 60, 300, 600,
1200, 2400, 3600 masodperc) sziineteltetjiik, mialatt a minta szabadon diffund4l axidlis irdnyba.
A csucsszélesség és a parkolasi id6 kozotti linearis Osszefliggés meredekségébdl a minta effektiv

difftzids egytitthaté megallapithato.

3.3. Az oszlopforgatasos médszer

Az oszlopforgatasos modszer alkalmas a toltet axidlis heterogenitasanak vizsgdlatara, és igy az
oszlop végek kozotti kiillonbségek felderitésére. A kisérletek soran retencié nélkiili tiokarbamid
mintat injektaltunk adott iranybdl az oszlopra, amint a mintasav kivant tavolsagba hatolt az
oszlopban (1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 vagy 4 cm) az dramlds sziineteltetése mellett, az oszlopot
megforditottuk. Az aramldst visszakapcsolva a minta az oszlop ugyanazon végén eludlodik,
amelyen belépett. Az alkalmazott mozgofazis megegyezett a hatékonysag méréséhez hasznalt

eluens Gsszetételével, mig az alkalmazott dramlési sebesség 0,2 cm? /perc volt.

Mivel a mintasav szabadon diffundal hosszanti irdnyban amig az dramlas sziinetel, a meghatéro-
zott varianciaértékeket korrigdlni kell a csticsparkoltatdsos mérések segitségével meghatarozott
effektiv diffuziés koefficiensbél adédé variancia értékekkel [36,37].

3.4. A surlédasi ho hatasanak vizsgalata UHPLC oszlopok hatékonysagara

A kisérletek soran alkilbenzolok homoldg sordnak tagjait (oktil-, decil,- dodecil-, tetradecil-,
és oktadecil-benzol) 0,5 mg/cm?® koncentraciéban tartalmazé mintakeveréket adagoltunk tobb,
0,2 és 0,9 cm?®/perc kozotti dramlési sebesség mellett. A standardok és az eluens a Sigma-
Aldrichtél (Schnelldorf, Németorszag) keriiltek beszerzésre. A minta olddszere, és mozgofazis
tiszta metanol volt. A méréseket Waters Aquity I-class UPLC (Waters Corporation, USA,
Milford) késziilék segitségével végeztitk UV detektdlds mellett. A vizsgalt oszlopok egy teljesen

por6zus Waters BEH (50 x 2,1 mm, 1,7 um szemcsedtmérd, )és egy tomormagvi Waters Cortecs



(50 x 2,1 mm 1,7 um szemcseatmérd,) oszlopok voltak. A méréseket elvégeztiik az 25 °C-on
torténo termosztalas és kozel adiabatikus szigetelés mellett is, mig mozgofazist mindkét esetben
elémelegitettiik 25 °C-ra. A szigeteléshez az oszlopok méretéhez igazitott polisztirol habszivacs

tombot alkalmaztunk.

3.5. Gyors-kromatografias all6fazisok hatékonysaganak osszehasonlitasa

A vizsgalt oszlopok hatékonysiganak mérését Waters Acquity I-Class UPLC késziilék segitségé-
vel végeztilk. Az injektalt minta acetanilid, acetofenon, propiofenon, butirofenon, benzofenon,
valeriofenon, hexanofenon, heptanofenon és oktanofenon (Agilent Technologies, USA, Palo Alto)
100 pg/cm? koncentracioji keverékét tartalmazta, mig a mozgéfazis minden esetben acetonitril
és viz (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Németorszag) 65:35 v/v keveréke volt. A holttérfogatok
meghatarozasahoz tiokarbamidot hasznédltunk. Az oszlopokat dllandé 40°C-os hémérsékleten
termosztaltuk. A késziilék 6sszekotd kapilldrisainak optimalizadlasa soran a rendszer holttérfo-
gatat 1 pl-re csokkentettiik. Ot kiilonbézé tipusi, de azonos geometriai paraméterekkel bird
(50 x 2,1 mm) forditott fazist (Cig) oszlop (GlSciences és Phenomenex) hatékonysigat mér-
tiikk a fent emlitett mintamolekuldk segitségével, széles (0,05-1,0 cm?/perc) dramlési sebesség

tartomanyban.

