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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

nulladrend(i Bessel-fluggveny elsd gydke

masodik centralis momentum szemcsén belll difflzio egyUtthatdja
masodik centralis momentum folyadék-szemcse anyagatadasi
egyutthatdja

masodik centralis momentum axialis diszperzidjanak egyutthatdja
kllsd térkitéltési tényezd

belsd terkitdltesi tényezd

telies terkitéltési tényezd

mozgofazis viszkozitasa

oszloptéltet tortuozitas faktora

kromatografias csucs elsé abszoldt momentuma

kromatografias csucs masodik centralis momentuma

injektalas hozzajarulasa a masodik centralis momentumhoz
készllek oszlopon kivilli holttérfogatanak hozzajarulasa a ma-
sodik centralis momentumhoz

mozgdfazis hatasa a cslcsszélesedésre

allofazis hatasa a cslicsszélesedésre

rendszer oszlopon k ivlli térfogatanak hatasa a cslicsszélesedésre
szemcse slirisége

mozgofazis slrlisége a porusokban

kromatografias csucs varianciaja

cslcs szélességet jellemzd, hossz alapjan szamolt variancia
részecske varhato tartdzk odasi ideje a mozgofazisban két megk 6t6-
dés kozott

részecske varhatoé tartézk odasi ideje az allofazison egy megk 6tédés
soran

fazisarany

oszlop keresztmetszet

Brunauer-Emett-Teller médszer

szarvasmarha szérumalbumin

acetonitril

metanol



DSC
AE
EMG
AG
GC
GE
GR
AH

HE‘XI’
Hy
Hya €s Hp

HPLC
HSA
k"

ka; kd
Kext

PGC
PS-DVB

Re

oszlop atmérd

atlagos szemcseatmérd

axialis diszperzids egyitthatd

minta molekularis diffUzids egylitthatdja a tdmbfazisban
porusbeli diffuzidés egyitthatod

porus diffuzios egytthatoja

felllet diffuzids egylitthatdja

differencialis pasztazo kalorimetria

rendszer belséenergia valtozasa

exponencialisan modositott Gauss—fliggvény
rendszer Gibbs-féle szabadentalpia valtozasa
gazkromatografia

Gunn-egyenlet

altalanos sebességi modell (General Rate model)
rendszer entalpia valtozasa

tanyérmagassag

szemcse felUletén Kialakulé anyagéatadasi gatlas
axialis diszperzid hozzajarulasa tanyérmagassaghoz
Suzuki altal bevezetett H2u, mennyiségek

szemcse porusaiban lejatszodo diffuzios gatlas

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (High Performance Liquid

Chromatography)

human szérumalbumin

retencids tényezd

adszorpcio — deszorpcid sebességi allandé
k Gls6 anyagatadasi egyltthatd
adszorpcios egyensulyi allando
oszlop hossza

molek ulatémeg

momentum analizis

adszorpcios lépések varhatd értéke
nyomas

porézus, grafitizalt szén
poli(sztirol-divinil-benzol)

atlagos szemcsesugar

egyetemes gazallandd

Reynolds-szam



RP-HPLC ford itott fazisu kromatografia (Reversed Phase HPLC)

AS rendszer entropia valtozasa

Sc Schmidt-szam

SEC meéretkizarasos kromatografia (Size Exclusion Chromatography)

fr korrigalt retencios idd

to oszlop holtideje

T oszlop abszolit hémérséklete

TE tanyérmagassag egyenlet

TEA trietil-amin

TFA trifluor-ecetsav

THF tetrahidrofuran

TLC vékonyréteg-kromatografia (Thin Layer Chromatography)

TLCK 1-klor-3-tozilamido-7-amino-L-2-heptanon

TPCK L-tozilamid-2-fenietil-klormetilketon

Up szabad keresztmetszeti térfogatra vonatkoztatott linearis sebesség

UHPLC ultra nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (Ultra Performance
Liquid Chromatography)

AV, allé- és mozgdfazisbeli parcialis molaris térfogatok klldnbsége

Vo toltet szemcsék kozotti térfogata

Ve oszlop telies, geometriai térfogata

Vi oszlop holttérfogata

V, t6ltet porustérfogata



2 BEVEZETES

A mult szazad masodik feleben az elvalasztastechnikai modszerek jelentds része ug-
rasszerl fejlédésen ment keresztll, melynek soran egyarant javult az elvalasztasok
sebessége, hatékonysaga, megb zhatdsaga és felbontasa.

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) napjainkra az egyik legjelentésebb
m(iszeres analitikai madszerré valt. Bonyolult feladat a folyadékfazisd analitikai elva-
lasztasok tervezése, mivel egyszerre tobb tényezét is figyelembe kell venni, ilyen pl. a
mozgofazis, az allofazis és a mintakomponensek kémiai szerkezete, fizikai-kémiai tu-
lajdonsaga, valamint a detektalhatosag parameéeterei. A modszer elvében és alkalmaza-
saban szamos lehetdség rejlik, a mérések soran sok informéacio nyerhetd. A modszer,
az elemzés gyorsasagat és erzékenysegét tekintve a korszer(i analitikai médszerekkel
szembeni elvarasoknak kivaldan megfelel.

A ford itott fazisu kromatografia (RP-HPLC) retencids mechanizmusanak magyarazata-
ra szamos elmélet szlletett. A hidroféb kdlcsdnhatasok elmélete, a megoszlasi elmélet,
valamint az adszorpcids elmélet a legfontosabbak. Az RP-HPLC retenciéos mechaniz-

musa jelenleg is a folyadékkromatografia fontos kutatasi tertlete.

A miszeres analitikai technikédk, modszerek tébbsége, mint vizsgald médszer, eljaras
terjedt el a kutatd és fejlesztd laboratdriumokban. Igy volt ez a kromatografias eljara-
sokkal is. A HPLC kiemelt fontossaggal bir. a vizanalitika, a bicanalitika, a gydgyszer-
gyartas, és a kérnyezetvédelem terlletén.

Jelenleg valoszinlleg tobb elvalasztast végeznek HPLC modszerekkel, mint az dsszes
{obbi elvalasztason alapuld moédszerrel egyltivéve. A mddszer népszeriségének oka,
hogy kénnyen kivitelezhetd és széleskériien alkalmazhaté mind a kisméretli molekulak,

mind pedig a biopolimerek elvalasztasara.

A kromatografias berendezeések fejlédése szikségessé tette az alléfazisok (a specialis
t6ltetek) és oszlopok fejlesztését, kidolgozasat. lgény van az Ujabb és Ujabb, a korabbi-
tol eltérd tulajdonsagu allofazisok alkalmazasara, igy a toltetfejlesztés tertletén ma is
folyamatos fejlédés tapasztalhatd, hiszen az allofazis a kromatografias elvalasztasok
Jelke”. Napjainkban a kutatok, és a gyartdk is arra térekednek, hogy minél jobban
megertsék a retenciot és a szelektivitast meghatarozo folyamatokat. Kuléndsen fontos
e folyamatok molekularis szinten térténd értelmezése, dsszeflggése az alléfazisok

fizikai-kémiai tulajdonsagaival.



3 TUDOMANYOS ELOZMENYEK

3.1 A kromatografia torténete [1-3]

Mihail Szemjonovics Cvet (1872-1919) orosz botanikus nevéhez fliz6dik a kémiai
elemzés céljara alkalmazhatd maodszer, a kromatografia bevezetése. 1903-ban a nd-
vényi szinanyagok tanulmanyozaséara kifejlesztette az oszlopkromatografias eljarast,
megalkotta az elsé oszlopkromatografias rendszert.

Elséként publikéalt a kromatografias elvalasztasok lehetbsegerdl [4]. A 'kromatografia
elnevezést, mely a gdérég xpwua: chroma, szin és a ypageiv: "grafein” irni szavakbal
ered Cvet hasznalta el6sz6r az elvalasztasi modszer elnevezésére 1906-ban.

A ndvényi pigmentek és tejtermékek oszlopkromatografias elvalasztasardl az amerikai
L.S. Palmer szamolt be kdzleményében 1913-ban.

1930-ban Cvet és Palmer munkassagat tanulmanyozva Edgar Lederer oszlopkroma-
tografias kiserleteket végzett, ahol a tojassargaja pigmentjeit vizsgalta. Az elvalasztasi
modszer kivalasztasanal figyelembe vette, hogy a modszer meglehetésen gyors, igy
feltételezte, hogy elkerllhetd a karotinoid molek ulak degradacidja.

1937-ben az Erzsébet Egyetemen (akkori Pécsi Tudomanyegyetem) Zechmeister
Laszld és Cholnoky Laszld a karotinoidok vizsgalataval, azok kromatografias elvalasz-
tasaval foglalkozott. Megjelentették az elsé kromatografias kdnyvet: | Die
chromatographische Adsoprtionsmethode” cimmel [5].

A veékonyréteg kromatogréafia, ahol tGveglapra felvitt adszorbens rétegen végeziék az
elemzéseket Oroszorszaghdl szarmazik [6]. Kezdetben kétdanyagként Kirchner és
munkatarsai [7] keményitét hasznaltak, majd Stahl [8] kalcium-szulfatot alkalmazott.
Stahl nevéhez flizédik a vékonyréteg kromatografia (TLC) bevezetése (1956) és széles
korben vald elterjedése [9].

Martin és Synge kutatasai, fejlesztései a kromatografia tertletén jelentdsek, pl. 1941-
ben vizzel nedvesitett és indikatorral kezelt szilicium-dioxid allé6fazison aminosavakat
valasztottak el.

1943-ban Martin és munkatarsai allofazisként celluldozt hasznaltak elvalasztasaikhoz;
ami a papirkromatografia kialak ulasahoz vezetett.

1952-ig Martin és James a gaz—folyadékkromatografiaval kisérleteztek. Illlékony kom-
ponensek elemzéséhez gazhalmazallapotlu mozgofazist, alléfaziskent pedig egy nem
illekony folyadékkal bevont szilard hordozét alkalmaztak.

A gazkromatografias (GC) elvalasztasi modszerek mezbgazdasagi és gyogyszeripari

alkalmazasa az 1960-as évek kdzepétdl terjedt el.



Olyan kromatografias eléalasztasi technika kifejlesztése valt szikségesse, amellyel
megvaldsithatd a nem illékony komponensek elvalasztasa és pontos mennyiségi meg-
hatarozasa.

1964-65-ben az elsé ilyen készilleket Horvath Csaba épitette meg a Yale Egyetemen.
A maddszert nagyhatékonysagu folyadékkromatografianak (High Performance Liquid
Chromatography) nevezte el [10,11]. A kutatasok arra iranyultak, hogy a folyadékkro-
matografias elvalasztasok sebessége ndjdn, €s a hatékonysaga javuljon. A mddszer
kidolgozasa soran tdmér Uveg szemcsékre pordozus sztirol-divinil-benzol réteget készi
tett, €s ezzel az un. pellikularis téltettel végezie elsd kisérleteit [3].

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) ,gyemmekkora” az 1960-70-es
evekre tehetd [2,4]. Az elsd kereskedelmi HPLC készulekek a '60-as évek vegén kerdl-
tek forgalomba. A kezdeti HPLC-elvalasztasok folyadék-folyadék megoszlason [12]
vagy adszorpcion alapultak [13], és szabalytalan alaku, 50-300 pm szemcseméreti
ipari szorbenseket (szilikagél, aluminium-oxid, aktiv szén) alkalmaztak.

Az 1970-es években megoldottak a kis szemcsemeéret(i (10-15 um) szorbensek eléalli-
tasat és hatékony oszlopok toltését. A kémiailag kotott allofazisok kifejlesztése a folya-
dék-folyadék megoszlasos kromatografia sok problémajat megoldotta. A hidrofob cso-
portokkal boritott, Un. forditott fazisu téltetek széles kdrben kerlltek alkalmazasra,
megndvelve az elvalaszthatd komponensek korét, lehetdvé tették a gradiens ellcio

alkalmazasat [14,15].

A kromatografias elméletek az 1940-es évek masodik felében gyors fejlddésen mentek
keresztll. A tanyérelmeleteket [16,17], valamint azok matematikai leirdsara szolgalo
parcialis differencidlegyenletek megoldasat [18,19] parhuzamosan dolgoztak ki.

A linearis kromatografia terliletén a megoldast Lapidus és Amundson [18], valamint
van Deemter €s munkatarsai [19] munkaja hozta meg. A nemlinearis kromatografias
elméletek fejlédését a matematikai elméletek lassu fejlédése gatolta. A megfelelé ma-
tematikai megoldasok csak az 1950-es evekben jelentek meg, akalmazasuk a kroma-
tografia tertiletén még késbbbre tehetd.

Martin és Synge 1952-ben a megoszlasos kromatografia kifejlesztéséért Nobel-dijat
kapott. Leirtdk az elvalasztas alapjait, az elsé kromatografias elméletet [16], miszerint a
kromatografias alléfazis elméleti tanyerokra oszthatd fel, ahol az allé- €s mozgdfazis-
ban lévé anyagok egyensulyi megoszlasa valosul meg (kromatogréafia tanyéreimélete).
Giddings és Eyring 1955-ben megalkotta a kromatografia sztochasztikus modelljét, ami

— molekularis szinten vizsgalva az elvalasziast — leirja a molekulak véletlenszerli van-



dorlasat az alléfazisban. A kromatogram a molekulak alléfazisban téltétt idejének valo-
szinliségi slirisegflggvenye [20].

1956-ban van Deemter megalkotta a kromatografia kinetikus elméletét [19], mely sze-
rint az elvalasztas soran az allofazison lejatszddo termodinamikai és kinetikai folyama-
tok hatarozzak meg a tanyérmagassagot és a savszelesedés mertékét.

Az éaltalanos sebességi modell megoldasat Kuéera [21] Laplace-tartomanyban levezet-

te, és kiszamitotta a kromatografias cstcs momentumait.

3.2 Kromatografias alléfazisok

Az 1970-es évek kdzepetdl a HPLC fejlédésével az allofazisok is jelentds fejléddésen
mentek keresztll [22]. Az alkalmazhatd adszorbenseknek, folyadékkromatografias tél-
teteknek, alléfazisoknak nagyon sokféle, és néha egymasnak ellentmondd kévetelmé-
nyeknek kell megfelelni. A kromatografias elvalasztas a téltet felliletén, és poérusaiban
toértenik, az eivalasztandd komponensek eltéré szormpcids viselkedésének megfeleléen.
A toltetek a fellleti strukturajuk szerint lehetnek porézusak, illetve nempordozusak.

A szilkagél alapu toltetek [23,24] alkalmazasa széles kérben elterjedt, ugyanis a téltet-
szemcsék mechanikai stabilitasa jo és az oszlopon eléforduld 50-100 MPa nyomas-
esest is jol viselik.

Végeztek vizsgalatokat mas, szervetlen alapu alléfazisok (aluminium-oxid, titan-dioxid,
cirkonium-dioxid) alkalmazasara is [25-29], mivel e vegylletek pH stabilitAsa sokkal
jobb, mint a szilikagélé. Azonban a megfelelé pérusstrukturat eddig még nem értek el,
€s beldlik a kémiailag kdtott tdltetek is csak bonyolult modon készithetdk.

A szervetlen (csaknem kizardlag szilikagél) alapu alléfazisok mellett a szerves polimer
(féleg a sztirol-divinil-benzol) alapu allofazisok [30,31] is elterjedtek. El6nyUk a nagy pH
stabilitas (pH=0-14), valamint az, hogy fellleti tulajdonsagaik kémiai reakcidkkal kdny-
nyen valtoztathaték, viszont az eléallitas médjatél figgben gyakran gyengébb nyomas-
allésag és — Osszehasonlitva a szilikagél alapu téltetekkel — Kisebb hatékonysag jel-

lemzi oket.

3.2.1 Szilikagél adszorbensek

A pordzus szilikagéleket kromatografias szemponthdl jellemezhetjik geometriai sajat-
sagaik, pérusszerkezetik és a beldlik tdlthetd oszlopok hatékonysaga szerint.
A folyadekkromatografias gyakorlatban hasznalt porézus szilikagélek atlagos pérusmeé-

rete 3-100 nm, pérustérfogata 0,2-2 cm?/g, fajlagos felllete pedig 10-500 m?/g kézétt

10



van. A kromatografias tdltetek fajlagos fellleteként altalaban a nitrogén vagy argon
adszorpcidval a Brunauer-Emett-Teller (BET) mddszerrel megadott fellletet ertjik [32].
A fajlagos felUletet azonban kromatogréafias (ton a téltetek atlagos pérusméretének és
porustérfogatanak ismeretében is meghatarozhatjuk, az eljaras ismert molekulaméreti
mintak kizarasos kromatografids koriiimények kdzt mért attdérési idejenek meghataro-
zasan alapul [33].

