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1. Roviditések jegyzéke

Deff
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Hext

HL

A-tag a van Deemter, Knox és Giddings-egyenletben
B- tag a van Deemter, Knox és Giddings-egyenletben
C- tag a van Deemter, Knox és Giddings-egyenletben
effektiv diffuziés egyutthato

molekularis diffuziés egyutthatod

axialis diffuzios egyuitthatd

porusbeli diffuziés egyutthato

szemcseatmeérd

E-tag a Giddings-egyletben

fazisarany

aramlasi sebesség

elméleti tanyérmagassag

a kulsé anyagatadasi gatlas hozzajarulasa az elméleti
tanyérmagassaghoz

az axialis diszperzié hozzajarulasa az elméleti
tanyérmagassaghoz

elérhet6 legkisebb elméleti tdnyérmagassag

a poérusbeli diffuzié hozzajarulasa az elméleti tanyérmagassaghoz
redukalt tanyérmagassag

elérhet6 legkisebb redukalt tAnyérmagassag
retencids tényez6

hidrofob retencio (alkillancok mennyiségére utal6 retencios érték)
adszorpcios egyensulyi allando

kils6 (szemcsefellleti) sebességi allandd
oszlophossz

molekularis tomeg

elméleti tanyérszam

abszolut hémérséklet

retenciés id6

holtid6

parkolasi id6é a csucsparkoltatasos méréseknél
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a mozgofazis szabad keresztmetszeti fellletre vonatkoztatott
linearis sebessége
a mozgofazis intersticialis, azaz a szemcseék kozotti sebessége

retencios térfogat

ethylene bridged hybrid

kétsugaras pasztazoé elektronmikroszkop

(Focussed lon Beam Scanning Electron Microscope)
Fourier-transzformacids infravoros spektroszkopia

altalanos sebességi modell, General rate model

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
folyadékkromatografia

folyadékkromatograf-tomegspektrométer
tomegspektrométer

magneses magrezonancia spektroszkopia

pasztazo elektronmikroszkop (Scanning Electron Microscope)
ultra-nagyhatékonysagu folyadékkormatografia

aszimmetria érték (USP tailing factor)

gyorsfolyadékkromatografia

elvalasztasi tényez6

fellleti boritottsag

sztérikus szelektivitas

H-hidas kotéskapacitas
obstrukcios (tortuozitasi) faktor
nyomaseseés

kilsé térkitoltési tényezé

belsd térkitoltési tényezd
dinamikai viszkozitas

alléfazis aramlasi ellenallasa
kromatografias csucs elsé abszolut momentuma

a kromatografias csucs masodik centralis momentuma



redukalt mozgofazis sebesség
csucsvariancia

id6ébeli variancia

térfogatbeli variancia

hossziranyu variancia

teljes csucsvariancia

parkolasbodl eredd csucsszélesedés
rendszer csucsszélesité hatasa
toltetagy csucsszélesitd hatasa

oszlopvégek csucsszeélesité hatasa



2. Bevezetés

Az interdiszciplinaris tudomanyok egyik legujabb és legdinamikusabban fejl6dé
terlleteként ismeretes az elvalasztastudomany. Az analitikai, vagy preparativ
elvalasztastechnikai moddszerek a tudomanyos kutatéas és az ipar szinte
valamennyi tertletén érvényesulnek.

Az elvalasztastechnikai eljarasok kozul az egyik leggyakrabban alkalmazott
analitikai modszerré valt a folyadékkromatografia (LC), mind a kutatas, mind a
rutinvizsgalatok soran. Az utobbi évek soran szamos technikai fejlesztésnek
koszdnhetéen az eddig elérheté nagyhatékonysagu folyadékkromatografias
(HPLC) készllékek mellett egyre nagyobb teret nyert az ultra-nagyhatékonysagu
folyadékkromatografias (UHPLC) készulékek hasznalata is. Az alapvet6
klldnbség a két miszer k6zott, hogy mig a HPLC-nél a fels6 nyomas korlatja 400
bar volt, addig az UHPLC készulékek 1000-1200 barig is tUzemelnek.

A nyomasesés a kolonnan a kdvetkez6 6sszefliggéssel irhaté le:

nLv

AP = 35

2.1.
ahol n a mozgoéfazis viszkozitasa, L a kolonna hossza, v az aramlasi sebesség,
6 az alléfazis aramlasi ellenallasa, dp pedig a toltet szemcseatmérdje.

A 2.1. egyenlet (Darcy-torvény) alapjan jol lathatd, hogy ha kisebb
szemcseatmérdji an. szub-2 ym (2 um alatti) tolteteket hasznalunk, akkor a
nyomas novekedni fog, ennek mérséklése érdekében UHPLC-s rendszereknél
altalaban 2,1 mm belsé atméréji és rovid (5 cm hosszu) folyadékkromatografias
oszlopokat hasznalnak (1-4).

igy az elemzési idé is csdkkenthetdé az elvalasztasok soran a révidebb
oszlopkialakitas és az alkalmazhaté magasabb optimalis linearis sebességeknek
kdszdnhetben, emellett azonban az oszlop hatékonysaga nem feltétlenul né. Az
elvalasztas hatékonysaganak novelése érdekében hosszabb oszlopokra van
szUukség, melyek hasznalata magasabb elméleti tanyérszamot eredményez, de
ebben az esetben ismét szamolnunk kell a nyomas, illetve a mozgéfazis surlédasi
héjének ndvekedésével, igy az oszlop és a készulék korlataival (5-7).

A készllékek fejlédésével parhuzamosan az alléfazisok teriletén is folyamatos
Ujitasokkal allnak el a gyartok a felhasznaldk igényeinek kielégitésére.



A részecskeméretek folyamatos csokkentése mellett fontos megemliteni, hogy a
nem-porézus, a perfuzids (8) és a teljesen porozus toltetek mellett megjelentek
Az all6fazisok szerkezetének fejlédése mellett nagy hangsulyt fektetnek még
arra, hogy a toltetek szélesebb pH tartomanyban is hasznalhatdak legyenek, erre
a célra el6szor a Waters fejlesztett olyan szilikagél alapu alléfazist (XTerra),
amely a vazaban metiléncsoportokat is tartalmazott (5). Ezek az oszlopok
bazikus korulmények kozott sokkal stabilabbnak bizonyultak, mint a korabbi
szilikagélek. Kés6bb szintén a Waters hasznalt etilénnel kapcsolt trietoxi-szilant
a szol-gél kialakitasahoz. Ezeket az oszlopokat XBridge néven hoztak
forgalomba (5).

Kirkland és munkatarsai két szomszédos szilanolcsoport segitségével egy
specialis kotés fazist fejlesztettek ki (11). Ezt a terméket az Agilent Technologies
Zorbax Extend néven forgalmazza és szamos oszlopkonfiguraciéban kaphato. A
Phenomenex is kifejlesztett egy eljarast, hogy allofazisaik kiterjesztett pH
tartomanyon belll is alkalmazhatéak legyenek. A szilikagél gyartasanak utolso
szakaszaban egy szerves réteggel Uj kompozit részecskét hoznak létre. igy a
részecske mechanikai szilardsaga és hatékonysaga megmarad, mikdzben a
szerves héj megvédi a részecskét.

Az is fontos fejlesztési szempont volt, hogy bazikus vegylletek elvalasztasa is
lehetséges legyen forditott folyadékkromatografias korulmények kdzott. Ehhez
ma mar rendelkezéslnkre allnak az un. bazis-deaktivalt forditott fazisu
alléfazisok, melyeknél a szilikagél fellleti moédositasa soran hatramaradt szabad
szilanolcsoportok szamat utészilanizalassal (end capping eljarassal) csdkkentik

minimalisra (12).



3. Célkitizések

Szamos modszer létezik folyadékkromatografias alléfazisok kémiai jellemzésére.
Munkam elsé részeként kulonb6zé tipusu forditott fazisu Cis-as (teljesen
porézus, héjszerkezeti és monolit) gyorsfolyadékkromatografias all6fazisok

tulajdonsagainak vizsgalata volt a cél, kulonos tekintettel a szilanolhatasra.
Kutatasi céljaim ezen teruleten a kovetkez6képpen irhatoak le:

1. Minden egyes oszlop esetén a Tanaka-teszt |épéseit kovetve
meghatarozzuk az alléfazison a hidroféb retenciét (kag), a fellleti
boritottsagot (a(cHz)), a sztérikus szelektivitast (avo) és a H-hidas kétésekre
val6 hajlamot (ace).

2. Az Aall6fazisokon visszamaradt szilanolcsoportok hatasa kulonb6zé
tesztvegyuletek segitségével vizsgalhatd. A hagyomanyos tesztek esetén
egyre jobb eredményeket produkalnak ezek az uj tipusu, bazis-deaktivalt
(base-deactivated)  allofazisok, éppen ezért érdemes  tobb
tesztkomponenst  kivalasztani a  vizsgalatok soran, amelyek
érzékenyebbek a szilanolcsoportokra. A retencios (k) és aszimmetria
(USP T ) értékeket mindegyik oszlop esetében meghatarozasra kertlnek.

3. A kapott értékek alapjan 0sszehasonlitom a kuldnb6zd tipusu

allofazisokat.

Tovabbi munkam soran ugyancsak gyorsfolyadékkromatografias oszlopok
vizsgalatat folytatom, viszont mas aspektusbdl. Ezuttal az oszlopok
kialakitdsanak, toltésének a hatasat vizsgalom a folyadékkromatografias

elvalasztas hatékonysagara és a toltetagy heterogenitasara.