3.6. Makromolekulak szemcsebeli difftizigjanak vizsgalata

c sz

mintat (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Németorszdg) hasznaltunk. A mintdt a mozgdfizisként is
alkalmazott trifluor-ecetsavas acetonitril-viz keverékben oldottuk. A kisérletek soran o6t kiilon-
b6z6 oszlopot vizsgaltunk: teljesen porézus toltetli Agilent Zorbax (100 x 4,6 mm; 3,5 pum
szemcseatmérd) és Waters Xselection (100 x 2,1 mm; 2,5 pm szemcsedtmérd) oszlopokat, vala-
mint tomormagvi Phenomenex Kinetex (100 x 4,6 mm; 2,6 ym szemcseatmérd), Phenomenx
Aeris Peptide (100 x 4,6 mm; 3,6 um szemcseatmérs), és Phenomenex Aeris Widepore (100
X 4,6 mm; 3,6 pm szemcsedtmérd) oszlopokat. A mozgdfazis Gsszetételét, illetve az dramlési
sebességet tgy valasztottuk meg, hogy a minta retencidéja és a mozgofazis linearis sebessége

hasonl6 legyen a kiilonb6z6 oszlopok esetén.

A méréseket Agilent 1290 Infinity UHPLC késziiléken (Agilent Technologies, USA, Palo Alto,)
végeztiik Agilent Chemstation szoftver segitségével UV-detektalas mellett, az oszlopok 25 °C-on

termosztalasa mellett.

A vizsgalt oszlopok kiilsé és bels6 térkitoltési tényezoit Bacskay és munkatarsai korabbi kuta-
tasaik sordn méretkizardsos kromatogréfia segitségével meghataroztak [38], dolgozatomban az

altaluk leirt értékekkel dolgoztam.



3.7. Az SFC és az UHPLC technikak anyagatadasi jellemzoinek 6sszehason-
litasa

A kisérleteket Agilent 1290 Infinity UHPLC késziilék, illetve Waters Acquity UPC? (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) SFC késziilék segitségével végeztiik UV-detektédlds mellet. A
mérések sordn ugyanazt a teljesen pordzus szemcsékkel t6ltott Agilent Zorbax (100 x 4,6 mm;
3,5 pm szemcsedtmérd) oszlopot haszndltuk mindkét kromatogréafids moédban. Az injektélési
térfogat 2 pL volt, a méréseket 0,2 és 2,5 cm3/perc kézotti dramlési sebesség tartomanyban

ismételtiik, dlland6 35 °C-os oszlophémérséklet mellett.

A minta alkilbenzolok homol6g sordanak tagjait (oktil-, decil,- dodecil-, tetradecil-, és oktadecil-
benzol) valamint tiokarbamidot tartalmazott 0,2 mg/cm? koncentraciéban. A minta oldészere
az UHPLC mérések sordn metanol, mig az SFC mérések esetén heptan volt. Két mozgofazis
osszetételt alkalmaztunk az UHPLC mérések sordn: metanol és viz 97,5:2,5% v/v keverékét

valamint tiszta metanolt.

AZ SFC mérések soran harom kiilonb6z0 mérési koriilményt alkalmaztunk. Két esetben a
mozgo6fazis tiszta COq volt, mig az ellennyomast 105 illetve 150 bar-ra allitottuk, mig a harmadik
esetben mozgo6fazisként metanol és COy 9:91% v/v keverékét alkalmaztuk alacsony, 105 bar

értékili ellennyomas mellett a szubkritikus &llapot kialakitasa érdekében.