A szilikagél legnagyobb elénye a mechanikai stabilitas, a nagy nyomasallésag. A nyo-
masesés miatt fontos a sz(ik szemcseméret-eloszlas, a hatékonysag miatt pedig a mi-
nél alacsonyabb atlagos szemcsemeéret.

Alakjuk alapjan megkulonboztetiink tort (irregularis) — ma mar kevésbé hasznalt, ,ol-
cson” eldéallithatd — és gémb alaku (szférik us) szilikagéleket. Mig az elébbiek nagyipari
eljarassal, addig az utébbiak gyakran kifejezetten a kromatografia igényei szerint —
viszonylag kis tételben — készulinek [34,35].

Szemcseatmerdjik szerint az analitikai HPLC céljaira korabbana 10 um, majd 1980 —
2000 kozott a 3-5 um [36], jelenleg a 3 um ill. annal kisebb atlagos szemcseméreti
szilikagéleket alkalmazzak rutinszeriien. A szemcseatmeérd jelentdsen befolyasolja a
toltet hatékonysagat. Kisebb atmérdji toltetekbdl nemcsak hogy kisebb elméleti ta-
nyérmagassagu oszlopok téltheték (nagyobb hatékonysag - keskenyebb cslcs”), ha-
nem az aramlasi sebességgel a tAnyérmagassag ndvekedése, a hatékonysag romlasa

(a van Deemter egyenlet ,C” egyUtthatdja) is alacsonyabb (1. abra).

1

60 |-
E 10um
E [ .
= 40
= [
E || 5um
)
B 20
o 3um
[
Ay e I | I o
0 2 4 6 8

Flow rate (mL/min)

1. dbra. A szemcseméret hatasa a tanyérmagassagra [37]
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3.2.2 Szilikagel alapu allofazisok

A folyadékkromatografiaban tehat a leggyakrabban alkalmazott alléfazisok szilikagél
alapuak.

A szilikagél olyan tulajdonsagokkal rendelkezik, melyek a kromatografias elvalaszta-
soknal elénydsek [38]. llyen példaul a pdrusszerkezetnek készénhetd nagy fajlagos
felilet, amely lehetévé teszi a szomcidos kdlcsdnhatasokat. Kémiai tulajdonsagaibol
adodoan kromatografidas tulajdonsagai megvaltoztathatok, maddosithatok, kémiailag
stabilis (pH= 1 - 8).

A gbmb alaku pordzus szilikagél tdbbféle modon eléallithatd [39], igy klldnbdzd keémiai
viselkedés, fajlagos felliletl, tisztasagu és pdérusmeéret eloszlasu szilikagélhez jutunk.
Az elballitas maodjatdl fliggben a modositatlan szilikagélek eltéerd kémia tulajdonsaga a
kromatografias viselkedésben is megmutatkozik [40-43].

Az elvalasztas soran a retencidés mechanizmust a médositatlan szilkagél esetén a fell-
leten talalhatd szilanolcsoportok, valamint a fémion szennyezés, a kémiailag moédosi-
tott szilikagél (forditott fazisu toltet) esetén pedig a boritotisag, a fajlagos felllet és a

porozitas befolyasolja nagymeértékben [44 ,45].

A sZilkagel felUletén szilanolcsoportok (-Si-OH) talalhatok, melletttk kis mennyiségben
sZiloxancsoportok (-Si-O-Si-) is eléfordulnak.

Megklldnbdztetink szabad (izolalt)-, vicindlis helyzeti és geminalis helyzeti
szZilanolcsoportokat (2. abra).

"1Szabad szilanolcsoportokrél akkor beszéllnk, ha a szilanolcsoportok kézétt nincs
hidrogénkétés, ilyenkor két, szomszedos helyzet(i szilanolcsoport kézétt altalaban
egy sziloxancsoport talalhato.

TGeminalis helyzeti az a szilanolcsoport, ahol egy sziliciumatomhoz két
hidroxilcsoport tartozik.

TVicinalis helyzetli szilanolcsoportok esetében két szomszédos szilanolcsoport k-

z6tt hidrogénkétés alakulhat ki.

A szakirodalomban eltéré vélemények talalhatéak a kllénbdzé szilanolcsoportok reak-
cidképességét [43,47-52] illetbéen. Szamos szerzd a szabad szilanolcsoportokat [53-55]
tekinii a leginkdbb reakcioképesnek, a vicindlis és geminalis helyzeti
szZilanolcsoportoknak pedig az adszorpcios mechanizmushan tulajdonitanak fontos
szerepet. Snyder és Ward [52] szerint a vicinalis helyzetl csoportok reaktivabbak, mint

a szabad (izolalt) szilanolcsoportok, azonban vannak olyan kdzlemények is — féként
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Si® NMR mérések alapjan — melyek a geminalis helyzeti szilanolcsoportokat tartjak a
legreaktivabbnak [49,56-58].

Hydrogen bonded vicinal silanol groups

Siloxane
bonds
Isolated
silanol
groups

silanol
groups

2. abra. A szilikagél feliletén talalhaté szilanolcsoportok [46]

A kémiailag kotétt fazisu toltetek készitésekor a szilanizaloszer és a szilikagél, mint
hordozé k&z6tt kovalens szililéter kdtések alakulnak ki (3. abra), a kétédési pontok a

fellileti szilanolcsoportok.

O—58i—C18 0-5i—C18

OH / Ha0" @

O—-8§i—G18 O-8i—C18

Silica @ Silica

3. abra. Kémiailag ko&tott alléfazis [59]

3.2.2.1 Forditott fazist (RP) téltetek

A ford itott fazisu folyadékkromatografias elvalasztasoknal a mozgofazis polarisabb az
alléfazisnal. A legtdbb analitikai elvalasztast ford itott fazisu t6lteteken végzik. Gyakran
alkalmazzak a Cs (oktadecil), vagy Cs (3,3-dimetil-butil) lancokkal boritott tdlteteket, de
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mas lanchosszusagu alkilcsoportokkal (C1-Cso) boritott szilikagélekkel is eredménye-
senvégeznek specialis elvalasztasokat.

Az 1960-as évek kdzepétdl alkalmaznak a szilikagél fellletéhez kovalensen kotétt
szénhidrogénlancokat tartalmazo télteteket. Az igy eldallitott télieteket eldszdr gazkro-
matografias adszorbensként hasznaltak. Steward és Perry [60] javaslata alapjan al-
kalmazzdk az oktadecilklérszilanokkal hidrofébba tett szilikageleket, mint folyadék-
kromatografias alléfazisokat.

A legszelesebb kérben elterjedt forditott fazisu alléfazisok a szilanolcsoportok és szer-
ves sziliciumvegylletek reakcidjabdl kialakuld sziloxanok (=Si-O-Si-Rs). Az szerves
sziliciumvegylletek tdbbféle funkcidos csoportot is tartalmazhatnak, mint pl. kloro-,
alkoxi-, alkil-amino-csoportokat [61]. Az alléfazisok egy része monofunkcionalis szer-
ves sziliciumvegylletek felhasznalasaval készll. Di- és trifunkcionalis szerves szilici-
umvegylletekkel valé reakcido enyhén polimerizalt fazist eredményez, ami egyarant
stabil alacsony €s magas pH-n, azonban ilyen boritassal nehéz egyenletes felszint
kialak tani. A hosszU lancu alkilcsoportokkal tokéletesen boritani, azaz az ésszes fell-
leti szilanolcsoportot elreagaltatni, azok helyigénye (,sztérikus okok™) miatt nem lehet.
Ezért az ilyen tolieteket célszerli egy kévetkezd reakcidban kis helyigényli szilannal
(metil-, etil-, izopropil-, tercier-butil-szilil csoportokkal) ismét reagaltatni, utanszilanizalni
(,endcapping”) [62]. lgy az elsé lépésben el nem reagalt szilanolcsoportok szama jelen-
{6s meértekben csdkken. A toltetek boritottsagat legegyszerliibben a tdltet szazalékos
széntartalmaval ellendrizhetjlk, a széntartalom utanszilanizalassal emelkedik. Az ilyen
alléfazis eléallitasanak reprodukalhatdésaga nagyon jo. Ezek a toltetek nagyon hatéko-
nyak a kedvezd kinetika miatt, beleértve a vékony monomer alléfazisban zajlé gyors
diffuziot is.

A hosszu alkil-lancu (C4g vagy hosszabb) k6tétt alléfazisok (hidrofobok) igen nagy viz-
tartalmu (> 90%) mozgofazissal nem hasznalhatok, mivel a vizes kdzegben az apolaris
lancok dsszeroskadnak. Az allofazis Osszeesésére kovetkeztethetiink, ha cstkken az
oszlop hatékonysaga, valtozik a retencid és a csucsok alakja aszimmetrikussa valik.
Horvath [63,64], Halasz [65], Kirkland [66] €és Majors [67] munkassaganak kdszénhetd,
hogy a hidrofobba tett szilikagél napjainkra a folyadékkromatografiaban az egyik leg-

gyakrabban hasznalt alléfazissa valkt.

Porozus téltetek

A pordzus téltetek [39] a legelterjedtebben alkalmazott a szilikagél alapu tltetek. Nagy
fajlagos feltletd (kb.10-500 m?/g) és pérustérfogatl anyagok. Az analitikai kromatogra-
fias célra hasznalt szilikagélek szemcsemérete altaldaban 3-5 ym tartomanyban van, de

alkalmaznak kis szemcseméretli (1,5-2 uym), klléndsen szlk szemcseméret-eloszlasu
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tolteteket is. Félpreparativ, illetve preparativ kromatografids eivéalasztasokhoz a 10 um

feletti atlagos szemcseméreti téltetek a megfeleléek.

Porozus héju toltetek

Az 1960-as évek végén Horvath [11,68], valamint Huber [69] készitette és alkkalmazta a
pellikularis toltetet (50 um szemcseatmérdjl sztirol-divinil-benzollal bevont, fedett Gveg-
gyéngy). A pordzus réteg vastagsaga altaldban a gyéngy atmérdjének 1/30-ad része

volt.

4 _abra. Pellikularis toltet [70]
[1 um vastagsagu porézus szilicium-dioxiddal (100 A) bevont Giveggydngy]

A Kirkland altal eléallitott fellleten porézus 30-40 pm szemcseatmérdji részecskék (4.
abra) — 6sszehasonlitva az elvalasztadsok soran hasznalt porézus toltetekkel — gyor-
sabb elvalasztasokat eredményeztek [71-75]. A késébbiekben a mag atmeérdje csdk-
kent, ezzel egyUtt az azt kérulvevd pordzus réteg vastagsaga is valtozott [76] (5. abra).

5. abra. Pordzus felllet(i részecske sematikus rajza [70]

Napjainkban kUlénb6z6 atmérdji, un. tdmdrmagvy’, azaz porozus héju részecskéket
alkalmazunk [77,78]. Pl. a 2,7 um atmeérdji részecskék 1,7 pm atmérdéjlii nem pordzus
magbdl és 0,5 um vastagsagu pordozus héjbdl alinak. HPLC elvalasztasoknal széles
kérben alkalmaznak ilyen télteteket, mivel gyors és hatékony elvalasztast eredmeé-

nyeznek (kdszénhetben pl. a révidebb diffuzidés Gthossznak) [719-81].

Nemporozus toltetek
A nempordzus téltetek 3 um-nél kisebb szemcseméreti monodiszperz rendszerek.

Leggyakrabban az 1,5 ym szemcseatmérdjli tolteteket alkkalmazzak az analitikai kro-

15



matografias elvalasztasokhoz. A toltet fajlagos felllete — tekintve, hogy nincs pdrus -
megegyezik a geometriai felllettel (kb. 2 mzfg). A nemporozus adszorbensekkel toltétt
oszlopok terhelhetfsége altalaban alacsony, az oszlopok nyomasesése magas, azon-
ban az ilyen oszlopokon végezhetd gyors elvalasztasok, a kitind visszanyerés ezeket
a tolteteket olyan Uj feladatok megoldasara teszik alkalmassa, melyek porézus téltete-
ken, nehézkesen, sokkal lassabban és kisebb érzékenységgel végezhetbk el. El6szdr
a biopolimerek gyors elvalasztasaban [82-90] majd a kis molekulatémeg(i szerves ve-
gylletek analizisében is elterjedt a nempordzus téltetek alkalmazasa [90-96]. KUlénbd-
z6 tipusu vegylletek elvalasztasahoz kUldénbdzd boritasu allofazisokat javasolnak. A
kis molekulatémegl (M < 500 Da) anyagok elvalasztasara a hosszu (Cq4 Ci5), mig a
biopolimerek analizisére a rovid (Cg) lancu, alifas szénhidrogén csoportokkal boritott

sZilikagél toltet tlinik optimalisnak [88,90].

3.2.3 Szervetlen, nem szilikagél alapt allofazisok

Cirkonium-oxid alapu toltetek

A cirk6nium-oxidbdl készult kovalensen kététt téltetek nem stabilisak. Rendszerint a
fellletre szerves fazist — polibutadiént vagy polisztirolt — polimerizalnak. Az igy kapott
t6ltetek hasonld szelektivitdstak, mint az alkillanccal boritott szilikagélek [97,98]. Ala-
csony és magas pH-ju (1 = pH = 13) mozgdéfazissal, és igen magas hémérsékleten (=
1607C) is hasznalhatdk [26]. Ezzel szemben a szilk agél alapu alldfazisok termikus
stabilitdsa korlatozott. A Carr és munkatarsai [99-104] altal bevezetett cirk dnium-oxid
alapu fazisok magas hémérsékleten is jo stabilitdssal és elhanyagolhatd vizoldhato-

saggal rendelkeznek.

Aluminium-oxid és titan-oxid alapu toltetek

Az aluminium-oxid alapu téltetek alkalmazasardl az 1980-as évek jelentek meg kézle-
mények [105,106]. A kovalensen kétdtt fazisok instabilak. Forditott fazisu toltetként a
fellleten polimerizalt tOlteteket alkalmazzak, ezek tulajdonsagaikban a cirkénium-
oxidhoz hasonlitanak, pH stabilitdsuk jobb, mint a szilikagéle és magas hdmérsékleten
hasznalhatok. Jelenleg az aluminium-oxid alapu télteteket HPLC elvalasztasokhoz
nem, azonban mintaelékészitéshez alkalmazzak.

A titan-oxid alapu alléfazisokat normal fazisu elvalasztasoknal alkalmaznak [107,108].
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Szén alapu toltetek

A szilikagél alapu téltetek hatranyait kik(iszdbdlendd kutatasokat folytattak Uj adszor-
bensekkel. Az adszorbensként mar jol ismert sz&n azonban mechanikailag nem volt
megfeleld. Knox és Gilbert altal kidolgozott eljarassal a szén szerkezete teljesen atren-
dezhetd, a szilikagélhez hasonld tulajdonsagu, erésen pordzus szén allithatd eld. Ez az
un. porézus, grafitizalt szeén (PGC), ami teljesen porézus, gdmb alaku részecskekbdl
hexagonélis elrendezésl szénatomok sik lemezeibdl all [109-112].

Osszehasonlitva més téltetekkel jelentésen eltér a téltet visszatartasa és szelektivitasa
[113]. FelUlete sztereo-szelektiv, igy izomerek elvalasztdsara alkalmas [114,115].

A PGC mind forditott, mind pedig normal fazisu elvalasztashoz egyarant alkkalmazhaté
(1 £ pH = 14 tartomanyban, T < 200T). A részecskék nagy szilardsaganak kdszdnhe-

t6en nyomastiiré kepessége jo.

3.2.4 Szerves polimer alapu allofazisok

A szerves, azaz polimer fazis a magas hdmérsékleti folyadékkromatografia allofazisa-
inak egyik tipusa. Kereskedelmi forgalomban elérhetdk, elsésorban a pordzus polimer
részecskéket — pl. a keresztkététt polisztirolt — alkalmazzak [116,117]. A pordzus, ke-
resztk6tott polisztirol legfébb elénye nagy pH stabilitasa (0 < pH = 14). Eléallithatd k(-
16nb&z8 poérusmérettel, igy kis és nagy molekulak eivalasztdsara egyarant alkalmas.

A poli(sztirol-divinil-benzol) (PS-DVB) alapu fazisok megfelelden hasznalhatdk neutra-
lis, savas €s bazikus kdrlimények kdzétt [99]. Azonban a polimer alapu fazisok minden
elénylk ellenére sem rendelkeznek a szilikagél alapu fazisok valamennyi pozitiv tulaj-
donsagaval [118],[119].