4. 3-3 teljesen (5, 10, 15 cm) pordzus és héjszerkezetl toltettel rendelkezé
oszlopot vizsgalok oszlopforgatasos modszer segitségével:
o elsd Iépésként az oszlopok hatékonysaganak vizsgalata (Hmin), az
optimalis aramlasi sebeség meghatarozasa
o a mintakomponens (kismolekula) diffuziés egyutthatéjanak
megallapitasa ,peak parking”, vagyis csucsparkoltatasos/

megallitott aramlasos mddszerrel



o oszlopforgatasos meérések elvégzése az oszlopok kulonbdzé
,Szeleteinél”

o a csucsszélesitd hatasok Osszevetése a kulonbozé oszlopok
esetében (tdltetagy heterogenitasa, oszlopvégek hatasa)

o Osszefuggést keresek az oszloptoltés hatasa és a toltetagy

heterogenitasa kozott

5. Héjszerkezetli oszlop esetében vizsgalni fogom, hogy az
oszlopforgatasos modszer kivitelezhetd-e nagy molekulakkal is. Ezzel ki
tudnam zarni a pérusokon beldli diffuzié hatasat a csucsszélesedésre.

6. Korabban mar hasznalt oszlopok fritieit fogom  vizsgalni
elektronmikroszkdppal, hogy kideritsem van-e barmilyen roncsolé hatasa

a toltésnek a fritek szerkezetére és a szemcsék épségére.
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4. Gyors folyadékkromatografia létrejotte — allofazisok és

készulékek fejlédése

A folyadékkromatografia miszerezettségének kialakulasa az 1960-70-es évekre
tehet6 (13-14). Ekkor mar elérhetbek voltak az 5 ym szemcseatmérgja toltetek,
melyek mar gbmbszimmetrikus szilikagél alapu részecskékkel rendelkeztek, a
korabbi szabalytalan szemcséjii allé6fazisokhoz képest (15). Ez idd tajt terjedtek
el a 4,6 mm atmérdji kolonnak, melyek 15 vagy 25 cm hosszuak voltak. A
folyadékkromatografia miszerezettsége is az ilyen paraméterii kolonnak
igényeihez volt igazitva. Ezaltal az akkori mintaadagolasi térfogat 10-100 pl kdzé
esett, a detektorok cellatérfogata 10 ul, az 6sszekotd kapillarisok belsd atmérdje
pedig 0,25 mm volt.

Ezek utan hosszu ideig inkabb csak a szamitogépes vezérlésben és az
adatgydjtés teruletén torténtek fejlesztések, mig nem egyre nagyobb lett az igény
arra, hogy a meérések reprodukalhatésaga terén is javulas mutatkozzon. A
reprodukalhatésagot nehezitette, hogy a forditott fazisu szilikagél alapu
allofazisok magasabb fémion tartalommal rendelkeztek és viszonylag magas
szilanol aktivitast is mutattak a kismértékl boritottsaguk miatt. Emellett a
kolonnak fellileti, fizikai-kémiai tulajdonsagai is sarzsrél sarzsra valtoztak. igy
ujfent el6térbe kerllt a kolonnatechnoldgia fejlesztésének kérdése.

Ezeket a fejlesztéseket a 1990-es évek végére, 2000-es évek elejére sikerult is
megvalositani. Megjelentek az 5 pm szemcseatmérgji alatti  toltetek.
Hasznalatuk soran a kromatografias csucsok szélessége is jelentésen csdkkent,
ezdltal nétt a technika hatékonysaga is, igy nétt a kolonnak csucsfelbontd
kapacitasa is.

Ebben az esetben még HPLC készllékekrél beszélink, melyeknek a felsé
nyomastartomanya 400 bar korlli. Az elemzési id6k mintatdl figgéen 5-60
percesek voltak, még viszonylag nagy csucsszéledési értékek mellett.
Kovetkezé lépéskeént jelentek meg a gyorsabb kromatografias mddszerek irant
az igények, ahol kisebb savszélesedési értékek érhetbek el.

Ezt a célt tobbféleképpen lehetett megvaldsitani. Az egyik ilyen opciéo a
kolonnaatmerdk, illetve a szemcseatmérdk tovabbi csokkentése volt. Ezaltal ma
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mar elérhetbek az un. szub-2 pm-es all6fazisok is. A masik lehet6ség a
hémérséklet novelése volt az elvalasztasok soran, illetve a harmadik fejlesztési
méd a nagyobb permeabilitast kolonnak kifejlesztése volt. igy jelentek meg a
A 2 ym alatti toltetek megjelenése és a magasabb hémérséklet alkalmazasa

viszont megkovetelte a készulékek ujitasat is (16-17).

4.1. Toltetek fejlodése

Kezdetben a folyadékkromatografias mérések adszorpcion (18) vagy folyadék-
folyadék (19) megoszlason alapultak, melyekhez szabalytalan alaku, nagy
szemcseatmérgji tolteteket hasznaltak. Ahogy mar emlitésre kertlt, az 1970-es
évektdl jelentek meg a kisebb szemcseatmérdji szilikagél alléfazisok, majd pedig
a szilikagél alapu, de kémiailag modositott fellletl forditott fazisu alléfazisok,
melyeken kiulonb6z6 hidroféb jellegli csoportok biztositjak az elvalasztast, ezzel
kikiszdbolve a folyadék-folyadék megoszlasos kromatografia tobb problémajat
is (15).

Mara az ilyen tipusu forditott fazisu toltetek lettek a legelterjedtebbek a
gyakorlatban (90%-0s részarany), igy dolgozatomban is csak ilyen tipusu
allofazisok vizsgalatarol ejtek majd szot, kozottik is az un. Cis-as, oktadecil-

lanccal modositott fellletl szilikagél alapu toltetekrdl.

rrrrr

A kromatografias célokra hasznalt szilikagélek porézus szerkezetliek, ennek
kdszonhetéen nagy a fajlagos felliletik (akar 500 m?/g), mely kedvez az
adszorpcios kolcsonhatasoknak és emellett nyomasallésaguk is alkalmassa teszi
O6ket a HPLC-s mérések soran kialakult nagy nyomasesés tlirésére. Azt is meg
kell emliteni, hogy az olddszerek Osszetételének valtoztatasanak hatasara nem
duzzadnak meg, igy alkalmasak gradiens elucios elvalasztasokra is.

A szilikagél eléallitasanak koriiményei nagyban befolyasoljak annak porozitasat
és a fellleti tulajdonsagait (20).

Az elvalasztas soran a retencids mechanizmust a szilikagél fellletén a
szilanolcsoportok befolyasoljak, de amint kémiailag mddositott fellletl forditott
fazisu szilikagélekrél beszéllink, esetukben a fellleti boritottsag mértéke, a

fajlagos felllet és a porozitas lesz a meghatarozo (21).
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A kromatografias elvalasztasokra a hidratalt felulet( szilikagél a legalkalmasabb,

mely felUletén szilanol (-Si-OH) és sziloxan (-Si-O-Si-) csoportok is el6fordulnak.

1. abra: A szilikagél feliiletén
talalhato szilanolcsoportok (17)

A szilicium atomhoz egy vagy két szilanolcsoport (1.abra/ c) is kapcsolodhat
(geminalis helyzet), bar a két szilanolcsoport kapcsolodasat még nem sikerult
eddig egyértelmlien bizonyitani (17). Két szilicium atom tavolsaga, melyek egy-
egy szilanolcsoportot tartalmaznak, befolyasolja a csoportok aktivitasat. Ha olyan
geometriai helyzetben vannak, hogy nem lehetséges a H-hidas kdlcsdnhatas ,
akkor beszéllnk izolalt vagy szabad szilanolcsoportokrdl (1. abra/ a). Ha a két
szilanolcsoport tud H-hidas kotést létesiteni, akkor vicinalis szilanolcsoportokrol
beszélhetlnk (1. abra/ f).

Ha a szilanolcsoportok vizzel hoznak létre H-hidas kotést, akkor ezeket
dezaktivalt szilanolcsoportoknak nevezzik (1. abra/ e). A szilikagélbe beépulé
féimonok az 1. abra b) és d) helyein lathatéak. Ha szilanolcsoport kdzelében
vannak (1. abra/ d), akkor polarizaljak az elektroneloszlast, igy a proton
konnyebben disszocialddik a szilanolcsoportbdl, igy savas szilanolcsoport jon
létre. Az un. szilanolat (Si-O") kationcserél6 helyként funkcional ebben az
esetben (17), (22).

A szilikagéleket a szilanolcsoportjaikon keresztuk modositjak leggyakrabban
szilanilazasi reakciéval.

A forditott fazisu kromatografiaban leggyakrabban -Co,...-C30 szénlancokat
visznek fel a szilikagél fellletére. A legelterjedtebb ezek kdzll az oktadecil-
csoporttal médositott szilagélek csoportja. Ezek mellett azonban még szamos,

,,,,,
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pentafluorozott-fenil és ciano fazisok, illetve polaris csoportot is tartalmazé alkil
modositasu, polimer modositasu és atmeneti modositasu fazisok is.

A szénlanc kapcsolasahoz a szilanizalasi reakciot hagyomanyos esetben
monofunkcids klér-szilanokkal valdsitjak meg, mely soran sdsav kilépése kdzben
a kivant alkil-csoport a szilanolcsoportra kothet6 (17). Ez a reakcié hozzavetbleg
40-50%-0s hatékonysaggal valdsithatd meg, mivel a feluletre felvitt ligandumok
arnyékoljak a fennmaradd szabad szilanolcsoportokat. Ezek a szabad
szilanolcsoportok erésen befolyasolni fogjak a kromatografias elvalasztast, mivel
er6sebb kolcsonhatast tudnak kialakitani (H-hidas), mint a hidroféb pl. oktadecil
alkillancok (diszperzios).

A nem reagalt szilanolcsoportok szamanak csokkentésére utdszilanizalasi
reakciot szoktak végrehajtani, mely soran un. end-capped fazisok jonnek Iétre
(17). Létezik egyszer, kétszer, illetve ma mar elérhetéek a haromszor
utoszilanizalt toltetek is. Erre a célra altalaban trimetil-klérszilant hasznalnak,
mely kis mérete miatt kdnnyebben hozzafér a szabad szilanolcsoportokhoz.