4. Eredmények

4.1. A surlédasi hé hatasanak vizsgalata UHPLC oszlopok hatékonysagara

Két kiilonb6z6 tipust, de hasonld geometriaji UHPLC oszlop hatékonysagat vizsgaltuk az osz-
lopok termosztdlasa illetve szigetelése mellett. A kutatas eredményeként igazoldst nyert, hogy
2um alatti szemcsékkel t61t6tt oszlopokban a mozgdfizis diszperziét jelentésen noveli az osz-
lopfal j6 hévezeto képességébol adédd héveszteség. A mozgd és az alléfazis kozotti surlddasbol
ered6 héaram jelentos — 0,4 és 1,2 kozotti — redukalt tanyérmagassag névekedéshez vezet nagy

aramlasi sebességek mellett.

A mozgdfazisban kialakuld sugariranyd hémérséklet kiillonbség hasonlé mértékii hatékonysig-
vesztéshez vezet, mint a kiils6 anyagatadasi gatlas és az axidlis diszperzié egyiittes hatasa az

oszlopban.

A vizsgalatok alapjan a kialakulé hémérsékleti kiilonbségek hasonléak a tomoérmagvi és a telje-
sen pordzus toltetli oszlopokban, a sturlédasi hé okozta hatékonysag vesztés tekintetében nincs

jelent6s kiillonbség a kilonbo6zé toltet tipusok kozott.

4.2. Gyors-kromatografias all6fazisok hatékonysaganak Gsszehasonlitiasa

Kiilonboz6 tipusu all6fazissal, de azonos oszlop geometridval (2,1 x 50 mm) rendelkezé teljesen
porézus valamit tomoérmagvi szemcesékkel toltott, illetve egy monolit tipust oszlop hatékony-
sagat hataroztuk meg, széles mozgdfazis sebesség tartomanyban kis molekuldk segitségével. A
vizsgalt oszlopok kisebb-nagyobb eltéréssel hasonlé, H = 5 pm koriili tanyérmagassag értéket

mutatnak az optimalis mozgdfazis sebesség kozelében.

A nemrégiben megjelent monolit tipusi GLSciences MonoTower oszlop a toltetes oszlopokhoz
hasonlé hatékonysagot produkélt jelentésen kisebb nyomaéasesés mellet. Kiilénosen kiemelked6
teljesitményt (N=11800) nyujtott kis retencigji molekuldk esetén, koszonhetéen annak, hogy
a monolit oszlopoknal nincs sziikség frittek alkalmazasara a toltet rogzitéséhez az oszlopban,
emiatt joval kisebb mértékli keveredés jatszodik le az oszlop végein. Ezt bizonyitja, hogy az
oszlop végeihez a kereskedelemben is elérheto fritteket illesztve, a toltetes oszlopokhoz hasonld

tanyérmagassag értékek mérhetoek a vizsgalt retencids tartoméany egészében.

A mérések alapjan a Phenomenex altal forgalmazott 2,6 ym-es tomoérmagvt szemcesékkel toltott
Kinetex és Kinetex EVO oszlopok a kisebb szemcséji toltetekkel megegyezd hatékonysagot
produkalnak.

Az oszlopvégek cstcsszélesité hatasanak vizsgdlata oszlopforgatasos mdodszer segitségével tor-
tént. Ennek eredményeként elmondhatd, hogy az oszlop két végén minden esetben kiilonb6z6
mértéki minta diszperzié figyelheté meg, bar ez a kiillonbség a monolit oszlop esetén szinte
elhanyagolhaté. Oszlopgyartonként eltér6, hogy az oszlop eleje vagy vége mutat jobb haté-

konysagot, ami arra enged koévetkeztetni, hogy a kilonb6z6 gyarték eltér6 iranybdl végzik az



oszlopok toltését. Az oszlopvégek hozzéjarulsa a teljes csticsvariancidhoz 0,78 uL? és 1,65 uL?
kozott van a toltetes allofazisok esetén, mig a monolit oszlopon atlagosan 0,6 pL? koriili érték

mérhetd.

Az oszlopforgatasos mérések sordn minden esetben kisebb csicsvariancia mérhet6 a retencié
nélkiili tiokarbamid mintdara, mint oszlopforgatas nélkill. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
az oszlop megforditasa soran, a mintamolekuldk azonos ttvonalon haladnak kifelé az oszlopbdl
mint befelé. Ennek kdvetkeztében az eltére térfogati, és igy sebességli szemcsék kozotti térrészek

okozta 6rvénydiffuzié jelentés része kompenzalddik.