3.3 Az anyagatadas Kinetikajanak vizsgalata

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografias oszloptdltetek szemcseéi kézétt lejatszodd
anyagatadas kinetikajanak pontos es részletes leirasaval magyarazhatok a kromatog-
rafias folyamatok.
Az anyagatadasi gatlas lehetséges forrasai a pordozus szemcséjl kromatografias allo-
fazisban:

Taxialis diszperzid a mozgdéfazis aramaban,

Tkulsé anyagatadasi gatlas (kex) @ szemcsék fellletén,

"Iporusbeli diffuzid (D,) a szemcsekben,

Tadszormcid — deszomcid (Ka, Kq).
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Intersticialis
mozgofazis

Anyagatadasa |
szemcsek felliletén
K |

et

6. abra. Az anyagatadas folyamata

ka. kg az adszorpcio és a deszorpcid sebességi allanddja, ket a szemcsék fellletén kialakuld kalsd anyag-
atadasi gatlas, Dy a minta molekularis diffazios egyutthatoja a tdmbfazisban, 6 tortuozitasi faktor, g belsd
terkitdltesi tenyezé [2]

Az esetek tObbseégében az adszorpcidé—deszorpcid sebességének hatdsa a teljes
anyagatadasra elhanyagolhatd, ugyanis ezek a folyamatok gyorsak [120,121]. Az
anyagatadas tanulmanyozasahoz a téltetszemcsék porusbeli diffuzidja és a toltet fell-
letén lejatszodo diffuzid ismerete elengedhetetlen. A kromatografias csucsok alakjat
jelentésen befolyasoljak az emlitett folyamatok. A csuUcsok alakjat leird momentumok-
bdl kiindulva a kllénféle anyagatadasi gatlasok szamszerli értéke meghatarozhatd,

kiszamithato.

3.3.1 Azanyagatadas elmélete

A kromatografiaban anyagatadasnak tekintjik a molekulak mozgd- és az alléfazison
keresztlli mozgasat. Az anyagatadasi folyamatot meghatarozé hatasok kézul a diffuzio
viszonylag Kis sebességl folyamat, ktléndsen folyadék fazisban, igy a molekulak atha-
ladasa mindkét fazison jelentés mértekl savszeélesedést idéz eld.

A csUcsszélesedés mértékét mennyiségileg az elméleti tanyérmagassag egyenlet a

cslcs szélesedésének (o°) és az oszlop hosszanak (L) hanyadosaval irja le

H=%_ (1)

ahol 67 a cslcs szélességet jellemzd, hossz alapjan szamolt variancia.
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Az oszlop hatékonysaga a cslUcsok momentumai, vagy a mintamolekuldk retencids
idejének eloszlasa alapjan is megadhatd. A momentumok a csucs integralasabdl sza-

molhatok.

H= LP_';_; (2)
H
ahol L az oszlop hossza, /;a csUcs elsd abszolit momentuma és > 'a masodik centra-
lis momentuma.
Szamos tanyérmagassag egyenletet ismerink — a van Deemter-egyenlet, Huber-
egyenlet, Giddings-egyenlet, Horvath-egyenlet, Knox-egyenlet [122-128] —, melyek a
kromatografias csucsok szélesedését az axialis diszperzidval és a mozgo- illetve az
alléfazisban kialakuld anyagatadasi gatlassal irjak le.
A van Deemter-egyenlet méresi adatokbdl szarmaztathatd altalanosan hasznalt dssze-
flugges, ami szintén figyelembe vesz a csucsok kiszélesedésében szerepet jatszoé
szamos tényez6t. Az el6bbi makroszkopikus megkozelitésii modellek alapjan a fizikai-
kémiai paraméterek meghatarozasahoz matematikai megoldasok szikségesek. Ezzel
ellentétben, molekularis szinten vizsgalva a kromatografias folyamatot a forditott fazisu
folyadékkromatografia anyagatadasi egyUtthatéit egyszerll sztochasztikus modellel is

leirhatjuk.

3.3.1.1 Altalanos sebességi modell

Az anyagatadasi egyUtthatdok meghatarozasara a kromatografia altalanos sebességi
modellie a legaltalanosabb, legdsszetettebb kinetikai modell [21]. Figyelembe veszi az
axialis diszperziét és az anyagatadasi gatlasnak mind a négy lehetséges forrasat felié-
telezve, hogy a mozgofazis athalad az alléfazis szemcseéi kézotti téren, a mintamoleku-
lak a mozgdfazis aramabdl diffuzidval a szemcsék porusaiba jutnak, ahol a folyadék
fazis mozdulatlan. A mintamolekuldak mozgasanak leirasahoz két anyagmérleg-
egyenlet szlkséges. Ez a modell klIdn irja le az alléfazis szemcsek kdzétti mozgodfa-
Zisban és a szemcsék porusaiban lejatszdd é folyamatokat.

Az altalanos sebességi modell meglehetfsen dsszetett. Idétartomanyban a parcialis
differencialegyenletek megoldasa lehetetlen, Laplace-tartomanyban azonban levezet-
het6 [21], és kifejezhetbk a momentumok. A momentumok analitikai kifejezésekké ala-
k thatdk, melyeket az dltalanos sebességi modell felirasakor gyakran hasznalunk [129].

A kromatografias cslcs elsd abszolut momentuma (/)
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Ttdt !

Mrgﬁﬁcaﬁ+%kaﬁ+m) (3)

a=ep+K(1—.¢:p) (4)

Kk, = Fa (5)

F=1—£e (6)
£

ahol C(1) a kromatografias sav profilja, L az oszlop hossza, u, a mozgofazis sebessége

a szemcsék kozott, & kulsé terkitdltési tényez6, & belsd térkitdltési tényezd, K az ad-

szorpcids egyensulyi allandé.

Az oszlop holtideje megegyezik egy retencid nélklli komponens elsé momentumaval:
p=Lg108, - ()

Uy £e PH

A masodik centralis momentum:

2 — _ i
U, = F(t)(f_p1)dt =£&(1+k1)2+;:a2:_rp +_r§ Ny (8)
T(t)dt u, A} Bkee 15D,

ahol D, az axialis diszperzids egylitthatd, k. a klilsd (szemcse fellleti) anyagatadasi
egyutthato, D, a porusbeli diffuzios egyltthato és r, az atlagos szemcsesugar.
Az altalanos sebességi modellbél meghatarozott momentumok alapjan részletes ta-

nyérmagassag egyenletet irhatunk fel:

] 2 2
H = L& = 2DL + 2uh k1 rp + rp (9)
[ u, F k+1 3k, 15D,

H értéke a kdvetkezd tagokbdl tevddik Ossze:

H=H +H,. +H, (10)
ahol H, az axialis diszperzid hozzajarulasat

2D,

H =
L un
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Hey @ szemcse fellletén kialakuld anyagatadasi

2u k r,
H - h 1 P 12
T F 1+k, 3k (12)

ext
H, pedig a szemcse porusaiban lejatszodo diffuzios gatlast fejezi Ki

2 2
2u, K o

° F 1+k, 15D,

Axialis diszperzio

Az altalanos sebességi modell felirasahoz szikséges az axialis diszperzidos egyltthatd
(D) ismerete, amely a kllénbdz6 empirikus vagy félempirikus egyenletek alapjan be-
csllhetd meg.

Az altalunk is alkalmazott Gunn-korrelacio az axialis diszperzié meghatarozasanak

egyik lehetséges madja [130]

fe o (14)
FRe Sc

D, =d,u, A+B+

ahol & az oszloptéltet tortuozitas faktora (6= 1,4), d, az atlagos szemcseatmeérd, Re a
Reynolds-szam és Sc a Schmidt-szam.

Tapasztalati 6sszefliggések alapjan[131]:

R6=M (15)
n

Sc = ’E} (16)
pS m

ahol po; a mozgdfazis slirisége a pérusokban és n7a mozgdfazis dinamikai viszkozita-
sa; D, a minta molekularis diffuzids egyltthatdja a tdmbfazisban.

Az A és a B tag a kdvetkezbképpen adhatd meg:

Re Sc

- NeoC .y
A'4@ﬁ-%ﬁ1p) (17)

__Resef . vl D-dai(i-g)T "

T o S i o i (19
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ahol a; a nulladrendi Bessel-flggvény elsé gydke (a:=2,403), és
p=017+033exp(-24 /Re).

A Gunnkorrelaciét — Giddings egyenlethez [132] hasonldan — a kévetkezbképpen irhat-

juk fel:
wv
24
2D, 2y, F (19)
ud, v o)+
F

ahol y= 0,714, A= 2,586, 11 = 0,0712, v = u,dyD,, a redukalt sebesség, és F fazis-

arany.

Molekularis diffuzio

A mintamolekuldk mozgdfazisbeli molekularis diffizidés egyltthatéja (D) szlkséges a
Schmidt-szam megadasahoz. Kétkomponensl folyadékelegyekben az egyltthatd
becslésére szamos tapasztalati 6sszeflggést irtak le, melyet Li és Carr foglalt éssze
[133].

Nagy molekuldkra az dsszefliggést Young és munkatarsai dolgoztak ki [134]:

T

—_ -8
D, =831-107° — (20)

ahol D,, molekularis diffuzios egyttthatd (cm?s), Ta mozgdfazis dinamikai viszkozitasa

(cP), M molaris témeg (g), és T az oszlop abszollt hdmeérseéklete (K).

Kiils6 anyagatadasi egyiitthato

Szamos 6sszefliggés alkalmazhatd a paraméter becslésére, kézUlUk tébbet Miyabe és
munkatarsai [135] vizsgaltak €s k sérleti adatokkal dsszevetetiek, az irodalomban leir-
takkal jo egyezést kaptak.

A kulsd anyagatadasi egyltthatd (kex) a Wilson-Geankoplis tapasztalati egyenletiel
[136] a tdbbi anyagatadasi egyUtthatdtdl fliggetlentl meghatarozhatd.

Az dsszefliggés 0,0015 < Re <55 Reynolds-szamu rendszerekre érvényes

Sh=(1.09/¢.)Sc"*Re"? (21)

A Wilson-Geankoplis-egyenlettel megadhatd a Sherwood-szam (Sh), ami flggvénye a

kllsé anyagatadasi egytithaténak:
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Sh =Ke.d, /D, (22)

ext

lgy k., a kévetkezoképp fejezhetd ki:

2/3
k. =109 v Dn (23)
ext £e f dp

3.3.1.2 A van Deemfter-egyenlet

A kromatografia modelliei szerint a savszélesedésért felelés jelenségek harom ténye-
z6bél addédnak dssze.
Van Deemter és munkatarsai szerint négy savszélesedési tényezd okozza a kromatog-
rafias csucsok Kiszélesedését:

az érvénydiffuzio;’

az axialis (hossziranyu) diffuzio;

az anyagatadasi gatlas a mozgdéfazisban,

€s az anyagatadasi gatlas az allofazisban.
A van Deemter-egyenlet altalanosan hasznalt empirikus dsszefliggés a tanyérmagas-
sag leirasara

H=A+B +cu (24)

Up

Az A tag az orvénydiffuziot, a B/u, tag a szemcsék kdzotti axialis diffuziét, a Cu, tag a
kulsd anyagatadasi gatlast (ke:), @ szemcsék porusaiban zajlo diffuziot (Dy) és az allo-
fazis felszinén lejatszdédd adszorpciot—deszorpcidt fogalja magéba.

Avan Deemter-egyenlet alapjan térténd anyagatadasi egyttthatdk meghatarozasakor
a kromatografias folyamatokban szerepl§ fizikai-kémiai jelenségekrél a B/u, és a Cu,
tagbdl nyerheté informacio.

A (9) egyenlet a kdvetkezb formaban irhaté fel:

H=28 +cu, (25)

Up

ahol a B és a C egyUtthatd a kévetkezbt jelenti:

! Orvénydiffuzio: az oszlopban a téltetszemcsék kézétt aramlé mozgofazis visszakeveredése, ami a min-
takomponensek haladasat keslelteti.
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B=2D,, (26)

_ 2 5
c=22k -l b - 27)

F ~k,+143Bk,, 15D,C

Az axialis diszperzid a molekularis diff(zid és az drvénydifflzido dsszegeként értelmez-
heté [122]:

D, =D, +Ad,u, (28)

3.3.1.3 Momentum analizis

Anyagatadasi egyUtthatdkat tébb makroszkopikus nézépontu tanulmanyban a kroma-
togréafias savok retencids ideje és szélessége alapjan hataroztak meg [137-139]. A
kromatografias folyamatokban az els§ momentum (/;) és az adszorpcios egyensulyi
allandé k6z6tt a kapcsolat linearis. A szemcsék porusaiban végbemené diffuzio pedig a
masodik centralis momentummal (%) jellemezhetd, ami tartalmazza az oszlopon kivili
hatasokat is.

A momentumok Suzuki szerint a kdvetkezdképpen adhatdk meg [140]:

by = UL 5, (29)

h

2L . .

ﬂ2=u—(5L+5f+5d)+(ﬁ2),-m+(ﬂ2)sys (30)

h

2
5, = 5‘““3—;5” (31)
h

O =& +(1- & )&, + oK) (32)
8 = (1= £)R, /e N, + 0K (33)
5, = (1= £)(RZ/15D,)(&, + p,KY (34)

ahol ('2)i; €S (U')sys Kifejezi az injektalas és a készulek oszlopon kivlli holtterfogata-

nak hozzajarulasat a masodik centralis momentumhoz. &, & és &; a masodik centralis
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momentum axialis diszperzidjanak, a folyadék-szemcse anyagéatadasi gatlas és a
szemcseén bellli diffuzid egyutthatdi es g, a szemcse slirlisege.

Suzuki bevezette H,,, és H, mennyiségeket [140]:

HMA=ﬁ_=_=_+H0 (39)

g6 o, 10k SO
° &  F—k +143Bk, 15D

R- (36)

Ezek a paraméterek nem az altalanosan hasznalt HETP értékek, hanem HETP/2u,
ertekek, id6 mértékegyseglk van. A (35) egyenlet alapjan lathatd, hogy a Hy, az axia-
lis diszperzid miatt figg a mozgofazis sebességétdl; linearis dsszeflggést kapunk, ha
H,.-t 1/u,? fuggvényében abrazoljuk, ahol a tengelymetszet H, és az egyenes mere-

deksége az axialis diszperzids egyltthato (D).

3.3.1.4 Sztochasztikus modell

A kromatogréfia sztochasztikus elmélete egy molekularis szinti modell, amely a
kromatografias csuUcs kialakulasat a részecskék oszlop mentén térténd véletlenszer
vandorlasaval irja le, kombinalva azt az ugyancsak véletlenszer(ien fellépd adszorpcids
— deszorpcios folyamattal [141].

A kromatografia sztochasztikus modelljét Giddings és Eyring alkotta meg 1955-ben
[20], majd Giddings fejlesztette tovabb [124]. A modell elhanyagolja az oszlopban lezaj-
16 diszperzidt, csak a lassu anyagatadast vagy az adszorpcidé—deszorpcid Kinetikajat
veszi figyelembe. EbbdI kiindulva kdnnyen kialak thatd egy kinetikai modell, ami fizikai-
kémiai folyamatokkal irja le a kromatografias folyamatokat.

A sztochasztikus elmélet a kromatografias folyamatot Poisson-folyamatként szemléli.
Amikor egy részecske az ellcio soran adszorbealddik, megdérzi oszlopon bellli helyze-
tét egészen addig, mig el nem hagyja az éallofazist. Deszomcid utan folytatja utjat a
mozgoéfazissal, amig ismét meg nem kétédik az alléfazison. A részecske tartdzkodasi
ideje az alléfazison és a mozgofazishan véletlenszerll, exponencialis eloszlasu érté-
kek, melyeknek varhatéértéke 7 és 7,. Ezek az idéallandok kdzvetlendl figgnek az

adszorpcio (k,) és a deszorpcio (ky) kinetikajatol:
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T,

: =kia 7, (37)(38)

=1
Ky

A k, a molekula idéegység alatt az alléfazis fellleten bekdvetkezd adszorpcidjanak

valoszinliséget fejezi ki. A ky hasonld sebesseégi allandod, mely elsérendl deszorpciot ir

le.

A véletlenszerli hatasok kovetkeztében ugyanabban az idépillanatban az oszlopba

belépd, két teliesen azonos kémiai tulajdonsagul részecske hamarosan eltéré helyen

talalhatd. Mivel mindegyik molekula f, idét tOlt a mozgdfazisbhan, az adszorpcios lépé-
sek atlagos szama:

A korrigalt retencids id6 az, amit a molekulak az alléfazishoz k6tétten téltenek:

tr=nT, (40)

Az elucids profil, azaz a kromatografias csucs alakjat leird gbrbe, az egyes részecskek
retencids iddinek valdsziniiségi siiriségfliggvénye.