A szilikagél alapu alléfazisok alkalmazhatésagat nagymértékben befolyasolja
még az oldhatésaguk is, mely pH 8-9-es tartomanyban ndvekszik meg
jelentésen. Ezen a magasabb pH tartomanyon érdemes az un. hibrid tolteteket
alkalmazni, melyek nem csak -Si-O-Si- kotéseket tartalmaznak, hanem
sziliciumhoz felvaltva kapcsolodik metil és szilanolcsoport is, vagy pedig etilén
csoport épul be a kétésbe. Az ilyen hibrid fazisok esetében az alkalmazhaté fels6
pH érték mar 10-12 kordli. Alacsony pH-n viszont a fellletre felvitt csoportok
hidrolizise n6 meg, igy az als6 pH hatar 1-2 k6zott van. Ha ilyen alacsony pH-n
kell dolgoznunk érdemes olyan allofazist valasztani, ahol a sziloxan kotés
arnyékolva van. A fémionok jelenléte ugyancsak a moddositd csoportok
hidrolizaciojat erésiti. Ezt a kellemetlen hatast a gyartas soran igyekeznek minél
kisebb értékre szoritani. Ma mar 1 ppm alatti fémionszennyezési alléfazisok is

elérhetéek a korabbi 200 ppm tartalmuakhoz képest (17, 21).
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4.1.2. All6fazisok tipusai

A szilikagél alapu all6fazisok tobbféle toltetszerkezetben is elérhet6ek. Ezek kozé
tartoznak példaul a teljesen pordzus, a héjszerkezeti €s a monolit tipusu toltetek

IS.
4.1.2.1. Teljesen porozus toltetek

A teljesen porozus allofazisok esetében a fejlédés egyértelmien abban
mutatkozott meg, hogy egyre kisebb szemcseatmérdji toltetek kerultek
forgalomba. Els6ként a Waters cég allt el6 az un. BEH (ethylene bridged hybrid)
tipusu allofazissal, melynek atlagos szemcseatmérdje 1,7 um volt. Ahogy ezt a
bevezetés soran mar emlitettem a szemcseatmérd csokkenésével négyzetesen
nd a nyomaseses merteke (23), igy az ilyen tipusu alléfazisok hasznalata
megkovetelte a folyadékkromatografias rendszerek fejlesztését illetve a révidebb
kerllt piacra a Waters cég els6 UPLC készlléke is, mely 1000 barig volt
mikodéképes és emellett kis rendszertérfogattal is rendelkezett. Ma mar a tobbi

gyartonal is elérhet6ek a 2 ym alatti szemcseatmérgji toltetek (16).

2. abra: 1,7 um-es BEH toltet SEM felvétele
(Kevin D. Wyndham, Waters Chemistry Technology Center)

A szub-2 pm-es szemcseatmérdji alléfazisokkal j6 tanyérmagassag (Hmin)
értékeket lehet elérni, viszont azt is meg kell emliteni, hogy a redukalt
tanyérmagassag értékuk elmarad a korabbi nagyobb szemcseatmérgji

toltetekétdl, igy hatékonysaguk is elmarad az elméletileg elvarhatétél. A redukalt
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tanyérmagassag (h) érték egy dimenzidmentes szam, aminek segitségével a

kilonboz6 szemcseatmérdju toltetek hatékonysagat vethetjuk 6ssze (16).

H
h=— 4.1.

dp
4.1.2.2. Héjszerkezetl (tdmodrmagvu) toltetek

A héjszerkezetl toltetek nem ujkeletliek, mar az 1960-as évek végén megjelent
az elsbé generaciojuk. Horvath és Lipsky ekkor mar bevezette az un. pellikularis
tolteteket, melyek magja egy uveggyongy volt és egy 1 um vastagsagu szerves
polimer alapu ioncserélé réteg vette korll (24), ezt pedig Kirkland tomor
Kezdetben az ilyen tipusu toltetek nem voltak népszertek, ami az aranytalanul
nagy bels6 magnak volt kdszonhetd, hiszen ezaltal csokkent az oszlopok
terhelhet6sége és a visszatartas is csokkent.

Az attorés 2007-ben kdvetkezett be, amikor mar 3 um alatti szemcseatmérdket
sikertlt elérni olyan kéregvastagsaggal, ami a szemcse teljes atmérdjének a
mintegy 25%-at tette ki. Ezaltal csdkkent a diffuziés uthossz, ami gyorsitotta az

anyagatadasi folyamatokat az elvalasztasok soran.

3. abra: Cortecs héjszerkezetli szemcse (1,6 um-es témdr mag)
FIB SEM felvétele
(Kevin D. Wyndham, Waters Chemistry Technology Center)

Mig a teljesen porozus tolteteknél hmin = 2,0 a jelenleg elérhet legkisebb redukalt
tanyérmagassag, addig a héjszerkezet( toltetek esetében ez a szam elérheti az
1,2-1,5 kozotti érteket is (16, 26).
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4.1.2.3. Monolit tipusu alléfazisok

A monolit tipusu alléfazisok kulonlegessége, hogy a toltetet egyetlen egybefiggd
,rud” alkotja. Ezen a teruleten tobb iranyban is folytak a kutatasok és a
publikaciok ez iranyban szinte egy évtizeden belll szulettek a kulonb6zd kutatod
midhelyeknél hidrofil, hidroféb tipusu polimer és szilikagél alapu monolit
kolonnakrol (27-29). A szerkezetukrél a 4. abran (30) lathatd keresztmetszeti

felvétel.

4. abra: Szerves polimer alapu (A) és szilikagél alapu (B) monolit kolonnak
keresztmetszeti SEM felvétele

Az un. elsbé generacios szilikagél alapu monolit oszlopok 2000-ben, mig a
masodik generacios kolonnak 2011-ben jelentek meg. A két generacios tipus
kozott a makro-és mezopdérusaik méretében van kiulonbség. A monolit tipusu
kolonnak porozitasa sokkal nagyobb a szemcseés toltetll kolonnakéhoz képest,
igy az oszlop aramlasi ellenallasa (permeabilitasa) is sokkal kisebb, melybél
kovetkezd6en ugyanolyan aramlasi sebesség mellett sokkal kisebb nyomasesés
tapasztalhato. Az elsé monolit oszlopok 10 cm hosszuak voltak és nagy aramlasi
sebesség mellett hasznaltak 6ket az elemzési id6 csokkentése érdekeben, ezért
nem feleltek meg az MS-sel csatolt technikakhoz. Id6kézben azonban az
oszlopok hossza, majd bels6 atméréje is csokkent, ezaltal ezek a kolonnak mar
UHPLC készllékekben hasznalva alkalmasak LC-MS modszerekhez is.

Azt viszont meg kell emliteni, hogy a fehérje analitikaban inkabb a szerves
polimer alapu monolitok az elterjedtebbek, j6 pH és héstabilitasuk miatt, illetve
az igy elkerulhet6 masodlagos kolcsonhatasok miatt. Viszont a mezopdrusok
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hianya csokkenti felbontoképességuket és terhelhetéségliket egy szilikagél alapu

monolit oszlopéhoz viszonyitva (17, 28, 31).

4.2. Folyadékkromatografias készulékek fejlédése

A fentiekben részletezett valtozasok a kromatografias allofazisok teriletén egyutt
jért a készulékek modernizalasaval. A kisebb szemcseméretek és ezaltal a
lényegesen megndvekedett nyomas miatt szlkség volt az UHPLC készulékek
megjelenésére, melyek akar 1000 bar felett is képesek tzemelni.

A korabbi 4,6 mm-es kolonnaatmérék és az oszlopok hossza is lecsokkent,
ugyancsak a részecskemeéretek valtozasa folytan.

A készulékek tovabbi paraméterei is ehhez a valtozashoz igazodtak, hogy az
oszlopon kivuli csucsszélesité hatasok is aranyosak és minél kisebbek legyenek.

Az alabbi tablazat tartalmazza a f6bb miszerezettségi valtozasokat (16, 23, 32).

1. tablazat: UHPLC és HPLC rendszerek f6bb paraméterei (16)

UHPLC HPLC

Nyomas teljesitmény (bar) 1000-1400 400
Kolonna toltet atméré (um) 1-3 3-10
Kolonna hossz (cm) 3-10 10-25
Kolonna belsé atmérd (mm) 1-3 3-8
Alkalmazott térfogataram (ml/min) 0,02-2 0,1-10
Injektalt mintatérfogat (ul) 0,1-5 5-200
Detektor cellatérfogat (ul) 0,5-2 5-10
Detektor mintavételi frekvencia (Hz) 20-100 5-20
Gradiens késési térfogat (ml) 0,1-0,7 0,5-3
Oszlopon kivili variancia (ul?) 1-25 40-200
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5. All6fazisok kémiai jellemzése

Annak ellenére, hogy a szilikagél korlatozott pH-stabilitassal rendelkezik és a
bazikus vegyuletek elvalasztasa soran kedvezétlen un. ,tailinges”, elhuz6do
kromatografias csucsokat kapunk, a forditott fazisu folyadékkromatografiaban
meégis a leggyakrabban hasznalt alléfazisok a kémiailag maodositott fellletl
szilikagél alapu all6fazisok. Ezért a kedvezbtlen hatasért a szilikagél fellletén
maradt szilanolcsoportok felel6sek, amelyek hozzaférhetbk a fellleti modositas
utan is (21-33). Szamos lehet6ség all ma mar rendelkezésre szilanolcsoportok
szamanak csOkkentése érdekében a fejlettebb (,base-deactivated”) alléfazisok
eléallitasahoz. A kulonféle alkil-szililezett (Ca4, Cs, Cais) all6fazisokon kivil, mas
tipusu ligandumokat is hasznalnak a szilikagél feluletének modositasara, példaul
fenil-étert, pentafluor-fenil-, ciano- vagy aminocsoportot.

Egy adott elvalasztas megvalositasahoz a felhasznaldk szamara szikséges és
elengedhetetlen az oszlopok jellemzése, hogy a megfelel§ alléfazis keruljon
kivalasztasra. A kromatografusok specialis informaciot kaphatnak az alléfazisok
szelektivitdsara vonatkozéan, ha szukséges valaszthatnak egy mas
tulajdonsagokkal rendelkez6 oszlopot, ha az elsé nem mikddott megfeleléen a
mérések soran. Ezen kivil az alléfazisok kdzotti kulonbségek ismerete hasznos
lehet a moddszerfejlesztésben, és az elméleti szakemberek szamara is, akik
tobbet szeretnének tudni a minta, a mozgo fazis és a toltet kdzotti kdlcsdnhatasrol
(34).