4.3. Makromolekulak szemcsebeli difftizi6janak vizsgalata

Az inzulinnal tortént mérések alapjan kijelenthet6, hogy annak ellenére, hogy a témoérmag-
v szemcsékkel t6ltott oszlopokban a szemcsebeli anyagatadas kissé gyorsabb, nincs jelentés

kiilléonbség a szemcsebeli diffizidés dllandokban a teljesen porodzus toltetekhez képest.

Az inzulin retenciéjanak nyomasfiiggése miatt, a szemcsebeli difftizié és igy a feliileti diffa-
zi6 nagysaga fiigg a mozgdfazis sebességétél. A kutatds eredményeként kijelenthetd, hogy a
feliileti diffuziénak meghatarozd szerepe van a molekuldk mozgasdban az all6fazisban. A szem-
csék pérusaiban a makromolekuldk mozgéasa erésen gatolt, ennek kévetkeztében a pérusdiffuzios
egyutthatok értéke legalabb egy nagysagrenddel kisebb a feliileti-difftiziés allandokénal, mely-
nek értéke Dy=1,59 és 3,98 x 1078 cm?/s kozott alakul a vizsgalt oszlopokon a legnagyobb

alkalmazott dramlasi sebességek mellett.

Jelentos kiilonbség figyelhet6 meg a teljesen pordzus és a tomoérmagvi szemcsékre meghaté-
rozott porusdiffiiziés allandokban, melynek oka a pérusok eltéré szerkezetébdl, kiillonbozd te-
kervényességébol adodhat. Példaként, a teljesen pordzus Agilen Zorbax esetén a pérusdiffiizié
értéke D,=4,72 x 10712 cm? /s volt, mig a megegyezd szemcseatmérével rendelkezé tomoérmagvi

toltetes Phenomenex Kinetex Aeris Peptide esetén D,=4,48 x 1071 ecm?/s érték a jellemzé.

4.4. Az SFC és az UHPLC technikdk anyagatadasi jellemzo6inek 6sszehason-
litasa

Az SFC és az UHPLC technikdk 6sszehasonlitasa a kromatografia sztochasztikus modelljének
segitségével tortént ugyanazon oszlop hasznalatival a két kromatografids médban. Ez alapjan
az anyagatadasi jellemz6k nagy mértékben valtoznak szuperkritikus-folyadék kromatografidban

koszonhetden a mozgofizis striiség aramlasi sebesség fliggésének.

A vizsgédlatok alapjan a molekuldk mozgd és allofazisban eltoltott ideje két fazisdtmenet ko-
zOtt erdsen fiigg a mozgdfazis sebességétdl mindkét kromatografids médban, bar ennek mértéke
kifejezObb SFC esetén. A molekuldk mozgédfazisbeli tartézkodasi ideje 65,3 ms-rol 1,2 ms-ra,
mig az alléfazisbeli tartézkodasi idok 804,9 ms-r6l 6,0 ms-re csokkennek az aramlasi sebesség

novelésével kis ellennyomas alkalmazasa esetén.



A molekulak alléfazisban eltoltott ideje egy adszorpcids/deszorpceids 1épés kozott SFC esetén
nagyjabol a maésfélszerese az UHPLC esetén szamitottnak az optimélis dramlasi sebességek
mellett, mig a fazis Atmenetek szama nagyjabol megegyezd. A mozgéfazisbeli tartézkodasi idék
hasonl6 értéket vesznek fel nagy aramlasi sebességek mellett, ahogy a mozgéfazis sliriisége és

igy az atlagos fazisarany egyre hasonlébb lesz a két kromatografids médban.