A kromatografias csUcs varianciaja:

o’ =2n17° (41)
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4 KUTATASICELKITUZESEK

Munkank soran célul tlizzOk ki kOldénbdzd tipusu (porézus, porézus héju és
nemporozus forditott fazisu) toltetek Osszehasonlitasat, mind a bioaktiv kis és nagy
molekulatdmeg(i vegylletek nagysebességli HPLC elvalasztasat, mind az anyagat-

adasi gatlas egyutthatoit figyelembe véve.

Méréseinknél a kromatografias analizisekhez olyan vegyuleteket, vegyulletcsoportokat
valasztottunk, melyek az élettudomanyok tertletén jelentéséggel birnak. A mintavegyU-
letek eltérd elvalaszidsi problémat jelentd tulajdonséaggal (erésen polaris, gyengén po-
laris, savas, bazikus vegylletek) rendelkeznek, igy lehetéségink van igazolni a poro-
zus héju és a nemporozus, forditott fazisu t6ltetek sokrétli alkalmazhatdsagat, és be-

mutatni azok tulajdonsagait.

Kutatasi céljaink a kévetkezdképpen foglalhatdk Ossze:
Vizsgalni kivanjuk a Kovasil téltet(ek) kémiai stabilitasat — a kromatografias el-
valasztasi modszerek kidolgozasa elbtt — erfsen savas és erdsen bazikus

kémhatasu eluensek tartds hasznalata mellett.

A biopolimerek (fehérje keverékek, peptidelegyek) HPLC elvalasztasa gyakran
igen fontos analitikai feladat. Pordozus toltetek alkalmazasaval ezekre az elva-
lasztdsokra azonban a hosszu analizisidd a jellemzé.

Méréseink célja a biopolimerek elvdlasztasa soran a révid analizisidd elérése

nemporozus forditott fazisu télteten.

Vizsgalatainkkal bizonyitani kivanjuk, hogy a nemporézus ford itott fazisu téltet a
biopolimerek elvalasztasa mellett kitlinden hasznalhatd a kis molekulatémeg(i
(M~100-500 Da) bioaktiv vegyuletek (pl. viz- és zsiroldékony vitaminok) gyors,

nagyérzekenysegl elvalasztasara is.

A méréseinkhez alkalmazandd alléfazisok pordozus €s a porozus heju toltetek.
Az irodalombdl a porézus alléfazisok térkitdltési tényezéi ismertek, azonban a
pontos szamitasok elvégzéséhez szikséges a térkitéltési tényezdk meghatéaro-

zasa. Erre a célra inverz méretkizarasos kromatografiat alkalmazunk.
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Célunk tovabba az anyagatadasi egyltthatdk meghatarozasa a klldnb6zd tolte-
tek (SunFire Cs €s Halo Cy5) esetében.
Az anyagatadasi egyUtthatokat a kdvetkezd mddszerek szerint kivanjuk megha-
tarozni:

1. azaltalanos sebességi modell alapjan;

2. avanDeemter-egyenlet alapjan;
3. momentum analizissel;
4

. valamint a kromatografia sztochasztik us modellje alapjan.

28



5 KISERLETI KORULMENYEK

5.1 Az alkalmazott, vizsgalt kromatografias alléfazisok

Felmérések szerint az 6sszes HPLC elvalasztasok tébb, mint 80%-at forditott fazisu
tolteteken végzik [142]. A forditott fazisu folyadékkromatografias téltetek kérében to-
vabbra is szilikagél alapu allofazisok (feltletikén alkkil-csoportokkal) a leginkabb elter-
jedtek (75%).

A hidrofobizalt szilikagél alléfazison vegzett forditott fazisu folyadékkromatografia nép-
szerliségét tébb tényezének kdszdnheti, ilyen a részecskék mechanikai szilardsaga,
fizikai tulajdonsaganak viszonylagos allanddésaga, illetve az elérhetd nagyobb hatasos-
sag mas forditott fazisu téltettipusokhoz képest [22].

Az élettudomanyok szempontjabdl fontos molekulak tébbsége apolaris vagy gyengén
polaris molekularészeket is tartalmaz, igy forditott fazisu allofazisok alkalmazasaval

sikeres elvalasziasok érhetdk el.

Nemporozus toltet
Kovasil-C14 ill. Kovasil-M S-H oszlopok jellemzése

A sZilikageél fizikai tulajdonsaga a gyarto altal szolgaltatott adatok szerint:
Pérus szerkezet BET modszer szerint, N, adszorpcioval
Feltlet 2.2 m7g;
Toltet kémiai tulajdonsaga
Atlagos boritottsag (MS-H) 3,9 umol/m?;
Atlagos boritottsag (Cis) 4.0 pmolm?;

A Kovasil-MS-H (,H” = hard) téltetnél a lancvégen az elagazd lancu (3,3-dimetil-butil)
szénhidrogén boritas nagyon témér, elmozdulasra nem képes, jél zaré bevonatot ké-
pez a szilikagél fellletén. Ez az ,,ernyészeriien” arnyékold boritas (7. abra) a téltet sta-
bilitAsdhoz nagymértékben hozzajarul; a szénlancok mozgéasa akadalyozott, pl. a fe-
hérjelancok sem tudjak megkdzeliteni a szilikagél feltletét, illetve az eluens kisméreti
ionjai sem képesek a téltet felliletén a Si — C kétéseket hidrolizalni.
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7. abra. (3,3-dimetil-butil)dimetil-szilil-csoportokkal boritott szilikagél fellilete [14 3]

Az altalunk hasznalt Kovasil-MS-H ill. Kovasil-C,, tipust oszlop 33 mm hosszu és 4,6
mm belsé atmerdjli. Az oszlopban nagy tisztasagu, szilikagél alapu, nemporozus,
monodiszperz, 1,5 pym szemcseatmérdji apolaris toltet van [90]. A szilikagél fellleté-
hez kémiai kétésekkel Cg, ill. Cy, ldnchosszUsagu hidroféb alifas szénhidrogén csopor-
tok kapcsoldodnak.

A Cq4 és Cqg fazisok kdzott a f6 kUlénbség termikus viselkedésikben van. A Cqg fazisok
differencialis pasztazo kalorimetrias (DSC) vizsgalatok soréan endoterm valtozast mu-
tatnak 25°C kornyéken, ami a kvazikristalyos C,s réteg ,olvadasat” jelenti. A hasonld
C,4 toltetek atalakulasi hémeérséklete 0°C kérdl van, igy szobahémérsékleten, ahol a
legtébb elvalasztast végzik, a tltet jol definialt allapothan van.

A toltet monodiszperzitasat, a gyartd altal készitett elektronmikroszkdpos felvétel is
mutatja (8. abra).

8. abra. Kovasil toltet elektronmikroszk 6pos felvétele [90]
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A Kovasil MS-H téltet elbnyei

A pdorusmentes fellletnek és a kis szemcsemeéretnek kdszdnhetéen gyors az
anyagatadas. A szemcsek kézétti térben a csatornak kicsik, gy a mintamolek u-
lak a két egymast kdvetd kromatografias kdlcsOnhatas kdzétt révidebb utat
tesznek meg. lgy révid analizisideji, gyors kromatografias elvalasztasi modsze-
rek dolgozhatdk ki. A gyors alléfazisbeli anyagatadast a nagy siiriségl, mono-
mer C; és C,, boritas (3,9 pmol/m?ill. 4,0 umol/m?) biztositja [90].

A monodiszperz szemcsékbdl homogén toltetagy allithatd elé. Alkalmazasuk
azonos kérulmények kozétt tehat eldnydsebb, mint a szabalytalan alakuaké
vagy nem monodiszperz szemcsemeret eloszlasuaké.

A folyadékkromatografias elvalasztasok soran térekszlnk nagy tanyérszamok
elérésére. Minél kisebb a toltet szemcsemérete, minél alacsonyabb az eluens
viszkozitdsa, minél jobb az anyagatadas, annal nagyobb elméleti tanyérszam
érhetd el.

A toltet széles hdmérséklet-tartomanyban hasznalhaté (méréseinket 25-95°C
tartomanyban végezilk). A héstabilitas — dsszehasonlitva mas, a HPLC elva-
lasztasoknal hasznalt szilikagél alapu fazisokkal — kivald, ezt stabilitdsvizsgéla-
taink is bizonyitjak, ahol a kolonnat 80°C-on folyamatosan, kézel 450 ¢ran at
hasznaltuk anélk Ul, hogy a téltet stabilitasa, vagy a retencidk valtoztak volna.

A toltet mechanikai és kémiai stabilitasa kivald (11-12. abra).

Az oldoszer felhasznalas a révid analizisidd kdvetkeztében alacsony.

A téltet hatranyai

A toltet fajlagos felllete kicsi, ez viszonylag kisszamu kromatografias kélcsdn-
hatast, azaz révid retencidkat eredményez.

Az alléfazis terhelhetésége alacsony.

Az oszlopon a nyomasesés a kis szemcsemeérethdl adddoan magas. Az elva-
lasztasokhoz alacsony viszkozitasu eluenseket célszerli alkalmazni. Tébbnyire

az acetonitril-viz rendszerek hasznalatosak [64].
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Porozus toltet

SunFire Cq Waters, (100 mm x 3.0 mm, dp= 3,5 ym),
A szilikagél fizikai tulajdonsaga a gyartd altal szolgaltatott adatok szerint:

Részecskeméret-eloszlas:

Pdrus szerkezet
Pdérustérfogat
Atlagos pdrusatmeérd
Felllet
Fémszennyezés

Na, Al
Fe
Toltet kémiai tulajdonséaga

Kotétt fazis

Utanszilanizalt

Osszes széntartalom

Atlagos boritottsag

Porozus héju toltet

1,28 (Coulter elv alapjan) a 90%/10% tarto-
manyban

BET modszer szerint, N, adszorpcioval
0,86 cm?/g

94 A

318 m?/g

ICP-vel meghatarozva

< 1ppm

3 ppm

Cig lanc

15,0%
3,55 ymol/m?

Halo C,5 oszlop, Advanced Materials Technology, Wilmington, DE; 100mm=x=4,6mm,

dp = 2,7 ym; 1,7 um@tmeérdgjd témoér mag 0,5 pym vastag porézus hejal boritva

A szilikagél fizikai tulajdonsaga
Mindsége
Pdrus szerkezet
Atlagos pdrusméret
Felulet
Téltet kémiai tulajdonsaga
Monomer kotétt fazis
Utanszilanizalt
Atlagos boritottsag
pH tartomany
Téltet fizikai tulajdonsaga
Max. nyomas

Hémérséklet

nagytisztasagu, B-tipusu szilikagél
BET modszer szerint, N, adszorpcioval
90 A

150 m%g

Cig lanc

3,5 umol/m?
2-9

9.000 psi, 600 bar
60T alatt
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3 pm totally porous 1.8 pm totally porous HALO

9. abra. A pordzus héju tdltet sematikus rajza
(internetes forras: http//www mac-mod.com/pb/halo-pb.html 2010. majus)

10. abra. A pordzus héju tdltet elektronmikroszkdpos felvétele [144]

5.2 Kromatografias rendszerek

A Kovasil té ltetek stabilitasvizsgalatahoz alkalmazott rendszer

Az elvalasztasokat Gynkotek (Germmering, Németorszag) készllékkel végeztik, ami
egy P580 NDG precizids pumpabdl, 170S diddasoros detektorbol, és Chromeleon
kromatografias szabalyozo és kiertékeld szoftverbél allt. A detektorban egy UZ-GT-MIC
nagynyomasu kapillaris atfolyd detektor cellat (140 nl) alkalmaztunk. A minta bevitelt
8125 Rheodyne (Cotati CA, USA) injektor segitségével végeztik. A kromatografias
elemzéseket Kovasil (Chemie Uetikon, Uetikon, Svajc) alléfazisokon végeztik.

A kolonna allandd hémeérsekletét vizkdpeny biztositotta, melynek hémeérséekletét F3
tipusu (Haake, Karlsruhe, Németorszag) cirkulacids termosztattal szabalyoztuk. A viz-
képeny az oszlopon kivll az injektort a kolonnaval dsszekétd kapillaris kb. 20 cm-ét is

temperalta.
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Bioaktiv molekulak szupergyors folyadékkromatografias elvalasztasanal alkal-
mazott rendszer

A kromatogréafias elvalasztasokat Gynkotek (Germering, Németorszag) készllékkel
veégeztlk, mely egy 480GT terner gradiens szivattyubdl, 8125 Rheodyne injektorbdl
(Cotati CA, USA) 1703 diddasoros detektorbdl és Chromeleon kromatogréafias szaba-
lyozo és kiériékeld szoftverbdl all. A hémérséklet Grant W6 (Grant Instruments, Camb-
ridge, Anglia) cirkulacids termosztattal allitottuk be.

A mérések soran alkalmazott Rheodyne 8125-8s injektor Iényegesen hatékonyabb a
Kovasil oszlopokkal - szimmetrikusabb cslcsokat ad -, mint a korabbi 7125-6s tipus.
Meglepd moédon a Gynkotek cég detektorcellaja (14 ul) optimalis feléepitésiinek tlint.
Munkacsoportunk mas gyartok kisebb térfogatu detektorcellait (9 ul, 2 ul) is kiprobalta,

az alkalmazott kérilmények kdzétt jelentés mindségjavulast nem tapasztaltunk.

Az anyagatadasi egyiitthatok meghatarozasahoz alkalmazott rendszer

A meéréseket egy Agilent 1100 folyadékkromatograffal végeztem. A készilék egy bina-
ris pumpa rendszerbdl, automata mintaadagolébdl, oszlop termosztatbdl és diddasoros
UV-detektorbdl épal fel.

5.3 Felhasznalt vegyszerek

A stabilitasvizsgalathoz felhasznalt vegyszerek

A toluol, n-butil-benzol, n-pentil-benzol, trisz-(hidroximetil)-aminometan, trifluor-ecetsav
(TFA) széllitdja a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) volt. Olddszerkent, eluensként
HPLC minéségl acetonitrilt (CH:CN) és bideszillalt ioncserélt vizet hasznéaltam,

Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona, Spanyolorszag).

Bioaktiv molekulak szupergyors folyadékkromatografias elvalasztasanal fel-
hasznalt vegyszerek

A vizoldékony vitaminok gyogyszerkdnyvi mindségliek voltak. Az 1-heptan-szulfonsav
Na-sdja, a jégecet valamint a trietil-amin (TEA) Fluka (Buchs, Svajc) és Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA) gyartmanyu volt.

A zsiroldékony vitaminok, az ammonium-acetat Fluka (Buchs, Svajc) és Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA) gyartmanyu volt.

A huméan (HSA) és szarvasmarha (BSA) szérumalbumin, a human és szarvasmarha

inzulin, a human és szarvasmarha citokrom-c, a tripszin, a TPCK-kezelt tripszin, a
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TLCK-kezelt kimotripszin Sigma (St. Louis, USA), a ftrifluor-ecetsav (TFA) Fluka
(Buchs, Svajc), a NaClO4 H-0 p.a. Merck (Darmstadt, Németorszag) gyartmanyu volt.

A HPLC min&ség(i acetonitrilt (CHsCN) a Scharlau Lab. Chemicals (Barcelona, Spa-
nyol) cég szallitotta. A vizet t6bbszérds desztillalassal laboratériumunkban allitottuk

eld. A felhasznalt egyéb vegyszerek mindegyike analitikai tisztasagu volt.

Az anyagatadasi eqgyiitthatok meghatarozasahoz felhasznalt vegyszerek

A mérésekhez felhasznalt vegyszerek: tiokarbamid, huméan inzulin (M=5,5 kDa),
tetrahidrofuran (THF), trifluor-ecetsav (TFA) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), az
acetonitril (CH3;CN), metanol (CH;OH) és bidesztillalt ioncserélt viz Scharlau Lab.
Chemicals (Barcelona, Spanyolorszag) gyartmanyu volt.

A kllénb6z6 molekulatémegi polisztirol standardokat Varian (Varian, Inc. USA) gyar-
totta, (M;=580, M,=1.480, M,=3.070, M;=3.950, Ms=5.120, Ms=6.930, M;=10.100,
M:=31.420, My=70.950, M;,=170.800, M,,=578.500, M;,=1.233.000, M,,=3.250.000).