Szamos analitikai kémiai technikat hasznalnak erre a célra, példaul FTIR
(Fourier-transzformaciés  infravordés  spektroszképia), NMR (magneses
magrezonancia spektroszkopia), elektron-, és atommikroszkopos vizsgalatok,
valamint termokémiai és termogravimetrikus modszereket. Ezek a felsorolt
modszerek azonban karosithatjak az alléfazist az elemzés soran, viszont szamos
kromatografias vizsgalat is létezik, melyek segitségével jellemezhetdk az
alléfazisok roncsolasa nélkul is. Ezek a modszerek a tesztvegylletek és az
alléfazisok kozotti intermolekularis  kdlcsdnhatasokon alapulnak (35). Tobb
allofazis tesztet és értékelési modszert vezettek be, amelyek altalaban empirikus
modszerek és a megfeleld mintavegyuletek kdzotti a relativ retencios értékeken
alapulnak (36-37). Knox és Bristow voltak az elsék, akik adott komponensek

keverékét hasznaltdk a HPLC-s Aalléfazisok kinetikai tulajdonsagainak
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tesztelésére (35). A leginnovativabb és legteljesebb koncepcidé Snyderhez és
kutatécsoportjahoz kapcsolodik, amely azon alapult, hogy felismerték az alléfazis
valtozatos szelektivitasanak szerepét a forditott fazisu elvalasztasokban. Az
alléfazisok jellemzésének masik népszerli médszere a Tanaka modszer, amelyet
Euerby is széles kdrben alkalmazott, illetve az amerikai gyégyszerkonyv is a
Tanaka protokollt tartalmazza (34).

Tanaka és munkatarsai altal bevezetett mdédszer a Cis-as forditott fazisu
alléfazisok jellemzésére hasznalhaté. A modszer segitségével megbecstilhet6 a
toltet alkillancainak mennyisége, hidrofob jellege, sztérikus szelektivitasa és a
hidrogén-hidas kotési képessége (38).

Szamos kutatd vizsgalta még a szilikagél feluletéhez kotott funkcids csoportok
sztérikus  szelektivitasat, a fellleti moddositdas soran  megmaradd
szilanolcsoportok hatasat a bazikus komponensek elvalasztasara és az uj tipusu
allofazisok szerkezetének hatasat az elvalasztas hatékonysagara (34).

Sander és munkatarsai egy uUj molekularis modellezést is készitettek a hosszu
Mas kutatok szintén vizsgaltak az alléfazis szelektivitasanak egyes elemeit, az
aminok és a szilanolok kdlcsOnhatasara 6sszpontositva (41-42).

Jandera és munkatarsai egy Uj tipusu kolonnatesztet javasoltak a forditott fazisu
folyadékkromatografiahoz, amely kevésbé figg a mozgo fazis dsszetételétdl,
mint a korabbi klasszikus tesztek. Naftalinszulfonsavakat hasznaltak
tesztvegyuletként tisztan vizes, natrium-szulfatos mozgdéfazisban. A kisérletek
soran er8s kolcsdnhatasok voltak megfigyelheték a retencios értékek alapjan,
amelyeket az all6fazis fellletén visszamaradt szilanolcsoportok jelenléte okozott
(43).

A fent emlitett modszereken tul egyéb lehetéségek is rendelkezéstinkre allnak a
forditott fazisu allofazisok jellemzésére.

Ez a terllet folyamatosan fejlédik és szamos 6sszehasonlitd teszt és attekintés
is szuletett az évek soran, amelyek hasznosak lehetnek, hogy kivalasszuk a
szamunkra a legmegfelel6bb modszert a forditott fazisu all6 fazisok jellemzésére
(34, 37, 42, 44).
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5.1. A Tanaka-teszt

Tanaka és munkatarsai 1989-ben megjelent munkaja alapjan valt elterjedté Cais-
as forditott fazisu kromatografias alléfazisok jellemzésére ez a modszer (38).

Az alabb ismertetett allandok minden egyes all6fazisnal mas-mas értéket
vesznek fel, igy tudjuk vellk jellemezni a tolteteket bizonyos tulajdonsagaik

alapjan.

» k4 - hidroféb retencié (alkil lancok mennyiségére utald retencios érték)

" @) - fellleti boritottsag (hirdofobicitas)
= /.- alakszelektivitas (sztérikus szelektivitas)

* a¢/p - hidrogénkatd kapacitas
Az allandok a kovetkezdképpen hatarozhatok meg:

kap = k(pentilbenzol) 5.1.

k(pentilbenzol)

A(cH2) = k(butilbenzol) -
_ Kltrifenilén)

At/ = k(o—terfenil) -

®c/p = e N

k (fenol)

Ahol az adott komponensek k értéke a retencios, a értéke pedig az elvalasztasi

tényezo.

5.1.1. A hidroféb retencio (alkillancok mennyisége)

Az allofazis fellletéhez kotott alkillancok mennyisége meghatarozhaté
pentilbenzol minta injektalasaval, mivel ez a molekula egy semleges hidroféb
tulajdonsagokkal rendelkez6 szénhidrogén és a retencios tényezbje (k) kifejezi
a toltet hidrofobicitasanak mértékét és megbecsulhetd belble a toltet feliletének
széntartalma (38).
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5.1.2. A fellleti boritottsag (hidrofobicitas)

A szilikagél hidrofob csoportokkal valé fellleti boritottsaganak mértéke fontos
paraméter a forditott fazisu folyadékkromatografiaban, mert ez hatarozza meg a
toltet hidrofob szelektivitasat. Az alléfazis szelektivitasa megbecsilhetd az un.

metilénszelektivitasa (acpu2)) alapjan, mivel minden egyes hozzaadott

metiléncsoport ndveli a visszatartast. A sztérikus kdlcsonhatasok ez esetben
minimalis szerepet jatszanak.

A hidrofobicitast éppen ezért kulonb6zé hosszusagu alkillanccal rendelkezé alkil-
benzolok segitségével tudjuk meghatarozni.

Az alkilbenzolok retencidja - csak egy metiléncsoportban kilénb6zé (mint példaul
a pentilbenzol/ butilbenzol) - a szilikagél fellletéhez kotott oktadecilcsoportok
slriségeétdl fugg, azaz a feluleti boritottsag meértékétél. A sdribb fellleti
lefedettség nagyobb kulonbséget eredményez a vegyuletek visszatartasa kdzaott,
igy ez esetben nagyobb ay,)-értéket fogunk kapni a meresek soran. A fellleti
boritottsag a polaris csoportokkal rendelkezd vegylletek elvalasztasara is
hatassal van. Altalaban az alacsony acuz)-€rtek jelzi, hogy az oszlop elényosebb

polaris vegyuletek elemzéséhez (38).

5.1.3. Alakszelektivitas

Az allofazisok azon képessége, hogy megklldonbodztessék a hasonld szerkezetd,
hidrofob jellegl, de eltéré sztérikus tulajdonsagokkal rendelkezé vegyluleteket, az
alakszelektivitasukbol (a.,,) adddik. Az alakszelektivitas becsléséhez o-terfenil
és trifenilén alkalmazhatd, mint mintavegytlet. Mivel az o-terfenil rugalmasabb
molekula és megcsavarodhat, mig a trifenilén szerkezete merevebb, igy a

megkotédés soran eltérd modon viselkedhetnek (38).

5.1.4. Hidrogénkotd kapacitas

Tobb polaris vegyllet (pl. a koffein vagy a teofillin) visszatartasat nagymértékben
befolyasolhatja a felszinen |évé reagalatlan szilanolcsoportok mennyisége.
Esetinkben a koffein fenolhoz viszonyitott retencidés tényezdjének mérése
felhasznalhaté az A&lléfazis hidrogénkotési képességének meghatarozasara.
Ebben az esetben a fenol szolgal referenciaként, mivel visszatartasat kevésbé

befolyasoljak az all6fazissal valo polaris kblcsonhatasok. Az alacsony ac/p- értek
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azt mutatja, hogy az allofazis feluletén kevesebb szilanolcsoport érhetd el,
kevesebb H-hidas kotés tudott létrejonni. Tehat ez az érték jellemzi az alléfazison

végrehaijtott ,end-capping” folyamatok sikerességét (38).

5.1.5. A szilanolhatas

Idedlis esetben a kromatografids mérések soran a mintakomponensek
csucsainak tokéletesen szimmetrikus Gauss-gorbe alakuaknak kellene lenniuk,
de valds esetben a csucsok mindig kissé aszimmetrikusak. Ha a csucs elsé fele
mutat aszimmetriat, akkor .frontingos”, ha a masodik fele, akkor ,tailinges”
csucsalakroél beszélink (45).

Az USP tailing faktor (tovabbiakban Tr) értéke az alléfazissal torténd

kdlcsonhatasoktdl fugg.

a+b

f = %a 5.5.

ahol Tr a tailing faktor (a csucsmagassag 5%-anal mérve), ,b” a tavolsag a csucs
kézéppontjatdl a leszallé ag végéig, ,a” pedig a csucs felszallé aganak elejétdl a

csucs koézéppontjaig terjed6 tavolsag (5.abra).

maximum-}

5. abra: Az aszimmetria megallapitasa a csucsmagassag 5%-anal

Altaldban a tailinges csucsalakot két vagy tobb kiilénféle tipust adszorpcios
kdlcsOnhatas okozza a mintamolekulak és az allofazis kozott. Az egyik ilyen
hatas a ,normal adszorpciés koélcsonhatas”, amely a f6 kromatografias
mechanizmusért felelds. A kdlcsdnhatasok masik tipusa a ,tailinges csucsalakot
okozo6 hatas”, amely kevésbé szamottevd, de lassu a deszorpcidos sebessége.