A mérések alapjan a mozgdfazisbeli tartézkodasi idék kevésbé, mig az alléfazisban eltéltott idok
jelentésen fliggenek az alkalmazott mozgdfazis Gsszetételtol és az ellennyomdstol. A mérések
hatékonysagat legjobban a fazisdtmenetek szama hatarozza meg a kisérletek alapjan, melynek
értéke n = 15000 és 20 000 kozott volt nagy dramlasi sebességek mellett mindkét kromatografias
médban. Osszességében kijelentetd, hogy nagy mozgdfazis sebességek mellett a sztochasztikus
modell segitségével meghatarozott anyagatadasi egyiitthatok értékei hasonléak SFC és UHPLC

esetén.



5. Tézispontok

1. Munkam soran vizsgaltam az UHPLC oszlopokban megjelend sturlédéasi h6 okozta haté-
konysagvesztés mértékét, a kiillonbo6z6 csiucsszélesité hatasok azonositasaval, meghataro-
zasaval és kivonasaval a kisérletesen meghatarozott csticsok variancidjabél. Ez alapjan
megallapitottam, hogy a nagy mozgofazis sebességek mellett megjelené homérsékletbeli
eltérések, hasonlé mértékii csiicsszélesedést okoznak, mint az axialis diszperzi6 és a kiils6

anyagatadasi gatlas egyiittes hatdsabol eredd csicsszélesedés.

2. Meghataroztam kiilonb6z6 gyartéktol szarmazoé toltetes és monolit tipusiu gyors-kromato-
grafids oszlopok hatékonysagat valamint az oszlopvégek csiicsszélesité hatasat, és azt ta-
ldltam, hogy a toltetes oszlopok lokalis hatékonysaga az oszlop két végének kozelében
eltér egymastol, valamint a toltetagyat altalaban jellemzd hatékonysagtol. Ez az oszlop-
toltés folyamata soran kialakuld toltet heterogenitdasbél, illetve az oszlopokat lezaro frittek
hatasabdl adédik.

Munkam soran azt tapasztaltam, hogy a monolit tipusit GLSciences MonoTower oszlop

kiemelkedd teljesitményt nytjt kis retenciéji mintakomponensek esetén, koészoénhetoen a

frittek hidnya miatt kisebb mértékben megjelen6 mozgédfazis diszperzidnak.

3. Osszehasonlitottam a teljesen pordzus és a témdérmagvi oszlopokon megjelend szemesebeli
anyagatadasi jellemz6ket, a mozgdfazisbeli diszperzid és a kiilsé anyagatadasi gatlas csics-
szélesité hatdsanak becslésével és levondsival az oszlopokon inzulinnal mért cstcsvarian-
cidk értékeibdl. Ez alapjan megallapitottam, hogy makromolekuldk esetén a pérusdiffiizio

és a feliileti-diffuzi6 egytittes hatdsaként megadhaté szemcsebeli difftizié kialakitasaban, a

s sz

4. Eredményeim alapjan kijelenthetd, hogy a kromatografia sztochasztikus modellje alapjan
hasonlé anyagatadasi jellemz6k figyelhetOk meg a szuperkritikus-folyadék kromatografi-
aban és a forditott fazisi kromatografidAban nagy mozgofazis sebességek mellett. Mind-
amellett a mozgdfazis sirliségének valtozasa az alkalmazott aramlasi sebesség fliggvényé-
ben, a meghatarozott anyagatadasi egyiitthatok, igy a fazisatmenetek szamaénak, illetve
a mozgd és az allofazisban torténd tartézkodasi idék nagymértékii valtozasat is okozza.
Ez kiilénésen abban az esetben volt jelentés ha az elvalasztds soran olyan koriilményeket

alkalmaztam ami kozel esett a mozgdfazis szuperkritikus pontjihoz.
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6. A disszertaciohoz kapcsol6édé kozlemények

Nandor Lambert, Miyazaki Shota, Ohira Masayoshi, Tanaka Nobuo, Attila Felinger
Comparison of the kinetic performance of different columns for fast liquid chromatography,
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Journal of Chromatography A 1473: pp. 99-108. (2016) IF=3.981

Néandor Lambert, Attila Felinger
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Néandor Lambert, Ibolya Kiss, Attila Felinger
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