5.4 Merési koriilmények

A stabilitasvizsgalathoz alkalmazott mérési kériilmények
Az ellendrzé, izokratikus elvalasztasnal az eluens 50% acetonitrilt (CH:CN) és 50%
bidesztillalt vizet (H,0O) tartalmazott. 0,9 cm®/perc dramlési sebesség mellett toluol, n-

butil-benzol és n-pentil-benzol 1:1:1 aranyu elegyét injektaltuk.

Bioaktiv molekulak szupergyors folyadékkromatografias elvalasztasanal alkal-

mazott mérési kériilmények

Az altalunk vizsgalni kivant bioaktiv vegyulletek eltéré elvalasztasi problemat jelentd
tulajdonsaggal (erésen polaris, gyengén polaris, savas, bazikus vegyulletek) rendelkez-
nek. Mivel a bioaktiv vegyuletek tulajdonsagai eltéréek, igy ennek megfeleléen minden
egyes vegylletcsoport eivalasztasara modszert dolgoztuk ki, és optimalizaliuk az elva-

lasztast. A mérés kdériiményeit adott eivalasztasok mellett tintettem fel.

A térkitoltési tényezik meghatarozasanal alkalmazott mérési kériilmények

A porézus téltet esetén 1 cm®/perc, a porézushéju toltet estén pedig 0,5 cm®/perc
aramlasi sebességl 100% tetrahidrofurant (THF) hasznaltam eluensként.

A minta 1 mg/cm? koncentracioju, kilonbdzé molekulatémegii standard polisztirol oldat
volt, amelybdl 1 pl-t injektaltam. A méréseket 20°C végeztem, 254 nm-en detektaltam.
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A tiokarbamid megkdtédése elhanyagolhaté a Cqg-as alléfazison, igy az oszlopok holt-
térfogatanak a meghatarozasa a tiokarbamid csucsok retencids adatai alapjan tértént
(1ul, ¢ = 1,6:10° mg/cm® tiokarbamid oldatot injektattam). A rendszer oszlopon kivlli
térfogatat — az injektortdl az oszlop elejéig és az oszlop végetdl a detektorablakig — Ugy
hataroztam meg, hogy a kromatografias oszlop helyett egy nulla térfogatl sziik 6t k6-

téttem a rendszerbe.

Az anyagatadasi egyiitthatok meghatarozasanal alkalmazott mérési kériilmények
Kulbnb6zd aramlasi sebességen, 0,02—1,4 cm®/perc tartomanyban (pz 5-325 bar)
20T-on vegeztem a méréseket.

Az eluens 79% vizet, 21% acetonitrilt (CH;CN) és 0,1% trifluor-ecetsavat (TFA) tartal-
mazott. A minta humaninzulin (¢ = 0,1 mg/ cm?) volt, 1 pkt injektaltam mérésenként. A

detektalas 205 nm-es hullamhosszon tértént.
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6 MERESEK ES EREDMENYEK

6.1 Kovasil alléfazisok stabilitasvizsgalata

A folyadékkromatografiaban az alléfazissal szemben alapvetd kévetelmény, hogy a
mechanikai, kémiai (pH), hd, bakterialis és egyéb hatasokkal szemben ellenalld, stabil
legyen.

A szilicium-dioxid magas mechanikai szilardsagu, az oszlopban a tdltetszemcsék, a
monodiszperz részecskéknek a szoros illeszkedés szerint helyezkednek el, ennek ko-
szénhetbéen a nempordzus tdltetek mechanikai stabilitasa kivald. Rendszeres, tdbb
éves hasznalat utdn sem fordult el§, hogy a tdltetagy ,megroppant”, illetve hogy a
csucsalakok torzulast mutattak volna.

Szamos szerzé a toltet kémiai stabilitasa alatt az adott tSltet savas és lugos eluenssel
valé huzamos hasznalatat érti, vizsgalva a retencid valtozast [24,145,146]. Masok a
fellletmodositott toltetek esetében a felvitt csoportok kétéseinek kémiai stabilitasat
értik, azaz adott igénybevételt kdvetben a fellleti boritottsag valtozasat vizsgaljak [47].
Munkankban vizsgaljuk a téltet viselkedését erésen savas (pH < 2) és bazikus (pH > 8)
kémhatasu eluensek hasznalata esetén, ez adott eluensterhelés mellett a tesztvegyU-

letek retencios idejének allanddsagat, valtozatlansagéat jelenti.

A toltetek kémiai stabilitasat savas €s bazikus kdrtiimények kdzdtt is megvizsgaltuk.

Savas stabilitasvizsgalatnal a télteten pH = 1,9 kémhatasu eluenst aramoltattunk ke-
resztll, a kolonnat 80°C-on termosztaltuk. Alacsony pH-nal az alléfazis stabilitasanak

csdkkenését elsGsorban a Si—-C kétések bomlasa okozza [47].

Bazikus stabilitasvizsgalamal a pH = 8,5 kémhatasu eluenst aramoltattunk at az oszlo-
pon, melyet szintén 80°C-on termosztaltunk. Abban az esetben, ha a szilikagél feltlete
nem tékéletesen boritott a pH > 8,5 kémhatasud eluens a téltet rendkivl gyors hidrolizi-
sét eredményezheti [47]. Igy ezzel a kisérlettel kbzvetve a szilikagél boritottsagat is
elle nériztlk.

A magas, 80°C hémérsékleten tsrténé termosztalassal a téltet igénybevételét kivantuk

fokozni. A kolonnat naponta egy izokratikus elvalasztassal teszteltlk azokat a teszt-

anyagokat hasznaltuk, melyekkel a gyartd cég a kész kolonnait teszteli.
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A mérés kezdetén az alabbi tanyérszamokat mértik: toluol 4.000, n-buti-benzol 6.000
és n-pentil-benzol 8.000. A retencidval ndvekvd tanyérszamok a kolonnan kivlli hata-
sokra (holtterekre) vezethetdk vissza. Szamolassal és k sérletileg is igazoltuk, hogy az
oszlopon belil az eluens mennyiség kb. 0,2 cm®. kokratikus elvalasztas esetén a

nempordzus oszlopokon végzett eivalasztasok erésen ,holttér érzékenyek”.

6.1.1 Savas stabilitasvizsgalat

A savas stabilitasvizsgalatnal eluensként 50% acetonitrilt (CH;CN), 50% bidesztillalt
vizet (H-0) és 0,12% trifluor-ecetsavat (TFA) tartalmazé oldatot (pH = 1,9) hasznal-
tunk, a kisérletet 430 dra folyamatos eluens ataramoltatas utan hagytuk abba.

Ez id§ alatt a kolonnan 39 liter, azaz 200.000 kolonna térfogatnyi eluenst szivattylz-

tunk at, a toltet stabil maradt, a retenciés tényez6k nem valtoztak.

Mérési eredményeinket 11. abran foglaltam 6ssze, a kolonnan ataramoltatott eluens

mennyiség/kolonna térfogat fliggvényében abrazoltam a teszt komponensek retencids

tenyezdjét.
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11. abra. Kovasil-MS-H és Kovasil-C,, oszlop stabilitasvizsgalata (pH = 1,9)
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6.1.2 Bazikus stabilitasvizsgalat

A bazikus stabilitasvizsgalatnal eluensként 0,2 mol/dm® koncentracioju trisz-
(hidroximetil)-aminometan (trisz-puffer) oldat €s acetonitril (CHsCN) 1:1 aranyu elegyét
hasznaltuk (pH = 8,5).

A stabilitasvizsgalatot 440 6ras folyamatos eluens ataramoltatas utan fejeztik be. En-
nél a kisérletnél 40 liter, azaz 205.000 kolonna térfogatnyi eluenst aramoltattunk at az

oszlopon. A 12. abra mutatja, hogy a t6ltet ilyen vizsgalati kérilmények kéz6tt is stabil

maradt.
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12. abra. Kovasil-MS-H és Kovasil-C14 oszlop stabilitasvizsgalata (pH = 8.,5)

Vizsgaliuk az oszlopokon tapasztalhatd nyomasesést is, ami szintén nem valtozott a

stabilitdsvizsgalatok soran, azaz jé egyezést mutatott a kiindulasi értékkel.

6.2 Bioaktiv molekulak szupergyors folyadékkromatografias
elvalasztasa

A biokromatografia tertiletén jelentéséggel bir a 3 pm-nél kisebb szemcseatmerdjd,
nemporozus, monodiszperz forditott fazisu tolietek alkalmazéasa.

A biopolimerek folyadékkromatografids eivalasztasa a nagy retenciok és a részleges
visszanyerhetdség miatt sokszor nehezen valdsithatd meg pordzus alléfazisok haszna-

lataval. Unger a '80-as évek kdzepén javasolta a nempordzus toltetek alkalmazasat,
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elsdsorban biopolimerek [82-84,86,147] elvalasztasara. A Kis molekulatdmeglid (M <
500 Da) szerves vegylletek analizisének kérében is elterjedt a nempordzus téltetek
alkalmazasa [90,92-94]. Biopolimerek elvalasztasara a Kovasil-MS-H, a kisebb mole-
kulattmegl vegylletek elvalasztasara a Cyq, illetve a Cqs bevonatl fazisok alkalma-
sabbak [85,88,95,96,148-151].

Gradiens eliciés technika alkalmazasaval valdsitottuk meg a bioaktiv molekulak révid,
néhany perces analizisét. Gradiens ellciot alkalmazva befolyasolni tudtuk a retencids
id6 valtozasat, az elualddd cslcsok elvalasztasanak hatékonysagat, és a cslcsszéle-
sedés mértekét. A nempordzus oszlopoknal, ahol az oszlopban a mozgdéfazis térfogata
csak kb. 0,2 cm?® az oszlopon k ivilli savszélesedés jelentds lehet, azonban tapasztala-
tunk szerint a kellemetlen, kolonna elétti cslcsszélesitd hatasok (pl. a holtterek hatasa)
gradiens ellciét alkalmazva mérsékelhetdk.

Az oszlopon kivlli savszélesedés a folyadékkromatografias berendezés egységeiben,
kulonféle alkatrészeiben (injektor, detektorcella, kapillarisok stb.) bekévetkezd savszé-
lesedésbdl adodik. Tapasztalatunk szerint jelentds befolyasold tényezd az injektor és a

detektorcella.

6.2.1 Vitaminok HPLC analizise

A viz- és zsiroldékony vitaminok elemzésére az egyik legelterjedtebben alkalmazott
eljiaras a folyadékkromatografia. A kllénbdzé élelmiszerekbdl, vitaminkészitményekbdl,
szérumbdl egyarant végeznek HPLC-vel vitamin meghatarozast [152].

A vitaminokkal, azok kimutatasaval foglalk ozo irodalom igen kiterjedt. Nagyszamu kéz-
leményt talalunk mind a vizoldékony vitaminok [153-156], mind pedig a zsiroldékony

vitaminok elvalasztasa vonatkozoan [157-159].

6.2.1.1 Vizoldékony vitaminok elvalasztasa

Kis molekulatémegi (M < 500 Da) vegyliletek folyadékkromatografias elvalasztasara a
Kovasil-C,, oszlopokat alkalmaztuk. A retencidk kb. 20%-kal nagyobbak a Kovasil-MS-
H oszlopon mért retenciokhoz képest [90]. A tdltet féként kevésbé polaris vegyuletek
elvalasztasara alkalmas. Polaris mintakat gyakran ionparok formajaban lehet jél eva-
lasztani.

Az ioncserés kromatografia és az ion-visszaszoritas elvén miikédé modszerek mellett

a disszociacidra hajlamos funkcids csoportot tartalmazod vegyuletek HPLC elvalaszia-
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sanak egyik lehetséges maddja az ionpar-kromatografia. A mintakomponens polaritasa
csokken, ha a megfeleld ionparképzd reagens segitségével semleges ionpart képzink
[160,161]. Az ionos vegylletek retencidjanak mértéke a mintaion és az adszorbens
fellletén adszorbealdédott parképzd reagens kozétti elektrosztatikus és hidrofdb kél-
csénhatasok eredménye. A parképzével ellentétes toltési ionok esetében a mintaion a
reagenssel a mozgoéfazishan képez ionpart és a Kialakult ionpar hidroféb kdlcsénhatas-
sal kétdédik az apolaris alléfazishoz. Ha az alléfazis felllete telitdédik a parképzé rea-
genssel és egyre kevesebb hely marad a kialakult ionpar hidroféb kélcsénhatasara a
fellleten, az eluensben a reagens - adott parképz8 reagens koncentracio felett - ,mi-
cellakat” képez, ami megndveli a mintaion oldék onysagat a mozgdfazisban, és retencid
csdkkenést okoz [162]. A parképzd reagenssel azonos téltésii ionos vegyuletek reten-
cid csdkkeneése ugyancsak az elektrosztatikus kélcsénhatasra (taszité hatasra) vezet-
hetd vissza, a parképzd fellleti koncentracidjanak névelésével nd a fellleti téléssiiri-

ség, és csodkken a mintakomponens lehetséges adszorpcidja az apolaris fellleten.

Elvégeztik vizoldékony vitaminok kézll a B4-, Bo-, Ba-, By4-, Bes-, €s C-vitamin (14. abra)
gyors folyadékkromatografias elvalasztasat (13. abra). lonpar-kromatografiat alkalmaz-
tunk, az eluensbhe ionparképz6t, heptan-szulfonsavat adagoltuk (ezt megeléz6en vizs-
galtuk az ionparképzé koncentracigjanak flggvényében az elvalasztas szelektivitasat).
Az elvalasztas soran egyidejlleg jelen voltak savas és bazikus tulajdonsaggal rendel-
kezd vegylletek is, ami az elemzést megnehezitette. Kettds optimalizalast alkalmaz-
tunk az eluensrendszer Kivalasztasanal, az olddszererdsség valioziatdsa mellett az
eluens kémhatasat is valtoztatiuk. A szokasos viz—acetonitril mellett az ,A” eluens jég-
ecetet is tartalmazott, a ,B” eluensben trietil-amin volt. Az elvalasztas kezdetén a moz-
gofazis gyengén savas volt, majd elvalasztas végére gyengén bazikussa valt

Hat vitamin alapvonal-elvalasztasat szobahdmeérsékleten kevesebb, mint 1,2 perc alatt

valdsitottuk meg (13. abra).
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13. abra. Vizoldékony vitaminok elvalasztasa

Meresi kortulmenyek:
Allofazis Kovasil-C14
Mozgofazis A: 100% 2,70 mmoldm’ 1-heptan-szulfonsav natrium séjanak
oldata + 0,5% jégecet
B: 100% CH3CN + 0,3% trietikamin

Gradiens linearis (0% B-rél 100% B-re 1,50 perc alatt)
Aramlasi sebesség 1,2 cm’/perc

Homérseklet szobahdmérseklet

Detektalas 270 nm

Nyomas (indulasnal) 33 MPa

Injektalt minta 1,0 ul, ¢=1,0 mg/em’
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14. dbra. Elvalasziott vizoldékony vitaminok szerkezeti képlete

Kimutatasi hatar vizsgalata

Kimutatasi hatarként gyakran a cslcsmagassag €s az alapvonal zajszintiehez, a ha-
romszoros jel’zaj viszonyhoz tartozé anyagmennyiséget adjak meg, az igy kapott
mennyiség az, ami a gyakorlat szempontjabdl relevans.

Vizsgalataink soran hangsulyozottan rutin szempontokat tartottunk szem elétt, a méreé-
seket egyszer(i, nem programozhatd detektorral végeztlk. A vitaminok retencidos sor-
rendjének megfeleléen a mért kKimutatasi hatarokat tartalmazo 1. tAblazat masodik osz-
lopaban azon a hulldmhosszon mért Kimutatasi hatart tlintettink fel, ahol valamennyi

komponensnek van mérhetd féenyelnyelése. A kdvetkezd oszlop a vizsgalt vegylletek
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abszormpcidos maximumanak hullamhosszat, az utolsd oszlop pedig az ott mért Kimuta-
tasi hatart tartalmazza.

1. Tablazat: Vizoldékony vitaminok kimutatasi hatara

Detektalas » Detektalas
(A=270 nm) Abszorpcio max. abszorpciénal
maximum (nm)

[hg]  [pmol] [ng] [pmol]
C-vitamin 0,250 1,40 248 0,158 0,90
Bs-vitamin 0,120 1,00 262 0,082 0,67
Bs-vitamin 0,022 0,16 260 0,002 0,11
Be-vitamin 1,180 7,00 292 0,780 4,60
B,-vitamin 0,060 0,16 267 0,049 0,13
B1-vitamin 2,000 6,60 263 1,810 6,00

A kimutatasi hatar a kromatogréafias kérilményektdl jelentés meértékben fligg, befolya-
solhatja a berendezés mindésége vagy a gradiens meredeksége, azaz a csulcsok szé-
lessége. 270 nm hullamhosszon valamennyi mintavegyilet mutat UV abszorpciét, a
kimutatasi hatarok a legtébb esetben 107> mol (pikomol) tartomanyba esnek. Optimalis
hulldamhosszon a meghatarozhaté anyag mennyisége kisebb, a kimutatasi hatar javul.