Ezeknek a hatasoknak koszonhet6éen a mintamolekulak kis része erésebb
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visszatartassal rendelkezik, mint a tobbi, és csak néhany molekula Iép
kolcsonhatasba a szilikagél feluletén maradt szabad szilanolcsoportokkal. Ezért
két kulonb6zd retenciés mechanizmus fordul elé ugyanazon vegyuletnél, és ez
okozza, hogy végll nem Gauss-gorbe alaku csucsot kapunk a mérések
eredményeképpen (46-47).

A masodlagos kotéhelyek mellett a nem megfeleld meérési korulmeények is
okozhatnak tailing-es csucsalakot, mint példaul a pontatlan injektalas (tul nagy
injektalasi térfogat, Ures mintahurok) vagy a lassu detektorvalasz is (48).
Eppen ezért fontos az alléfazisok jellemzésénél figyelmet forditani a szilikagél
feluleti aktivitasara. A szilanolcsoportok ismertek szabad, geminalis és vicinalis
formaban, ezek kbzel azonos erésségi kotéseket tudnak létrehozni (36, 49). Ez
az elfogadott hipotézis, habar kisérletileg lehetetlen megkllonboztetni a
szilanolcsoportokat egymastoél (50-51).

Szamos fizikai és kémiai mddszer alkalmas a szilanolcsoportok mennyiségének
becslésére (21, 49). Emellett pedig szamos szilanolcsoport blokkolasi lehetéség
is ismert. Példaul kilénb6zd szervetlen vagy szerves amin vegyuleteket lehet
modositd anyagként a mozgéfazis részeként alkalmazni.

A szilanolcsoportok blokkolasa hatassal lehet az oszlop hatékonysagara és a
mintakomponensek visszanyerésére egyarant, ami leginkabb az analitikai
kromatografiaban, de esetenként a preparativ kromatografiaban is fontos
szereppel bir (49, 52-53).

aktivitasa er8s hatast valt ki a bazikus vegyuletek - példaul aminok vagy mas
gyogyszerhatdéanyagok - elvalasztasa soran, mivel ezekkel a
mintakomponensekkel erés kdlcsénhatas alakulhat ki.

Az alléfazisok ezen jellemzdinek ismeretében kdnnyebb kivalasztani a megfeleld
kromatografias oszlopot a mérésekhez, melyek soran igy elfogadhaté és
szimmetrikus csucsokat kaphatunk.

Mivel a napjainkban hasznalt szilikagélek nagy tisztasaguak, igy az alléfazisok
csokkent szilanolaktivitast mutatnak a hagyomanyos tesztkomponensek
esetében, igy mindenképpen érdemes érzékenyebb tesztvegyuleteket
kivalasztani az ilyen uUn. bazis-deaktivalt alléfazisok szilanolcsoportjainak

pontosabb jellemzése érdekében (12, 42).
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6. A kromatografias oszlop heterogenitasanak és
kialakitasanak hatasa a hatékonysagra

Az alléfazisok kémiai jellemzése mellett fontos tényezd még a hatékonysag
szempontjabdl, hogy az adott kromatografias oszlop toltete mennyire homogén
illetve, hogy maga az oszlop kialakitasa milyen hatast gyakorol az elvalasztas
soran a csucsszélesedésre.

ToOltetes oszlopok esetén a leghatékonyabb és a legszélesebb korben
alkalmazott technika erre a nagynyomasu, nedves eljaras, mely soran un. zagyot
juttatnak az oszloptestbe. Ezen modszer alkalmazasa soran az alléfazis
szuszpenzioja egy tartalyban van, amely csatlakozik az oszlophoz. Az
oszloptdltéshez hasznalt oldészert nagy nyomason és nagy aramlasi
sebességgel vezetik at a tartalyon keresztll, hogy a zagyot az oszlopba tolja (54-
56).

Az eljarast folyamatosan optimalizaltdk, ahol tobbek kozott a viszkozitast,
nedvesithetéséget, slrliséget, és a diszpergaloképességet tesztelték (11,
57-59).

Wong és munkatarsai vizsgaltak az ilyen eljarassal készult kromatografias
oszlopok axidlis heterogenitasat. Azt allapitottdk meg, hogy az oszlopban a
toltetagy legkevésbé homogén része a gyartok ajanlott hasznalati irany bemeneti
szakaszanal talalhatd, az agy hosszatdl fuggetlentil (60).

Lambert és munkatarsai a kromatografias oszlopban talalhaté fritek hatasat és a
toltetagy heterogenitasat tanulmanyoztak toltetes oszlopok és monolit oszlopok
esetében az un. ,oszlopforgatdas” moddszerével. Megallapitottak, hogy egy
megfeleléen tdltetes oszlopban egy nemkotédé komponens esetén a homogén
toltetagy és az oszlopvégek okozta hatas savszélesedés mértékére kdzel azonos
(61).

Gritti és munkatarsai (62) egy egyedileg készitett, alacsony diszperzids rendszert
terveztek és épitettek két, 50 nl-es optikai érzékeld cellabdl, amelyek kozvetlendl
az oszlop el6tt és utan helyezkedtek el, hogy javitsak az elméleti
tényérmagassag mérések pontossagat. Az un. ,aramlas megforditasos”
technikat alkalmaztak kromatografias oszlopok toltetdgyanak sugariranyu és
axialis szerkezeti heterogenitasanak meghatarozasara. Gritti és Gilar a
kdézelmultban tanulmanyoztak a kromatografias oszlop végeinél talalhaté fritek
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diszperzidjanak hatasat a gradiens elucios kromatografiaban (63).
Megallapitottak, hogy a kimeneti oldalon Iév6 ,outletfrit” jelenléte jelent6sen
korlatozza az elért hatékonysagot. igy szamos mar szamos eredmény tamasztja

ala azt a feltételezést, hogy a frittechnikat ujra kell vizsgalni (61-63).

6.1. Az oszlopon |étrejovo savszélesedeés

Van Deemter és munkatarsai (64) leirtak, hogy az elméleti tanyérmagassag (H)
egy konvex gorbével leirhatd a linearis sebesség (u) fuggvényében. Ennek a

fuggvénynek az altalanos alakja a kovetkezd:

H=A+§+Cu 6.1.

ahol A az dorvénydiffuzios, B a hossziranyu diffuziés, C pedig az anyagatadasra
vonatkozo tag.

Ezt az egyenletet tObben is tovabb gondoltdk azota. A teljesség igénye nélkul
példaul egy masik széles korben hasznalt egyenlet a Knox-féle egyenlet, mely a

kovetkezbképpen irhaté fel redukalt értékek segitésével:

h=Av 424 C 6.2.
A van Deemter egyenlettdl eltéréen a Knox-egyenlet szerint az A tag fugg a
redukalt aramlasi sebessegtdl (v) (65).

A Giddings egyenlet, mely magaba foglalja a sokcsatornas diszperzios hatast is

a kovetkez6képpen irhato fel (46):

A

H= +241cu 6.3.
1+E/u u

ahol E az elvalasztasi ellenallas.

A kromatografias un. tanyérmodell alapjan - mely ugy kezeli az oszlopot, mint
véges szamu elméleti tanyérok sorozatat - egy elméleti tdnyér magassaga (H) az
oszlop hossz, L, és az elméleti tanyérok szamanak, N, hanyadosaként adhaté
meg. Mindegyik tanyér esetén az egyes fazisok kozott pillanatnyi egyensulyok
alakulnak ki (66-67).

L
N =— 6.4.
H
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Szamos kinetikai modell irja le a kromatografias elvalasztasokat, ezek kozul az
altalanos sebességi modell (general rate model, GRM) a legdsszetettebb
kinetikai modell. Mivel ez a modell tul komplex, ezért lehetetlen a parcialis
differencialegyenleteket idétartomanyban megoldani, de Laplace-tartomanyban
meg lehet oldani, és igy a statisztikai momentumok kifejezhettk (68).

Az oszlop hatékonysaga a kromatografias csucsok momentumainak
meghatarozasaval is megadhato.

2 !

H=Z=L%2 6.5.
L H1

ahol 02 a csucsszélességet jellemzé hossziranyu variancia, L az oszlop hossza,

illetve p1 a csucs elsé abszolut momentuma és p> a masodik centralis

momentuma. A momentumok a kromatografias csucs integralasabdl

szamolhatok (69).

Az els6 momentum:

™ =uL—h(1+Fa) =uih(1+k1) 6.6.
a=¢ +K(1—-¢g) 6.7.
k, = Fa 6.8.
F= 2% 6.9.

Ee

ahol L az oszlop hossza, un a mozgdéfazis linearis sebessége, €e kulsé térkitoltési
tényezd, gp belsé térkitoltési tényezd, K az adszorpcios egyensulyi allando.

A masodik centralis momentum a kovetkez6 modon adhatd meg:

, _2L[n L B T
Mo = - u%(1+k1) +— ( + )] 6.10.

h \BKext 15Dy
ahol DL az axialis diszperzids egyutthato, kex: a klils6 (szemcsefellileti) sebességi
allando, Dy a porusbeli diffuziés egyltthato és rp az atlagos szemcsesugar.
Az Aaltalanos sebességi modellbdl meghatarozott momentumok alapjan a
kovetkez6 tanyérmagassag egyenlet irhaté fel:
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! 2 2

u 2D 2u k T T

H=L=2="+ h( 1) P 4L 6.11.
us up F \k.+1 3kext 15Dy

A tanyérmagassag értéke a kovetkezd tagokbdl tevodik ossze:

H = HL + Hext + Hp 6.12.

ahol HL az axialis diszperzids tag

H, =22 6.13.
Up

€s Hex €s Hp a szemcse felszinén és a szemcse porusaiban kialakuld

anyagatadasi gatlas jaruléka a tanyérmagassaghoz, ugy, mint

2
2u k T
Hypp = "( ! ) £ 6.14.
F \ki+1/) 3kext
2u k Z r2
H =—h(—1) —E 6.15.
p F \ki+1/ 15D,

kext kifejezhet6 a Wilson-Geankoplis egyenlet (70) segitségével a

kovetkezbképpen:

2/3
1,09 1/3 (D
kext—zuh (Z) 6.16.
ahol Dm a molekularis diffuzios egyutthatd. Becslésére szamos egyenlet all
rendelkezésiinkre. Kis molekulak esetén folyadék fazisban torténd
meghatarozasara legelterjedtebben alkalmazott egyenlet a Wilke-Chang
egyenlet (71):

_ 7,4%1078(p;Mp) /2T
- 0,6
NpVy

Dp,

6.17.

ahol Mg az oldészer molaris tomege, ¢m az olddszer asszociacios faktora, T az
oszlop abszolut hdémérséklete, nn» a dinamikus viszkozitasa (cP), Va a

mintamolaris térfogata a normal forraspontjan (cm3/mol).
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Young és munkatarsai (72) a fehérjék molekularis diffuziéjanak meghatarozasara
dolgoztak ki egy 0sszefuggest:

- T
D,, = 8,31 x 10 SW 6.18.

ahol Dm mértékegysége cm?/s, a dinamikus viszkozitasé, n, cP, Mw, molekularis
tomegé gramm, és T az abszolut hémérsékleté K.