Méréseink alapjan megallapitottuk, hogy a linearis tartomany (mintamennyiség -
csUcsmagassag) a detektalasi hatartdl kb. 10° molig (10 nanomol) terjed. (A
riboflavinbél — alacsony oldhatdsaga miatt — a legnagyobb injektalhatd mennyiség csak

0,2 nanomol volt.)

6.2.1.2 Zsiroldékony vitaminok

A zsiroldékony vitaminok (A-vitamin és szarmazékai, a Ds-vitamin, az E-vitamin szar-
mazéekai) az emberi szervezet megfeleléd mikddéseében fontos szerepet jatszanak, és
szamos betegség kialakulasat megakadalyozhatjak.

Folyadékkromatografids analizisUk (porozus tdlteteken is) gyakori eivalasztasi feladat
[94,156,163-165]. A zsiroldékony vitaminok retencidja kis polaritAsuk miatt a ford itott
fazisu tolteteken magas, a Kis fajlagos fellletl nemporézus télteten, révid oszlopon az

analizis id6 rovid.
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E-vitamin (Tokoferol) E-vitamin acetat (Tokoferol-acetat)

HO

Ds-vitamin (Kolekalciferol)

15. abra. Zsiroldékony vitaminok szerkezeti képlete
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16. abra: Zsiroldékony vitaminok elvalasztasa
Mérési kortlmeények:
Alléfazis Kovasil-Cq4
Mozgéfazis A: 20% CH;CN + 80% 0,05 mo Vdm® amménium-acetat oldat
B: 100% CH5CN
Gradiens tdbb Iégmcsﬁs gradiens
Aram lasi sebesség 1,0 cm-/perc
Hdémérseklet szobahdmérseklet
Detektalas 295 nm
Nyomas (indulasnal) 28 MPa
Injektalt minta 1,0 ul, c=1,0 mg/em’
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A zsiroldékony vitaminok, ill. szarmazékaik (15. abra) elvalasztasahoz (16. abra) iro-
dalmi adatok, és tapasztalataink alapjan is gradiens ellciét alkalmazva az
viz—acetonitril elegyek jol alkalmazhatdk. A nempordzus téltet, révid oszlop hasznalata
esetében célszerii az ,A” eluenshez ammodnium-acetatot adagolni az A-vitamin sav
polarithsanak megndvelésére, egyébként az A-vitamin savnak nincs retencidja.

A zsiroldékony vitaminok erésen hé- és fenyerzékenyek. Ezért a mintak és a standar-
dok tarolasa kilén gondossagot igényel, hosszabb tarolas soran a mintakat inert gaz

atmoszféraban, mélyhlitve kell tarolni.

Kimutatasi hatar vizsgéalata

A 2. tablazat tartalmazza a zsiroldékony vitaminok altalunk mért kimutatasi hatarat a
vitaminok retencios idejének sorrendjében.

Az A- és E-vitaminok UV spekiruma nagymértékben eltér, abszorpcidos maximumuk
egymastdl tavol esik, a 295 nm hullamhosszon azonban mindegyik vegylletnek van
fényelnyelése. Az abszorpcios maximumon térténd méréssel a kimutathatd anyag
mennyisége csdkken, a kimutatasi hatar csékken. Nagyon jelentfs az effektus pl. az E-
vitamin acetat esetében, ahol a mérési hullamhossz 10 nm-es valtoztatasaval a mérhe-

t6 mennyiség tébb, mint az étédrészére csdkkent [156,163,164].

2. Tablazat. Zsiroldékony vitaminok kimutatasi hatara

Detektalas Detektalas

(A=295 nm) Abszorpcid max. abszorpcional

mal  fomol MMM T fomol
A-vitamin sav 0,066 0,220 351 0,019 0,062
A-vitamin 0,023 0,080 325 0,012 0,042
A-vitamin aldehid 0,280 1,000 386 0,071 0,250
A-vitamin acetat 0,020 0,060 325 0,010 0,031
D;-vitamin 0,069 0,180 267 0,015 0,040
E-vitamin 0,860 2,000 295 0,862 2,000
E-vitamin acetat 0,520 1,100 285 0,090 0,190
A-vitamin palmitst 0,005 0,010 327 0,003 0,005
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Az A-vitamin és A-vitamin aldehid, valamint az E-vitamin és E-vitamin acetat kimutata-

sa egymas mellett

Kidolgoztunk a vitaminok gyors, nagyérzékenységli meghatarozasara nemporézus
alléfazisok alkalmazasaval egy olyan maodszert, amellyel vizsgaltuk a kimutatasi hata-
rok valtozasat abban az esetben, amikor nagy mennyiségi fé6komponens mellett a
vizsgalt vitamin igen kis mennyiségben, mintegy szennyezéként volt jelen (17.—18. ab-
ra).

Nyomszennyezék kimutatasa klldndsen akkor nehéz feladat, ha azok a fékomponen-
sektdl nem tbkéletesen valnak el. Ezért a kisérleti kdriimények valtoztatasaval az elva-
lasztdsokat Ugy allitottuk be, hogy keét-két komponens csak részlegesen valjon el egy-
mastél (azonos mintakoncentracio esetéena 17.adbran R =0,8,a 17.b abran R =1,0,
al7.cédbranR=12ésa 18. abran R =1,0).

250

A | mAU I

200 —

0.0 1.0 2.0 30 4.0 50
t [pere]

17 .a abra. A~vitamin (Retinol) és A-vitamin aldehid (Retinal) elvalasztasa, R = 0,8

A zsiroldékony vitaminok elvalasztasanal ismertetett kdrlimények kdzétt végeztem a
méréseket, mindkét esethen tébblépcsds gradienst alkkalmaztam. A detektalasi hullam-
hossz az A-vitamin és A-vitamin aldehid elvalasztasa esetében az A-vitamin abszorp-
cidés maximuma, A = 325 nm, az E-vitamin és E-vitamin acetéat elvalasztasanal pedig az

E-vitamin abszorpcios maximuma, A = 288 nm volt.
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17 b abra. A~vitamin (Retinol) és A-vitamin aldehid (Retinal) elvalasztdasa, R = 1,0
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17.c abra. A-vitamin (Retinol) és A-vitamin aldehid (Retinal) eivalasztasa, R = 1,2

1=107g:107g 2=10"g:210% 3=107g:410%
4=107g:810"g 5=107g:1610"g 6=10"g:32-10"g
7=107g - 6.410"g

Méréseink alapjan megéallapitottuk, hogy R = 1,0-nél a f6komponens mellett még 0,1%

szennyezés biztonsaggal meghatarozhato.
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Sikerult igen gyors elvalasztasokat végezni: az analizisidé az alkalmazott gradiens

programtdl és a hdmeérséklettdl fliggden altaldban 1-2 perc kdzétt valtozott. Vizsgalata-

inkhoz — hangsulyozottan — rutin kromatografias berendezéseket (szivattyd, injektor,

UV detektor) alkalmaztunk. Ennek ellenére, ilyen kériimények k6z6tt a kimutatasi hatar

a legtdbb vitaminra a pikomol tartomanyba esett.

A mintamennyiség—-csucsmagassag alapjan mert linearitas 4-5 nagysagrend. Megalla-

p tottuk, hogy az egyszeriien elérhetd alacsony kimutatasi hatar a modszert méréseink

szerint alkalmasséa teszi nyomszennyezdk vizsgalatara is.

Ay [mAL|

18. abra. E-vitamin és E-vitamin acetat elvalasztasa, R=1.0

B E-vitamin (T okoferol):E-vitamin acetat (Tokoferol-acetat )
1=10"g:10"g 2=107g:210%g 3=107g:410%g
4=107g:810"g 5=10"g:1610"g 6=10"g:3210"g

6.2.2 Peptidek és fehérjék elvalasztasa

t [perc]

Fehérjék vizsgalatara elterjedt médszer a kémiai vagy biokémiai lebontasukkal kelet-

kezd kisebb molekulaméretii peptidek kromatografias meghatarozasa [166,167]. Az Un.

.peptid mapping” eljarast kiterjedten alkalmazzak a biopolimerek kutatasaban és a mi-

néségellendrzésben is [168]. Az eljaras soran a fehérjét (gyakran enzimatikusan) bont-

jak, és a kapott peptideket kromatografiasan valaszijak el. Leggyakrabban 10-25 cm
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hosszUsagu oszlopokat alkalmaznak, melyeket porézus (10-30 nm poérusatmérdji),
forditott fazisu téltetekb &l kész tettek [169-174].

A biopolimerek analzisében egy Uj, gyors elvalasztasi lehetdéség kerllt az utdbbi évek-
ben az elvalasztastechnikai fejlesztések eléterébe: az elvalasztasok nempordézus télie-
teken. Két toltettipus is elterjedében van: a szilikagél alapu és a polisztirol alapu téitet.
Az elbbbiek elsbsorban peptidek és proteinek [82-84,86,147], utdbbiak pedig fékeént
nukleinsavak és oligonukleotidok elvalasztasara terjedtek el [175,176].

Komplex peptidelegyek analizisére a nempordzus tdltetek elsdsorban a révid analizis-
idének készénhetéen kllondsen jol alkalmazhatdk. A révid analizisidd természetesen
kis csucsterfogatot és ezzel egyltt megndvekedett érzékenységet is jelent.

Peptidek, fehérjék HPLC-elvalasztasat leggyakrabban apolars (ford tott fazisu) tdltete-
ken végzik viztartalmu mozgdéfazisokkal, ahol a mozgofazis denaturalo, ionparképzd
reagenst is tartalmaz. Legelterjedtebb a trifluor-ecetsav (TFA) hasznéalata, mivel alkal-
mazasaval igen jo elvalasztasok érhetdk el, UV abszorpcidja alacsony és megndveli a
nagy molekulatémegli, apolaris polipeptidek oldhatésagat. Alkkalmazasanak hatranya,
hogy megtamadhatja a szilikagél feltletét, leginkabb abban az esetben, ha az nem
tokéletesen nehézfémmentes.

Az eluens szerves komponense legtébbszér acetonitril. Altalanos a gradiens ellcié

alkalmazasa az éles csUcsok és az optimalis szelektivitds elérése érdekében.

A fehérjék elvalasztasahoz optimalisan hasznalhaté rendszerrel szembeni kdvetelmé-
nyek:

« Az alléfazis fellletének tékéletesen boritottak kell lennie, mert a szabad
szZilanolcsoportok a peptidlancok irreverzibilis adszorpcidjat okozzak.

+ A tdltet pdrusainak igen nagynak kell lenni, hiszen a fehérjék nagymolekulak és
be kell férnitk a pdrusokba, de még jobb, ha a tbéltet egyaltalan nem tartalmaz
porusokat, azaz porusmentes.

+ Gradiens ellcios technikat alkkalmazva a fehérjéket egymas utan mintegy leold-
jak az oszloprdl, tehat az oszlop lehetbleg legyen révid, hogy a fehérjék ismétel-

ten ne keveredhessenek.

6.2.2.1 A tripszin és kimotripszin tisztasaganak ellen rzése

Az enzimatikus mdédszereket gyakran alkalmazzak a fehérjék bontasara. Leggyakrab-
ban bonté enzimként a tripszint, ritkdbban a kimotripszint hasznaljak [177,178].
Mindkét enzim, az eldalltasuk maodjabdl kévetkezben kismértékben egymassal is

szennyezve van. Ezért a gyartdk az enzimpreparatumokat olyan elékezelésnek vetik
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ala, mely a nem kivant enzimaktivitast csdkkenti. A tripszint leghatasosabban L-
{ozilamid-2-fe nietil-klormetilkketonnal (TPCK), a kimotripszint 1-klor-3-tozilamido-7-
amino-L-2-heptanonnal (TLCK) kezelik.
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19. abra. Tripszin kromatogramja
(— a kimatripszin cstcsot jelzi)

Mérési kortlmeények:
Aliéfazis Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kotve
Mozgéfazis A: H,O-ban 0,1% TFA
B: CH5CN:H,0 =70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tébb Iégmcsﬁs gradiens (7,7 perc alatt B 0% - 100% valtozik)
Aramlasi sebesség 1,2 cm*/perc
Hoémeérseéklet 70°C
Detektalas 215 nm
Injektalt minta 10 ul, (c~ 1 mg,-'cm3)
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20. abra. TPCK-kezelt tripszin kromatogramja

Méreési kdrtilmények:
All6fazis
Mozgofazis

Gradiens

Aramlasi sebesség
Hoémérséklet
Detektalas

Injekta t minta

Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kdtve

A: H,0-ban 0,1% TFA

B: CH5CN:H,0 =70:30 elegyében 0,1% TFA

tobb Iéecsﬁs gradiens (7,7 perc alatt B 0% - 100% valtozik)
1,2 cm*/perc

70°C

215 nm

10 pl, (c~ 1 mg/em?)

A nemporozus toltetet tartalmazo révid oszlopok klléndsen alkalmasak szennyezédés-

vizsgalatra, mert nemcsak az analizisidé révid, hanem a zajszint is alacsonyabb, mint a

szokésos (10-15 cm) hosszusagu oszlopokkal végzett méréseknél.
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Méréseink soran két 33 mm hosszu oszlopot kétoéttlnk sorba, ezzel az elvalasztas ha-
tékonysagat kivantuk megnévelni, valamint az elvalasztashoz szikséges idét pedig

csokkenteni, ami egyben kevesebb eluens felhasznalasat is jelenti.

A méréseinkhez hasznalt tripszin és kimotripszin tisztasagat ellenériztik. A nem tiszti-
tott enzimek jelentés mértékben egymassal szennyezve voltak €s nem elhanyagolhato
mértékben tartalmaztak bomlastermékeket is (19. abra). A kromatogramokat a jobb

attekinthetbség érdekében kinagyitva is bemutatom.

Megallapitotiuk, hogy a TPCK-kezelt tripszin sem szennyezfket (20. abra), sem
kimotripszint nem tartalmazott, bomlastermékeket is csak kisebb mennyiségben mér-
tink

A TLCK-kezelt kimotripszin kromatogramjan tripszin csucs gyakorlatilag szintén nem

volt lathato.

6.2.2.2 A fehérjék enzimatikus bontasa

A fehérjék enzimatikus bontdsahoz a kimotripszin-mentes tripszint, illetve a tripszin-
mentes kimotripszint hasznaltuk. A két enzim mas-mas aminosavaknal bontja a fehér-
jéket [84]. A tripszin példaul a fehérjék arginin és lizin aminosavainak C-terminélisanal
bont. A bontas utan kapott, meglehetésen nagyszamu és viszonylag kisméretii — alta-
laban 7-12 aminosavbdl allé — peptidek kromatogramja az adott fehérjére jellemzé ,uijj-
lenyomat” (fingerprint) kromatogram [177].

A fehérjeoldatot (2 mg/cm?® frissen készitett vizes oldat) 37°C-on inkubaltuk TPCK-
kezelt tripszinnel, vagy TLCK-kezelt kimotripszinnel (1 mg/cm?® frissen késziett vizes
oldat). 1000 ul 0,05 M Trisz-pufferhez (pH = 8,5) 125 ul fehérjeoldatot €s 5 ul tripszin-,
vagy kimotripszin-oldatot adtunk. Az elegyet 6 dran keresztll inkubaltuk, majd a reak-
ciét 500 pl 10%-0s TFA hozzaadasaval allitottuk le.