A molekularis diffuzié nagyon érzékeny a kisérleti korilményekre (hémérséklet,
olddszer 6sszetétel, nyomas). A D értéke pontosan meghatarozhaté egy HPLC-
rendszerben. Knox és McLaren (73) vezette be egy modszert
gazkromatografidban, melyet arrested flow, azaz megallitott aramlasos
technikanak is neveznek.

Késébb ezt a technikat kezdték alkalmazni LC-rendszerek kinetikai
tulajdonsagainak meghatarozasara is, melyet Miyabe és munkatarsai (74-75) a
késébbiekben ugy neveztek, hogy peak parking, azaz csucsparkoltatasos
modszer.

A moédszer lényege, hogy a mozgofazist addig aramoltatjuk, mig a mintasav eléri
a folyadékkromatografias oszlop kdzepét, ekkor az aramlast megallitjuk, és
hagyjuk a mintat diffundalni egy adott ideig (parkolasi id6), majd ujrainditjuk a
mozgofazist. A parkolasi id6 alatt bekdvetkez6 savszélesedést a csucsvariancia

értékének novekedése mutatja, melyért az axialis diszperzié a felelds:
do? = 2D, dt, 6.19.

ahol D a minta axialis diszperzidja a mozgofazisban, ami egyenlé Dm-mel,abban
az esetben ha a kisérletet csében végezzik. Ha az aramlasi csatornak
kanyarulatosak a toltetben, az hatassal van a Dm-re is. llyenkor D, az obstrukcios

faktoron (y) keresztul aranyos a Dm-mel az alabbi 6sszefluggés szerint:

do? = 2D, ydt, 6.20.

A molekularis diffuziés egyutthato és az obstrukcios faktor szorzatabdl kaphatjuk

meg az un. effektiv diffuzids egyutthatét, Detr.
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6.2. Az oszlopon kivuli savszélesedés

A kisebb szemcseméreteknek (2 um-nél kisebb), a részecskeszerkezetnek és a
keskenyebb oszlopoknak kdszdnhetbéen, a folyadékkromatografias oszlopok Uj
generacioja sokkal élesebb és keskenyebb csucsokat produkalnak, mint a
korabbi generacidsak.

A térfogatbeli cstcsvariancia (oZ) gyengén kotédé komponensek esetén csak
néhany pl’-es nagysagrend(i ezeknél az Uj generacios 2,1 x 50 mm-es
oszlopoknal, mig a modern miszerek oszlopon kivuli csucsszélesitdé hatasa 5—
40 ul*-ig (1.tablazat 4.2.-es fejezet) terjedhet (76). Emiatt a gyartdknak javitaniuk
kellett a miszerezettségen is (az injektoron, az 6sszekot6 kapillarisokon, a
detektor cellan), hogy az oszlopon kivili diszperzids hatast minimalizaljak (32,
63, 77-78).

Altalaban az oszlopon kiviili savszélesité hatast tanulmanyozzak és targyaljak az
irodalomban. Emellett viszont kulon meg kell emliteni a toltetagyon kivdli, de az
oszlopon torténd savszélesedést is, amit nem a homogénnek tekinthet6 alléfazis
okoz, hanem az oszlopvégek. Ez a pordzus fritek jelenlétébdl és a kdzelikben
kialakult tOltetszerkezetbdl tevédik dssze (61-63).

A frit szerepe az, hogy az allofazist az oszlopban tartsa, és az eluens szabadon
aramolhasson rajta. Szamos megoldast kerestek a fritek altal okozott diszperzio
minimalizalasara, de a fritek savszélesité hatasanak vizsgalata egy kevésbé
tanulmanyozott tertletnek tlnik. Cheong hasznos attekintd cikket tett kozzé a
frittechnikakrdl és a frit nélkali kromatografias technikakrdél (79).

A kereskedelemben beszerezhetd 2,1 x 50 mm-es oszlopok, melyek 1,6 um-es
héjszerkezetli szemcsékkel (Cortecs Cis, Waters) vannak toltve, a redukalt
tanyérmagassag értékik 1,45. Az oszlop bemeneti és a kimeneti oldalan
talalhaté fritek miatt ekkora ez az érték, a diszperzié korrekciojat kovetben a
toltetagy redukalt tanyérmagasssaga 0,75, amely kozel all az elméletileg elérhetd
legkisebb értékhez. Kovetkezésképpen a hatékonysag jelentds része elveszik a
két oszlopvég hatasa miatt (80). Ezért fontos, hogy pontosan meghatarozzuk a
fritek hatésat a savszélesedésre.

Broyles és munkatarsai vizsgaltdk a frit atmérdjének, vastagsaganak és
porozitasanak hatasait a mintasav alakjara nézve egy 17 x 100 mm-es
oszlopban. Kulénb6z6 friteket teszteltek és egyértelm( hatast sikerult kimutatni
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az elvalasztas hatékonysagara. A szerzOk arra a kOvetkeztetésre jutottak, hogy
a toltetes oszlopokkal kapcsolatos ,mivészet” Kkiterjesztheté a fritek

kivalasztasanak és gyartasanak ,mivészetére” is (81-82).

6.3. Oszlopforgatas

Az ,aramlas-visszaforditasos” vagy ,oszlopforgatasos” modszert az irodalomban
elvétve targyaljak. Ezt alkalmaztak példaul egymasra illesztett membranokkal
készitett kromatografias oszlopok elméleti tanyérmagassaganak és a folyadék
fazisu aramlasi profil torzulasanak meghatarozasara preparativ folyadék
kromatografias oszlopok esetében (83-85).

Ahogy azt a fejezet elején mar emlitettem, Lambert és munkatarsai, illetve Gritti
és munkatarsai az oszlopforgatasos technikat alkalmaztak kromatografias
oszlopok toltetagyanak sugariranyu és axialis szerkezeti heterogenitasanak

meghatarozasara és a fritek csucsszélesité hatasanak vizsgalatara (61-63).

6.3.1. A modszer

Az aramlas-visszaforditasi/oszlopforgatasos modszer alkalmas a toltetagy
heterogenitasanak vizsgalatara és az oszlopvégek savszélesité hatasanak
megallapitasara. A modszer haszndlata soran a mozgofazis aramlasat
megallitjuk, amikor az adott mintank elér az oszlopban egy bizonyos tavolsagot.
Mikdzben nincs aramlas az oszlopot megforditiuk a parkolasi id6 alatt. Az
aramlas ujrainditasa utan a minta ugyanazon oszlop végen fog elualédni, mint
ahol belépett.

Az oszloptoltési eljaras sajatossagai miatt feltételezhet6, hogy az oszlop
bemeneti és kimeneti oldala eltéré szerkezettel bir és mas hatékonysagot fog
mutatni. Eppen ezért a rendelkezésre allé oszlopokat be-és kimeneti iranybdl is
tesztelttk a lokalis tanyérmagassag értékeket és az oszlopvégek

csucsvarianciajat a 6.28. egyenlet alapjan hataroztuk meg.

6.3.2. EIméleti hattér

A savszélesedést kulonféle egységekben hasznalatos az
elvalasztastudomanyban. A kromatografias csucsok masodik centralis
momentuma (u2) adja meg a savszélesedés értékét, mely idéskalan mérheté. Ez

esetben beszéllink idébeli cstcsvarianciardl (o).
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A hossziranyu variancia (¢2) jellemzi az oszlopban torténé savszélesedést,

melyet az id6beli varianciabdl lehet szarmaztatni:
02 = ofu? 6.22.

ahol u2 a mozgofazis szabad keresztmetszeti felliletre vonatkoztatott linearis
sebessége.
Az oszlopon kiviili hatast altalaban térfogatbeli varianciaval (o) adjuk meg, ami

a kovetkez6képpen szamolhato:
o2 = 62F2 6.23.

Azt mindenképp meg kell jegyezni, hogy a savszélesedés értékét korrigalni kell
az oszlopon kivlli csucsszélesité hatassal, mielbtt az oszlopforgatasos mérések
szamitasait elvégeznénk. A kilonféle hozzajarulasok a zénaszélesedéséhez a

kovetkezbképpen irhatok fel:

2 — 2 2 2 2
On\v = Osystem + Opark t Oena + Obea 6.24.

ahol atz\v idébeli vagy térbeli variancia, 0g)s;.m az oszlopon kiviili csticsszélesit6
hatds, 0., a diffizié altal okozott savszélesedés a parkolasi idé alatt, 67, az
oszlopvégek inhomogenitasabdl és a fritek keverési hatasabdl adédo variancia,
of.,pedig a toltetagy hozzajarulasa a zdnaszélésedéshez.

Ha az oszlopon kivlli csucsszélesedéssel korrigalunk, akkor a kovetkezd

Osszefuggést kapjuk:
Utz\V,korT = O-gark + Gezznd + Uged 6.25.

Ahogyan a minta az oszlopban vandorol, csucsvarianciaja
linearisan novekszik a megtett tavolsaggal. Ez alapjan a hossziranyu variancia a

kovetkezbképpen fejezhetd ki:
Opea = Hz 6.26.
ahol H lokalis tanyérmagassag, z pedig a minta altal megtett uthossz.

a A hossziranyu savszélesedés novekedését a parkolasi id0 (t,qr) alatt a

kovetkezb6képpen irhatjuk le:
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Ugark = ZDefftpark 627

ahol D, az effektiv diffuzios egyutthato, melyet a csucsparkoltatasos mérések
(74-75.) eredményeinek abrazolasaval kaphatunk meg. Ha abrazoljuk az egyre
novekvd cslcsszélesedési értékeket (02) a novekvd parkolasi idok
fuggvényében, az egyenes meredeksége fogja megadni az effektiv diffuzids
egyutthatot.

Az oszlopforgatasos mérések soran megfigyelt csucsszélesedési értékeket a
toltetagyban megtett tavolsag fuggvényében abrazolva ugyancsak egy egyenest
fogunk kapni, melynek a meredeksége megadja a toltetagy lokalis
tanyérmagassagat, tengelymetszete pedig a parkolasbol  adddoé

csucsszélesedést, illetve az oszlopvégek hatasat (46, 61).

Jzz,app = Uzz,end,app + 2Defftpark + 2Hz 6.28.
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7. Kisérleti korulmények

7.1. Allofazisok kémiai jellemzése — Tanaka-teszt
7.1.1. Készulék

A kromatografias méréseket egy Waters Acquity | Class UPLC készuléken
végeztuk el.

A rendszer egy kettés szivattyubdl, automata mintaadagolébdl (atfolyotis),
oszloptermosztatbdl, egy diddasoros UV-detektorbdl (220 nm hullamhosszon,
mig a kinuklidin esetén 200 nm hullamhosszon hasznaltuk) és egy szamitégépes

adatgyijté részegységbbél (Empower 2 szoftverrel) épdl fel.

7.1.2. Oszlopok

Munkank soran hat forditott fazisu (Cais) oszlopot teszteltlink, melyeket két gyartd
(GL Sciences, Phenomenex) biztositott szamunkra. Mindegyik oszlop mérete
azonos (2,1 x 50 mm), de az allofazisok tipusa kulonb6z6 volt. Harom
tdmoérmagvu (héjszerkezetli), kettd teljesen pordézus és egy monolit oszlop
retencios viselkedését vizsgaltuk. Az oszlopok tulajdonsagai a 2. tablazatban

lathatoak.

7.1.2.1. GL Sciences InertSustain Cig és InertSustainSwift Cis

A GL Sciences egy Uj tipusu szilikagélt fejlesztett ki, melynek neve ,Evolved
Surface Silica” (ES). Az InertSutain és az InertSustainSwift oszlopokat teljesen
pordzus, 2 um-es ES allofazissal toltik, de ez a két allofazis tipus is kilonb6zd
paramétereket mutat, a felllet, a pdérusméret és a széntartalom terén is
(2. tablazat).

7.1.2.2. GL Sciences InertCore C1s, Phenomenex Kinetex Cigs és Kinetex
EVO Cis
Ez a harom oszlop tdomdrmagvu részecskékkel toltetes, ahol egy nem pordzus

szilard magot pordzus rétegek vesznek korul. A két Kinetex oszlop kozotti
kllénbség a szilikagél felépitésben keresendd. A Kinetex Cis egy utdszilanizalt
Cis-as alléfazis (TMS - trimetilszililezett), mely nagyobb retencios értéket mutat

a polaris bazikus vegyuleteknél.
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2. tablazat: A kisérletekhez hasznalt forditott fazisu allofazisok tulajdonsagai

részecske részecske fajlagos felilet poérusméret utészilanizaldas széntartalom

tipusa mérete (Um (m?/g) A (%)
InertSustainSwift Cis teljesen porozus 1,9 200 200 teljes 9
InertSustain Cis teljesen porozus 2 350 100 teljes 14
InertCore Cis tomdérmagvu 2,4 (1,8)° 100 90 igen 4
Kinetex Cis tomdérmagvu 2,6 (1,9) 200 100 TMS™ 12
Kinetex EVO Cas tomormagvu 2,6 (1,9) 200 100 TMS 8
MonoTower Cis monolit 1,8" 340 110 igen 18

*zardjelben a tomoér mag mérete
™ az atjarhato porus és a vaz egyiittes atméréje

™ trimetilszililezett



A Kinetex EVO Cis —as alléfazis is trimetilszilillel arnyékolt, de ez az oszlop
kulonbozik még az alap szilikavazban is, mely etan keresztkapcsolasokat
tartalmaz, igy biztositva a nagyobb inert fellletet és pH-stabilitast tagabb pH-
tartomanyban (pH 1-12).

7.1.2.3. GL Sciences Monotower Cig

Ezt a monolit tipusu oszlopot a GL Sciences fejlesztette ki. A monolit szilikagél
alléfazisokat Uj szol-gél eljarassal készitik, mely alkoxi-szilanok és vizoldhaté
porézus darabbdl all meghatarozott porusszerkezettel. Az ilyen tipusu
monolitoszlopok nagyobb porozitasuak, mint a teljesen porozus szilikagél
oszlopok. Ezek az oszlopok lehetévé teszik a nagy aramlasi sebesség
hasznalatat, mikozben a hatékonysagot megtartjak, és igy az elemzési idd
csokkenni fog (22, 86-87).

7.1.3. Felhasznalt vegyszerek

A mozgdfazis 0,02 mol/dm3-es vizes foszfat-puffer (pH 7) és acetonitril vagy
metanol (Sigma-Aldrich, Németorszag, Schnelldorf) keveréke volt a tesztek
soran. A puffert dikalium-hidrogén-foszfat oldatbol és kalium-dihidrogén-
foszfatbdl (Sigma-Aldrich) allitottuk el6. A mozgofazist 0,2 yum x 47 mm-es nylon
66 membranon szilrtuk (Supelco Analytical, USA). A mintakat a Sigma-Aldrich
analitikai standardjaibdl készitettiik. Mindegyik minta tartalmazott tiokarbamidot,
mint nem koét6dé markert az oszlop holttérfogatanak meghatarozasahoz, és
fenolt referenciamarkerként. A mintak koncentraciéja 100 pg/ml volt a
hidrogénkotd kapacitas, a hidrofobicitas és a sztérikus szelektivitas jellemzésére
(lasd 3. tablazat).

A szilanolhatas meghatarozasara a tesztvegyuleteket feloldottuk, hogy 0,5 mg/ml
koncentraciét kapjunk, és ezeket a torzsoldatokat meghatarozott koncentraciéra
higitottuk (lasd 4. tablazat). A mintaolddszerek Osszetétele megegyezik a
mérések soran alkalmazott eluens dsszetételével. A tesztvegyuletek molekularis

szerkezetét az 6. abra szemlélteti.



3. tablazat: A mintak ésszetétele a Tanaka-teszthez ug/ml-ben

mintavegyiilet k,p A cH2 QAt/o Qc/p
tiokarbamid 100 100 100 100
pentilbenzol 100 100 - -
butilbenzol - 100 - -
o-terfenil - - 100 -
trifenilén - - 100 -
koffein - - - 100
fenol - - - 100

4. tablazat: A mintak dsszetétele a USP tailing értékek meghatarozasahoz ug/ml-ben, kinuklidin
esetében mg/ml-ben

mintavegyiilet

tiokarbamid 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 -
fenol 25 25 25 25 25 -
koffein 20 - - - - -
piridin - 100 - - - -
dextrorfan - - 100 - - -
dextrometorfan - - 100 - - -
brillantkék - - - 50 - -
amitriplilin - - - - 25 -
kinuklidin - - - - - 25
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6. abra: A mintamolekulak szerkezeti képlete
7.1.4. Alkalmazott mérési paraméterek
7.1.4.1. A hidrogénkot6 kapacitas mérésének modszere

A hidrogénkoto kapacitas jellemzésére eluensként metanol és vizes foszfatpuffer
keverékét alkalmaztuk 30:70%-os aranyban. Az aramlasi sebességet
0,3 ml/percre allitottuk be, és az oszlopot 40 ° C hémérsékletre termosztaltuk.
A mintabdl injektalt térfogat 0,5 pL, mig a minta koncentraciéja 100 ug/ml volt.

7.1.4.2. Moddszer a hidrofobicitas, a sztérikus szelektivitas és az
alkillancok mennyiségének mérésére

A hidrofobicitast, az alkil-lancok mennyiségét és a sztérikus szelektivitast 80%
metanol és 20% vizes foszfatpuffer keverékének felhasznalasaval vizsgaltuk. Az
aramlasi sebességet 0,3 ml/percre allitottuk, és az oszlopot 40 ° C hémérsékletre
termosztaltuk. Az injektalt térfogat 0,5 L, mig a minta koncentraciéja 100 pg/ml

volt.
7.1.4.3. A szilanol hatas mérésének modszere

A szilanol-hatas meghatarozasara 30% acetonitril és 70% vizes foszfatpuffer
(pH=7) keverékét hasznaltuk eluensként. Az oszlopot 40° C hémérseékletre
termosztaltuk és az injektalasi térfogat 0,5 pl volt. Az aramlasi sebességet 0,4
ml / percre allitottuk. A kinuklidinnel végzett vizsgalatok soran az eluens 90% viz
és 10% acetonitril elegye volt; az injektalt térfogat ez esetben 2 pL volt. A mintak
Osszetételét a 4. tablazat tartalmazza. Szamos mintat hasznaltunk a szilanol

hatas jellemzésére, hagyomanyos komponenseket (koffein, piridin, amitriptilin)
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és ezeknél érzékenyebb vegyuleteket is (dextrometorfan, dextrorfan, brillantkék,
kinuklidin). ~ Tiokarbamidot alkalmaztunk az oszlop holttérfogatanak
meghatarozasara. A mérések soran referenciavegyuletként a fenolt hasznaltunk.
A tobbi vegyllet relativ retencios tényezéjét a fenoléhoz viszonyitva hataroztuk
meg (42).