Szérumalbumin

A human szérumalbumin (HSA) bontasabdl szarmazd peptidek kromatogramjahoz
hasonldéan bonyolult a szarvasmarha szérumalbumin (BSA) bontasabdl szarmazd
peptidek kromatogramja (21.-22. abra), bar a két fehérje bomlasa jelentfsen eltér. A
BSA tripszines bontasa soran pl. 79 peptid képzddik [179]. Gyakran a fehérjéket redu-
kaljak, kémiai (ton kisebb részekre bontjak, hogy az enzimatikus bontads utan kapott

kromatogram ne legyen tul bonyolult.
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Vizsgéalatainkhoz a fehérjéket eldkezelés nélkll alkalmaztuk. Mivel munkank soran egy
U elvalasztasi modszer kidolgozasa volt a cél, és nem a kdzvetlen biokémiai felhasz-

nalas, igy a kromatogramok egyszeriis tésére nem térekedtlnk.
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21. abra. BSA fripszines bontasabdl szarmazoé peptidek kromatogramja

Mérési kortlmeények:

Aliéfazis Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kotve
Mozgéfazis A: CH4CN : 0,2 M NaClO; oldat 0,5:99,5 aranyu elegye

B: CH4CN : 0,2 M NaClO, oldat 70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tébb Iég:csﬁs gradiens (20 perc alatt B 0% - 53% valtozik)
Aramlasi sebesség 1,2 cm/perc
Hdémérséklet 70T
Nyomas (indulasnal) 24 MPa
Detektalas 215 nm
Injektalt minta 10 ul, (c~ 1mg,’cm3)

Elvégeztik human szérumalbumin (HSA) és a szarvasmarha szérumalbumin (BSA)
elemzését magas hémérsékleten (70C) mégpedig két Kovasil-MS-H oszlop sorba
kapcsolasaval. Ezzel az elvalasztas hatékonysagat jelentésen megnéveltlk. Az elva-
lasztdshoz szikséges id6t pedig, ami kevesebb, mint 22 perc volt — irodalmi adatokkal

Osszehasonlitva — jelentésen csdkkentettik [179].
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22. abra. Human szérumalbumin (HSA) emészimény peptidjeinek elvalasztasa

Merési kdrulmeények:

Allsfazis Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kdtve
Mozgofazis A: CH;CN : 0,2 M NaClO, oldat 0,5:99,5 aranyu elegye

B: CHsCN : 0,2 M NaClO; oldat 70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tobb Ié;a:)csﬁs gradiens (20 perc alatt B 0% - 53% valtozik)
Aram lasi sebesség 1,2 cm*/perc
Hémérséklet 70T
Nyomas (indulasnal) 24 MPa
Detektalas 215 nm
Injektat minta 10 pl, (c~ 1mg/em’?)

A nempordzus toltetek alkalmazasa tébb szemponthdl elényds:
Pdérusok hianyaban a polipeptidek gyakori, irreverzibilis két6dése az allofazis-
hoz elhanyagolhatd [180].
Az alkalmazott révid oszlopok (33-66 mm) gyors analiziseket és a kis csucster-
fogatok miatt nagy érzékenységet eredményeznek.
A biopolimerek jellegzetes deszorpcids tulajdonsagai miatt az alkalmazott révid

oszlopokon a szelektivitas nagy.
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Human és szarvasmarha inzulin
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23. dbra. Humaninzulin tripszinnel térténé — 0, 3, 6, 9 dra inkubalast kdvetd —
bontdsa utan kapott kromatogramok

Mérési kdrulmények:

Allsfazis Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kdtve
Mozgofazis A: CH;CN : 0,2 M NaClO;, oldat 0,5:99,5 aranyu elegye

B: CHsCN : 0,2 M NaClO; oldat 70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tdbb Iég:csﬁs gradiens (7,7 perc alatt B 0% - 100% valtozik)
Aram lasi sebesség 1,2 cm™/perc
Hémérséklet 70T
Nyomas (indulasnal) 24 MPa
Detektalas 215 nm
Injektat minta 10 pl, (c~ 1mg/em’)
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Human inzulint bontottuk tripszinnel. Az emésztést megelbézden elvégzett elvalasztas
soran kapott kromatogramon kllén-ktlon lathatd az inzulin (tg = 0,52 perc) és a tripszin
(ta = 8,15 perc) csucs. Az emeésziést kdvetben, a 3 dras inkubalas utan a
kromatogramon mar megjelennek az inzulin bontasa soran keletkezd peptidek, ennek

megfeleléen a tripszin cslcs alakja megvaltozik. (23. abra).

Elemeztlk a human és szarvasmarha-inzulin tripszines bontasaval nyert hidrolizatumot
is (24. abra). A kétféle inzulinmolekula lAncédban csupan csak egy aminosavban van
eltérés. A révid, 5,5 perces kromatogramon a keletkezd peptidek eltérd, jellegzetes

LUjjlenyomatot” szolgaltatnak.
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24. abra. Human és szarvasmarha-inzulin tripszines bontasanak dsszehasonlitasa

1: Human inzulin, 2: Szarvasmarha inzulin

(A mérési koriiményeket az 57. oldaldalon a 23. abrahoz tartozéan ismertettem.)
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Human és szarvasmarha citokrom-c

Elvégeztlk a human citokréom-c bontasat tripszines és kimotripszines kezeléssel is. A

tripszin €s a kimotripszin alkalmazasa eltérd peptidképzédéshez vezetett (25. abra).
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25. dbra. Human citokréom-c tripszines(1) és kimotripszines(2) bontasa soran kapott

peptidek elvalasztasa
Merési kériimények:

Allofazis Kovasil-MS-H (33x4,6 mm) 2 oszlop sorba kotve
Mozgéfazis A: CH4CN : 0,2 M NaClO; oldat 0,5:99,5 aranyu elegye

B: CH;CN : 0,2 M NaCIO, oldat 70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tébb Iég:csﬁs gradiens (7,7 perc alatt B 0% - 100% valtozik)
Aramlasi sebesség 1,2 cm/perc
Hd&mérséklet 70T
Nyomas (indulasnal) 24 MPa
Detektalas 215 nm
Injektalt minta 10 ul, (c~ 1mg,’cm3)

A révid, 9 perces, nagy felbontasu kromatogramon a tripszines es a kimotripszines
bontasa eredményeként jol megfigyelhetd néhany eltéré peptid jelenléte, eltéré reten-

cids idével jelennek meg kromatografias csucsok.
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A kis molekulatémeg(i szarvasmarha citokrém-c (M ~ 13.000 Da) a tripszines kezelés
soran 13 jol meghatarozott polipeptidre bomlik. A bomlast mar tébb szerzd is részlete-
senleita [169,181].
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26. abra. Szarvasmarha citokrom-c bontasabdl szarmazé peptidek elvalasztasa

1. GDVEK 5. KTGQAPGFSYTDANK 10. EDLIAYLK

2. YIPGTK 6. TGQAPGFSYTDANK 11. CAQCHTVEK

3. KYIPGTK 7. EDLIAY 12. GITWGEETLMEYLENPKK
4. IFYQK 8. MIFAGIK 13. GIMWGEETLMEYLENPK

9. TGPNLHGLFGR

Meresi koriimenyek:

Alléfazis Kovasil-MS-H
Mozgéfazis A: 0,2 MNaClO, oldatban 0,1% TFA
B: CH4CN : 0,2 M NaClO, oldat 70:30 elegyében 0,1% TFA
Gradiens tébb Iéecsﬁs gradiens (3,3 perc alatt B 6% - 35% valtozik)
Aram lasi sebesség 2.4 cm™/perc
Hd&mérseklet 70°C
Detektalas 215 nm
Nyomas (indulasnal) 35 MPa
Injektalt minta 10 ul

Tébblépcsbs gradiens alkalmazasaval — tekintve a viszonylag kisszamu bomlastermé-
ket — egy igen gyors modszert dolgoztunk ki az elvélasztasra €s a mennyiségi megha-

tarozasra (26. abra). Az altalunk kidolgozott médszerrel az elvalasztas idGszikséglete
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— 3 perc ala csokkentettlk — egytizede az irodalomban kdzétett elvalasztasok id&szik-

segletének, emellett az elvalasztas hatékonysaga sem romlott, inkabb javult [169,181].

6.2.2.3 Bioaktiv peptidek elvalasztasa és kimutatasi hataranak vizsgalata

Egy biocaktiv peptidekbdl dsszeallitott tesztelegy elvalasztasat is kidolgoztuk elsésor-
ban kimutatasi hatarok vizsgalata céljabdl (27. abra, 3. tablazat).

A kimutatasi hatar vizsgéalatat egy 7 komponensii peptideleggyel végeztik el.

A kimutatasi hatar jellemzésére a jel-zaj viszony szolgal, a zaj haromszorosat tekintet-
tUk a legkisebb értékelhetd jelnek, ez alapjan hataroztuk meg a kimutathatd mennyisé-

get.

A kimutatasi hatarok jorészt a 0,020 - 0,120 pikomol tartoméanyba estek. (A detektala-
sat 215 nm-en végeztik, ezen a hullamhosszon mar viszonylag magas a peptidek
fényabszopcidja, de a hattérzaj még nem jelentds). Az oxitocin viszonylag magas kimu-

tatasi hatarat a Leu-enkefalintél vald nem telies elvalasztadsa magyarazhatja.

3. Tablazat: Peptidek kimutatasi hatara

Kimutatasi hatar

Komponensek

[ng] [pmol]
Metionin enkefalin 0,052 0,090
[Arg®l-vazopresszin 0,069 0,060
Leucin enkefalin 0,065 0,120
Oxitocin 1,914 1,900
Angiotenzin Il. 0,014 0,090
Angiotenzin 1. 0,060 0,050
Inzulin (szarvasmarha) 0,115 0,020

61



mAU

175

150

100

15

50

215 nm

0 0.5 1 15 2 min

el

27. abra: Bioaktiv peptidek elvalasztasa

Metioin enkefalin, 5. Angioterzin Il
[Arg8)-vazopresszin, 6. Angioterzin I,

Leucin enkefalin, 7. Srzomatosztatin,
Oxitocin, & Inzulin (szarvasmarha)

Mérési kériimények:

Allofazis Kovasil-MS-H
Mozgofazis A: CHsCN:H,O0=2:98 +0,10% TFA
B: CH3CN:H,O =90:10 + 0,10% TFA
Gradiens tobb Ié;j:)csﬁs gradiens (2,0 perc alatt B 12% - 40% valtozik)
Aramlasi sebesség 1,4 cm/perc
Hoémérseéklet 25T
Nyomas (indulasnal) 36 MPa
Detektalas 215 nm
Injekta it minta 10 pl
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6.2.2.4 Standard protein keverék elvalasztasa, a visszanyerés vizsgalata

A porusmentes alléfazisok alkalmazasanak egyik elénye a proteinek jo visszanyerhe-
tésége (,recovery”) [182-184]. gy a kimutatasi hatar meghatarozasa mellett érdekes-
nek bizonyult a visszanyerés vizsgalata is. Ez természetesen nagy biopolimer moleku-
lak esetében érdekes, melyek hajlamosak — elsdsorban pordzus télteteken — az irre-

verzibilis adszorpcidra.

215 nm
mAU
2
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1III|IIII|LI|I|III|III||_I-'.'|'
0 1 2 3 4 5 min
28. abra. Proteinek elvalasztasa
1. Ribonukleaz A 2_ Inzulin (human) 3. Citokrdm c (l6) 4 _B-laktoglobulin
Merési koruimenyek:
Alléfazis Kovasil-MS-H
Mozgofazis A: CHsCN:H,O =20:80 + 0, 05% TFA
B: CH3sCN:H,O =90:10 + 0,05% TFA
Gradiens linearis gradiens (6,0 perc alatt B 6% - 42% valtozik)
Aramlasi sebesség 1,0 cm’/perc
Hoémérseklet 25T
Detektalas 215 nm
Nyomas (indulasnal) 24 MPa
Injekta it minta 1,0 pl (¢ = 0,25 mg/em?)
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Avisszanyerés ellenérzését egy standard protein keverék eivalasztasaval az irodalom-
ban [185,186] leirtak szerint végeztlk (28. dbra, 4. tablazat).

Az oszlopra 2 - 4 - 8 ul 250 ng/ul koncentracidju fehérje oldatokat injektaltunk. Az elem-
zés utan kapott csucstertiletek aranyosak a visszanyert anyagmennyiséggel, koncent-
racioval. A kalibralast adott fehérjékb&l kész(ilt hig tasi sorozat fotometrias meghataro-
zasaval vegeztlk el. A gyakorlatilag telies visszanyerés részben magyarazza az elva-
lasztashoz hasznalt allofazis hosszu ,élettartamat” is (nem kétddik a felllethez irrever-

Zibilisen minta). Ezzel a téltettel tdbb, mint 100 elvalasztast végeztink.

4. Tablazat: Proteinek visszanyerése

Komponensek Visszanyerés [%]
Ribonukleaz A 105
Inzulin (human) 96
Citokrém-c (16) 100
B-laktoglobulin 104

6.2.2.5 Baktoglobulin B és Blaktoglobulin A elvalasztasa

A B-laktoglobulin (M ~ 18.000 Da) 162 aminosavbdl all, két genetikai valtozatat ismer-
juk B-laktoglobulin A és B-laktoglobulin B. A két fehérje kdzoétti kllénbség a 64. és a 48.
pozicidban levé aminosavakban van, az A valtozatban Asp és Val, a B valtozatban Gly
és Ala [187,188]. A B-laktoglobulin pl. a tehéntej az egyik f6 tejsavo fehérje akotoré-
sze, allergén anyag, szerepe még tisztazatlan. Ennek kévetkeztében meghatarozasa,
ill. B-laktoglobulin A és B-laktoglobulin B elvalasztasa fontos analitikai feladat is egy-
ben. A nagyméretli molekuldk elvalasztasat a szokasos, 6-10 nm pérusméreti téltete-
ken nem sikerGlt megoldani, a nagyobb, 25-30 nm pdérusméretli pordzus tdlteteken
annak ellenére, hogy sikerllt elkerlini egyes mintamolekuldk méret szerinti kKizardda-
sat, a gyors elvalasztasokat megnehezitette, szinte lehetetlenné tette a mintamolekulak
részleges, irreverzibilis adszomcidja a téltet felliletén [189,190].

Magas hémeérsékleten és révid analizisidé alatt bomlastermék nem képzddik, az elva-
lasztas gyorsan elvégezhetd. Az eluens alacsonyabb viszkozitAsa miatt magasabb

aramlasi sebességgel dolgozhatunk, mint szobahdmérsékleten.
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29. abra. B-laktoglobulin B (1) és A (2) elvalasztasa

Mérési kéruimények:
Alléfazis
Mozgéfazis

Gradiens

Aram lasi sebesség
Hémérséklet
Nyomas (indulasnal)
Detektalas

Injekta t minta

Kovasil-MS-H

A: CH;CN:H,O =10:90 + 0,12% TFA

B: CH3;CN:H,O =90:10 +0,12% TFA

linearis gradiens (6,0 perc alatt B 6% - 42% valtozik)
36 cm3fperc

95T

36 MPa

215 nm

10 ul
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Egy, tdbb mint masfél éve hasznéalatban leévd oszlopon végeztik el a B-laktoglobulin A
és [B-laktoglobulin B elvalasztasat. Az alkalmazott kromatografias rendszer holttérfoga-
tat kiklGsz6bdlendd a gradiens programot az injektalas elétt (negativ idével) ind itottuk.
A kritikus elvalasztashoz 95°C hémérsékleten 12 masodpercre volt szUkség.

Osszehasonlitva irodalmi adatokkal [187-190] megallapitottuk, hogy az altalunk kidol-
gozott médszerrel a nempordzus télteten hatékony elvalasztast valdsitottunk meg (29.

abra).

6.3 Az anyagatadasi egyitthatok meghatarozasa

6.3.1 Terkitoltesi tenyez meghatarozasa

A méretkizarasos kromatografia (SEC) az egyik leggyakrabban alkalmazott médszer a
polimer vegylletek méreteloszlasanak meghatarozasara. Az ilyen jellegli mérések so-
ran kialakuld savszélesedés okait mar a '80-as évek elején is vizsgaltak [33,191]. Is-
mert, hogy a ford tott fazisu kromatografiaban a csucsok alakjat négy figgetlen anyag-
atadasi jelenség egylttesen befolyasolja. A méretkizarasos kromatografia soran a min-
tamolekulak nem adszorbealddnak az allofazison, igy a savszélesedés a mozgofazis
aramaban fellepd axialis diszperzid (D, ); a szemcsék felUletén kialak ulé klilsé anyagat-
adasi gétlas (kex) €s a szemcsékben kialakuld porusbeli diffuzio (D) ismeretében leir-

hato.

A méretkizarasos kromatografia ford tott, inverz maédjat az allofazisok geometriai para-
métereinek meghatarozasara alkalmazzak [33,34,191-193]. Jol definialt méreteloszlasu
standard polimerek injektaldsa esetén a molekulatbmeg flggvényében valtozo

asszimetriaju cslcsokat kapunk, amit a porusokbdl valé kizarodas eredményez.

A teliesen pordzus és a pordzus héju allofazisok térkitdltési tényez8inek meghataroza-
sara inverz méretkizarasos kromatografia modszerét alkalmaztam. A retencid a minta-
komponensek relativ méretének fliggvénye.

A meréshez felhasznalt polisztirolok retencios térfogatat molekulatdmegik kobgyok-

ének fliggvényében abrazoltam a 30.-31. abran.
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30. abra. A polisztirolok retencids térfogata molekulatémegUk kdébgydkének fliggveé-
nyében a pordzus alléfazison (SunFire C5 oszlopon)
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31. abra. A polisztirolok retencids térfogata molekulatémegik kdbgydkének flggveé-
nyében a pordzus héju alléfazison (Halo C4s 0szlopon)

Az alléfazis porusaiba bejutd polimerek egy egyenesen helyezkednek el (z6ld szind
vonal), ill. egy masik egyenessel (piros szinii vonal) jellemezheték a pérusokbdl kiza-
rodo polimerek. Az egyenesek metszéspontja altal meghatarozhaté az alléfazis poru-
saiba bejutd polimerek maximalis mérete. A kizarddd polimerekre illesztett egyenes a

térfogat tengelyen az allofazis szemcsék kozotti térfogatat (Vy) hatdrozza meg. Egy
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oszlop holttérfogata (V) az oszlop teljes, geometriai térfogatanak (Vg) az a része, me-
lyet a mozgofazis tolt ki. A porusterfogatot (V) a holttérfogat és a szemcsek kdzotti
térfogat klldnbségeként adjuk meg.

A teljes térkitéltési tenyezbt (&) és a kllsd térkitdltesi tényezdét (g.) a kévetkez8képpen
hataroztam meg:

VM

— 42

& v, (42)
Vv

£ =-0 43

=V, (43)

A szemcseken bellli, belsd terkitdltési teényezo (gp) az elézbek ismeretében megadhato

E—&
£, =L —¢ 44
P 1-¢g (#4)
Osszeflggéssel.

A kapott eredményeket az 5. tablazatban foglaltam ¢ssze.

5. Tablazat. A pordzus és a pordzus heju allofazis geometriai paramétereinek
Osszehasonlitasa

d L A Ve ") Vn% r (L N
(cm) (cm) (cmz) (cma) (cm3) (cm™)

SunFire 0,30 10 0,0706 0,706 0,256 0,459 0,634 0,362 0,426

Halo 046 10 0,1661 1,661 0,708 0,846 0,509 0426 0,145

d az oszlop atmérdje, L az oszlop hossza, A az oszlop kereszimetszete, Vi az oszlop teljes térfogata,

V) a tiltet szemcsék kdzott térfogata, Viy az oszlop holttérfogata, 5 a teljes térkitdltési tényezd, T a kil

s terkitoltesi tényezd, 5, a belsd térkitoltési tényezd
A térkitdliési tényezbket 6sszehasonlitva megallap thatd, hogy a pordzus allofazis tel-
jes porozitasa, teljes térkitéliési tényezbje nagyobb. A belsd térkitdliési tényezdk ese-
tében ez a klldnbség jelentdsebb, ami a pordzus héju alléfazis esetében a pordzus hej
vastagsagabdl adddhat. A nem pordzus mag miatt a difflizidos utak hossza lecstkken,

ami gyorsabb anyagatadast eredményez, mint ami a pordzus allofazison tapasztalhato.

6.3.2 Azanyagatadasi egyiitthatok meghatarozasa

A 5.4 Meresi kérilmeények pontban leirt feltételek mellett elvégeztem a méréseket,

mindk ét toltet vizsgalatanal ugyanugy jartam el.
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A 32. abra mutatja a human inzulin injektalasa soran nyert kromatogramokat porézus
héju (Halo Cy;) tolteten. A kromatogramon a detektorjelet a retencids térfogat flggve-
nyében abrazoltam. A mozgdfazis aramlasi sebessége 0,1 cm’/perc és 1,3 cm?/perc

volt.

350

Aramlasi sebesség:1,3 cm/perc
0,1 cm*/perc
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32. abra. Human inzulin csucsok Halo Cyz allofazison

Az aramlasi sebesség ndvelésével a cslcsszélesedés szignifikans, a retencids ténye-

z6 n6 az aramlasi sebesség, ill. a nyomas fliggvenyében (33.—-34. abra).

Alacsony aramlasi sebességnél az inzulin nem elualédik lassabban, mint magasabb
aramlasi sebességnél, azonban retencios térfogatat a mozgdéfazis aramlasi sebessége
erésen befolyasolja.

Porézus héju alléfazison 0,02 cm®/perc aramlasi sebesség mellett az inzulin retencios
tényezdje k' = 4,85 (33. abra), a magasabb, 1,3 cm®/perc aramlasi sebesség mellett
pedig k’ = 10,31.

A retencids tényezét a szabad keresztmetszeti térfogatra vonatkoztatott lineéaris sebes-
ség (un)— a késdbbiekben (33.- 38. abra) réviden mozgdfazis sebesség — flggvenyé-

ben abrazoltam.

A kis molekulak esetében nem jellemz8, a fehérjék és mas nagy molekulak esetében
viszont megfigyelték, hogy a nyomas/aramlasi sebesség erdésen befolyasolja a retenci-
6t [194-198]. A retencids térfogatbeli kulbnbséget az emelkedd aramlasi sebesség mel-

lett a fokozdodod nyomasvaltozas okozza.
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33. abra. A retencids tényezd valtozasa a mozgofazis sebességének fliggvényében

Az altalam meért adatok az irodalomban leirtakkal jo egyezést mutatnak [194,195]. A
34. abra is ezt mutatja; az inzulin retencios tényezéje mindkét oszlop esetében az osz-

lopon uralkodd atlagnyomaéassal egyitt ndvekszik.

A retencids paraméterek €s a termodinamikai mennyiségek kozti dsszefliggés a kovet-
kezdképpen irhatd le:

AG =-RTInK =-RTIngk = AH -TAS = AE + pAV,, —TAS (45)
ahol AG, AH, AE, és AS a rendszer szabadentalpia, entalpia, belséenergia és entrépia
valtozasa; R az egyetemes gazallandd, T abszolut hémérséklet, K adszorpciods allando,
g fazisarany, k retenciés tényezd, p a nyomas, és AV, az allo- és mozgofazisbeli par-

cialis molaris térfogatok ktlénbsége.

A (45) egyenlethdl
Ink 500 50k +'A—S—In¢:- (46)
RT RF R

Ink nyomas szerinti elsd derivalija allando hémérsékleten, ha az allo- és a mozgofazis-

beli térfogatvaltozas — a nyomasvaltozastol fliggetlendl — allandd marad:

(47)
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Az UHPLC elvalasztas soran jelentés a nyomasvaltozas, itt az oszlopra a belépd nyo-
mas eléri az 1000 bar-t. A polaris €s ionizalt komponensek belépve a hidrofdb allofa-
zisba elveszitik hidratréteglket, ennek kévetkeztében a parcialis molaris térfogatok

valtozasa jelentds [175].

1 SunFire .
10 Halo a

2 T 1 L T U L] T
0 20 40 60 80 100 120 140 160

patlag (ba r)

34. abra. A retencids tenyezd valtozasa az atlagnyomas flggvényében

A hidrofdb feltileten lejatszédd adszorpcid soran a fehérjek molaris térfogat cstkkené-
se meg jelentésebb. (Pl az inzulinmolekula adszorpcidja megvaltoztatia a molekula
szerkezetét.) A fehérjemolekulak konformacié valtozasa az adszorpcid soran (a-hélix
— B-lemez szerkezet(i polipeptid lancokat tartalmazd szalakka, fibrillumokka alakul at
[199]) egy olyan jol ismert jelenség, ami a hidrofob mag kialakulasahoz vezet
[173,174].

Az inzulin retencids paramétereinek erbtelies valtozasa az aramlasi sebességgel, tehat
azzal magyarazhatd, hogy az inzulin parcialis molaris térfogata kisebb az alléfazison
adszorbealddva, mint mikor a mozgofazisban oldva van. Ezért az inzulin adszorpcidja

magasabb nyomasokon jelentdsebb, mint alacsonyabb nyomasoknal.

A kromatografids csuicsok momentumainak meghatarozasa

A kromatografias csucsalakok meghatarozasara a leggyakrabban hasznalt aszimmetri-
kus modellt [141], az exponencialisan modositott Gauss—flggvényt (EMG) — egy csok-
kend exponencialis és egy Gauss—gdrbe konvollcidja — illesztettem a kromatografias
cslicsok adatsorara. A fliggvény nemcsak nagy pontossaggal illesztheté a csulcsokra

(kivételt képez néhany kis retencios idejii, nagy aszimmetriaju csucs), hanem kénnyen
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belathato fizikai tartalommal is bir. A Gauss—gdrbét olyan hatasok okozzak, mint pl.
aramlas az oszlopban €s az 6sszek6td kapillarisokban. Az elsd rendl késleltetd hata-
sok pedig, mint pl. az injektor holttereiben vagy a detektorban t6rténé keveredés expo-
nencialis fliggvényekkel irhatok le.
Az EMG fluggvény a kdvetkezdkeéppen irhato fel:

A ol t-tg o t-t,

1-erf -

= A exp| T |2 48
o 2TSexp 27’ T NEYNCY. (48)

ahol A a csUcs alatti tertilet, f; a csUcs retencids ideje, oa cslcs szélessége, 7az ex-

ponencialis tag id6allanddja.

Az illesztéshez a PeakFit v4.12 programot hasznaltam.
Az EMG flggvény paraméterei alapjan meghataroztam a csucsok elsé és masodik

momentumat
M =fR+]r ﬂ"2=0'2+}'2_ (49) - (50)

Amennyiben a fizikai-kémiai paramétereket a kromatografids csucsok alakja alapjan

hatarozunk meg, tébb csucsszélesedést okozd tenyezdt is figyelembe kell venni. llyen
az alléfazis hatasa (L), a mozgdfazis hatasa (L) €s a rendszer oszlopon k ivlli térfo-

gatanak hatasa (lsys). A csucsok elsé és masodik centralis momentumat e harom ha-

tas Osszegeként a
y=ﬁs+ym +ys}xs (51)
egyenlettel adjuk meg.

A momentumokat korrigaltam az injektalas és a rendszer okozta csuicsszélesedés mer-
tékével. A hozzajarulasok mértékét tiokarbamid — oszloppal (L) —, ill. az inzulin — osz-
lop nélkUli (tsy,s) — injektalasaval mértem ki. A tanyérmagassag szamolasahoz a mar

korrigalt momentumokat hasznaltam fel.
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Az altalanos sebességi modell alkalmazasa

A modell akkalmazasa soran szamos kllénbézd mdédszer Iétezik az axialis diszperzid
€s a porusbeli difflzid meghatarozasara.

Abban az esetben, ha minden egyes mozgdfazis aramlasi sebességhez tartozdéan az
axialis diszperziot (D,) a Gunn korrelaciéval (19), a kulsé anyagatadasi egyUtthatd (key)
értékét pedig a Wilson—-Geankoplis egyenlettel (23) szamoljuk, valamint a pdrusbeli
diffuzios egyutthatot (D,) — kisérletileg meghatarozott csucsszélesseg értekek felhasz-
nalasaval — a (9) egyenlettel, akkor az axialis diszperzidés egyttthatora (35. abra) és
porusbeli diffuzids egyltthatora (37. dbra) a mozgofazis sebességétdl fluggd értéket
kapunk.

A szamolasok soran a kromatografids csucsok momentumait korrigaltam, majd (2)

egyenlet alapjan meghataroztam a tanyérmagassagot.

Kaczmarski és Guiochon [200] pordzus héju téltet esetében a (9) egyenletet korrigélta:

2 —

! _ 2
H=t# =200 ,20 0k —nh , b po (52)
woou, F —k +173ky 15D, -
R érteke a kdvetkezd egyenlettel szamolhatd
R ry +2r)n +3r;r? —r,r® =5r" (53)

2 2
(2 +rp+r2f

ahol r; €s r,a pordzus heéj belsd es klilsé sugara.
Az altalam vizsgalt Halo C4g téltetre R= 0,588, a teliesen pordzus téltetek esetében
pedig R =1,000.
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Axialis diszperzio meghatarozasa
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35. abra. Az inzulin axidlis diszperzios egyltthatdja a mozgdfazis sebességének
flggvényében
[A Gunn egyenlettel (GE), a Tanyérmagassag egyenlettel (TE) és Momentum anal zissel (MA) szamolval
A Gunn-egyenlettel a telies — 0,02 - 1,3 cm®/perc — aramlasi sebesség tartomanyban
minden egyes sebességhez meghataroztam az axialis diszperzio értékét. A kapott

eredményeket a 6. tablazatban foglaltam &ssze.

6. Tablazat. Az inzulin axialis diszperzios egyutthatdi (D,, cm?/s).

SunFire Halo

1,00-10°%-4,95-10* 9,51-107-7,91-10°

KiilsT1 anyagatadasi allando meghatarozasa

A Wilson-Geankoplis-korrelacié (23 egyenlet) a klilsé anyagéatadasi allandd meghata-
rozasara altalanosan alkalmazott dsszefliggés. A kllsd anyagatadasi allanddt, ko€t a
(23) egyenlettel a Reynolds-szam, a Schmidt-szam és a molekularis difflizid ismereté-
ben a (21) egyenlet alapjan kiszamolt Sherwood-szam segitségével meghataroztam.
Az aramlasi sebesség emelésével k., ertéeke ndvekszik, mivel csdkken az allofazis

szemcséit boritd folyadékfilm rétegvastagsaga.
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36. abra. A klilsé anyagatadasi allandd a mozgéfazis sebességének flggvényében
O

A kulsé anyagatadasi allandd (k.:) ertékek a Wilson-Geankoplis-korrelacioval (23
egyenlet) szamolva— 1,1-102 - 6,8-102 cm/s tartomanyba esnek — a vartnak megfelel-
nek (az ertéekek a mozgofazis sebességetdl erdsen flggnek), és az irodalmi adatokkal
jo6 egyezést mutatnak [139].

Az allofazisok kllsd anyagatadasi allandodinak (key) értéke eltér. Ez az eltérés, ami a
kllénb6zd méretli részecskéknek készénhetd, azonban elhanyagolhatd.
Megallapitotiuk tehat, hogy az inzulin esetében a kllsé anyagatadasi egyuithatd hoz-
zajarulasa a savszelesedéshez elhanyagolhatd, a legfontosabb savszélesedést okozod
tenyezd a porusbeli diffuzid.O

O

0

Porusbeli diffuziés egylifthaté meghatarozasa

Az alléfazis poérusaiban a folyadék fazis nem aramlik, és a mintamolekulak kllénb&zd
iranyu diffizioval jutnak at az alléfazis porusrendszerén, a difflziok dsszegzddnek,

egylttesen hatarozzak meg a porusbeli difftizids egyltthatodt.
A porusbeli diffizio a savszélesedés egyik lehetséges oka. A savszélesedéshez vald

hozzajarulas D, és a k. ismeretében kiszamolhatd. A (10) egyenletbdl kiszam itottam a

porusbeli diffuzid hozzajarulasat a tanyérmagassaghoz, és a (13) egyenlettel meghata-
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roztam az allandd értékét minden egyes aramlasi sebesség mellett (39. dbra és 7. tab-

lazat).
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37. abra. Az inzulin pérusbeli diffuzids egyUtthatdja a mozgdfazis sebességének
) flggvényeben
[Altalanos sebessegi (GR) modell, Tanyérmagassag egyenlet (TE) és a Momentum analizis (MA) alapjan]

7. Tablazat. Az inzulin porusbeli difftzios egyttthatoi (Dp, cm?/s)

SunFire Halo

1,61-10°-2,39-10°° 7.41-10"°- 10010

Avan Deemter-egyenlet alkalmazasa

Az anyagatadasi egyltthatokat a van Deemter-egyenlet illesztésével is megkaphatjuk.
A komponensek csucsainak momentumait a rendszer oszlopon kivli térfogataval (usys)

korrigalva szamitottam ki a tanyérmagassagot.
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38. abra. Tanyérmagassag a mozgoéfazis sebességének flggvényében
[A jelek mért, a vonalak illesztett adatok van Deemter egyenlet szerint (25)]

Mivel az altalanos sebesség modell tanyérmagassag egyenlete nem tartalmazza az A

egyutthatot, az anyagatadasi egyuUtthatok meghatarozasahoz a kromatografias folya-

matokban szerepld fizikai-kémiai jelenségekrdl a B/, és a Cu, tagbdl nyerhetd infor-

macio. A 38. abran a kisérleti adatok alapjan szamolt tanyérmagassag értékeket abra-

zoltam mindkét allofazis esetében, a méresi pontokra a (25) egyenletet illesztettem.
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39. abra. Tanyérmagassag a mozgofazis sebességének fliggvényében

[A jelek mért, a vonalak illesztett adatok]