A mérések soran vizsgaltuk a vegyuletek retencios tényezdbit és az USP tailing
faktor értékeket.

7.2. A kromatografias oszlop heterogenitasanak és
kialakitasanak hatasa a hatékonysagra — Oszlopforgatas

Az oszlopforgatasos méerések (lasd 7. abra) soran egy retencié nélkuli markerrel
teszteltUk az oszlop be- és kimeneti oldalat a toltet heterogenitasa és az
oszlophardver hatasa szempontjabdl. A minta injektalasa utan, amint a sav elért
egy bizonyos tavolsagot és az aramlast leallitottuk, az oszlopot megforditottuk a
rendelkezésre allo két perces parkolasi id6 alatt, majd az aramlas uUjrainditasa
utan a tesztvegyuletink az oszlop ugyanazon végeén elualédott, mint ahol
belépett (61).

a)

aramlas ' '
me injektor fad™ | - detektor IR
bemenet kimenet S S

[ b) oszlop
_..‘ .-_ﬁ
- kimenet bemenet

eluens

7. abra: Az oszlopforgatas sematikus abraja. a) Az oszlop helyzete forgatas el6tt és b) utan.

7.2.1. Az oszloptoltés hatasa a toltetheterogenitasra — meéreési

korulmeények

Munkank soran hat forditott fazisu Cis-as oszlopot - harom CORTECS és harom
XBridge - teszteltiink, amelyek kereskedelmi forgalomban is beszerezhetbek. Az
oszlopokat a cég altal optimalizalt kérilmények kozott toltotték. Az oszlopok
mérete 2,1 x 50, 100 és 150 mm volt. A CORTECS oszlopok esetében a toltet
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1,6 ym atméroji tomormagvu részecskékbdl, mig az XBridge oszlopok esetében
1,7 ym atmeérdji teljesen pordzus részecskékbél (BEH) allt.

A mérések soran — az elméleti tanyérmagassagok meérése esetén, a
csucsparkolasos és az oszlopforgatasos kisérletek soran is - a mozgofazist
HPLC min&ségl acetonitril és viz (VWR International) 90:10% aranyu (V/V)
elegyitésével kaptuk. A minta minden esetben tiokarbamid volt, melyet analitikai
tisztasagu sztenderdbdl készitettiink (Sigma Aldrich). Az oszlop termosztatot
25 °C-ra allitottuk be, mikdzben az injektalt térfogat 0,2 ul volt minden mérésnél.
A tiokarbamid koncentracidja 0,01 mg/ml volt, €s a minta oldészere megegyezett

az eluens oOsszetételével.

7.2.2. Oszlopforgatasos mérések kivitelezése a porusok hatasanak
kizarasaval — mérési korulmények

A kromatografias méréseket Shimadzu UFLC XR készulékkel végeztik. A
rendszer egy kettés szivattyubdl, automata mintaadagolobal,
oszloptermosztatbdl, egy diédasoros UV-detektorbdl (220 nm hullamhosszon) és
egy szamitogépes adatgyiljté részegységbél (LCSolution szoftverrel) épul fel.
Munkank soran egy forditott fazisu Kinetex Cis-as oszlopot (4,6 x 100 mm, 2,6
pm-es tomormagvu részecskék) teszteltink, amelyet a Phenomenex Inc.
bocsatott a rendelkezésunkre (Torrence, Kalifornia, USA).

A mérések soran a mozgoéfazis HPLC mindségi acetonitril és viz keveréke volt
(VWR International), melyhez trifluor-ecetsavat (Sigma Aldrich) adtunk
ionparképz6é adalékként. A human inzulin mintakat analitikai tisztasagu
sztenderdbdl készitettuk (Sigma Aldrich).

A csucsparkoltatasos és oszlopforgatasos kisérletek soran az eluensésszetétel
65% acetonitril és 35% viz volt, mely 0,1% trifluor-ecetsavat tartalmazott. Az
aramlasi sebességet 0,05 ml/perc-re Aallitottuk és az oszlopot 45 ° C-ra.
termosztaltuk. Az injektalt mintatérfogat 1,0 ul, mig az inzulin koncentracioja 0,5

mg/ml volt.

7.2.2.1. Taylor-Aris diszperzié makromolekulak esetén

Mivel az inzulin molekularis diffuzidja kb. egy nagysagrenddel kisebb, mint a kis
molekulaké az aramlasi sebesség jelentds csokkentésére volt szikség
(0,05 ml/perc) az inzulin Taylor-Aris diszperzidjanak megfigyelésére az
0sszekotd kapillarisokban (88), (89).
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Amikor az aramlasi sebesség olyan nagysagu, hogy az inzulinmolekulaknak
nincs idejuk a kapillarisok teljes keresztmetszetét bejarni, akkor az oszlopon
Kivuli savszélesedés jelentés mértékben megné.

A kovetkez6 egyenlet szerint korlatozzuk az aramlasi sebességet, hogy a
mintank bejarja a kapillaris teljes keresztmetszetét (90).

dZ
tcapillary > ﬂ 8.1.

ahol t.apinary @ minta tartézkodasi ideje a kapillarisokban, d a kapillarisok
atmérdje és D,,, a molekula diffuziés egyitthatdja (90-92).
A Shimadzu készuléken a kapillarisok belsé atméréje d = 0,18 mm, az inzulin

molekularis diffuzids egyltthatdéja az adott mérési korilmények kozott

Dm = 2,94 x 106 cm?/s, tehat az egyenlet a kdvetkezéképpen alakul:
tcapillary > 110s

Ezért az aramlasi sebességet Fv = 0,05 ml/percben hataroztuk meg, igy a
kapillarisokban a tartozkodasi id6 120 masodpercnek adddott, ami eleget tesz a
fenti relacionak.

Ezenkivll hosszabb parkolasi id6ét kellett alkalmazni a csucsparkoltatasos és
oszlopforgatasos kisérletekhez is. Amikor inzulint hasznaltunk a parkolasi idé 60
perc volt, ha még ennél is nagyobb fehérjéket (példaul BSA) hasznalnank, a
parkolasi id6t még tovabb kellene ndvelni, az aramlasi sebességet pedig tovabb
kellene csokkenteni, mivel a molekularis diffuziés egyitthaté (Dm = 9,65 x 10”7
cm?/s) ez esetben még egy nagysagrenddel kisebb. Behelyettesitve a fenti
egyenletbe 335 s adddik tartozkodasi idének, ami haromszorosa az inzulin
esetéhez képest. Ezt viszont mar a készulék adottsagai sem tették lehetbvé,
mivel nem képesek a szivattyuk 0,025 ml/percnél kisebb aramlasi sebességgel
szallitani a mozgofazist.

Azt is meg kell jegyezni, hogy ez az elmélet hosszu, egyenes nyitott kapillarisban
lévé mintacsucsokra vonatkozik. Ha ez a csé rovidebb lesz, mint 30 elméleti
tanyér, akkor a csucs nem lesz Gauss alaku és a hosszu kapillarisokra vonatkozo

elmélet nem alkalmazhato (93).
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7.2.3. Szamitasok alapja az oszlopforgatasos mérések esetében

A vizsgalatok soran a kromatografias csucsok els6 abszolut és masodik centralis
momentumait hasznaltuk a szamitasokhoz (5.1. szakasz). A momentumokat ugy
hataroztuk meg, hogy exponenciadlisan moédositott Gauss (EMG) gorbét (94)
illesztettiink a mért adatpontokra 4.12. verziéju PeakFit szoftver segitségével. A
készulék oszlopon kivuli térfogatat és az oszlopon kivili savszélesedést
tiokarbamid injektalasaval mértik, mikdzben az oszlopot egy nulla térfogatu
Osszekotbvel (zero dead volume union) helyettesitettiik. Az oszlopforgatasos
mérések esetében az elsd és a masodik momentumot is korrigaltuk az oszlopon

kKiviuli hatasok teljes kikuszobolése érdekében.

7.3. Elektronmikroszkopos vizsgalatok

A mérések soran megvizsgaltunk 6t mar, nem hasznalt oszlop be- és kimeneti
fritjet szkenning elektronmikroszkoéppal (JSM-6300 Scanning Microscope, Jeol,
Japan) a Pécsi Tudomanyegyetem  Kozponti  Elektronmikroszkdp
Laboratériumaban, hogy kideritsuk latunk-e barmilyen, a toltés hatasasbdl ered6
deformitast az oszlopok fritjein és a toltés szemcséin toredezettséget.
A vizsgalt oszlopok jellemzéi:

e Kinetex 2,6 um C18100 x 4,6 mm (Phenomenex)

e Prodigy 5 um C18 150 % 4,6 mm (Phenomenex)

e Ascentis Express 2,7 um C1850 x 2,1 mm (Supelco)

e Ascentis Express 2,7 um Ci1s 150 x 3 mm (Supelco)

e InertSustainSwift 1,9 um Ci1s850 x 2,1 mm (GL Sciences)
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8. Eredmények és megvitatasuk

Az elvalasztastechnikdban a f& cél, hogy gyors elvalasztasokhoz jussunk,
mikdzben a hatékonysag nem romlik. A folyadékkromatografiaban két lehetéség
all a rendelkezésunkre, hogy ezeket a célokat teljesitsik. Az az all6éfazisok
fejlesztése, a masik pedig a készulékek oszlopon kivlli térfogatanak
csokkentése.

Ma mar az ugynevezett UHPLC készulékekkel magas nyomason (1000 bar)
2 ym alatti szemcseatméréji allofazisokon végzett elvalasztasok ideje 1-2 percre
csOkkent ugy, hogy az elvalasztas hatékonysagabdl sem veszitettunk.

Munkank soran ilyen Uj tipusu teljesen porézus szemcséji, tomormagvu, és
monolit Cis-as allofazisokat hasonlitottunk 0Ossze kémiai tulajdonsagaik
szempontjabal.

Vizsgaltunk kulonboz6 oszlopgeometriaval rendelkezd teljesen porozus és
tomormagvu oszlopokat heterogenitasuk szempontjabdl és meghataroztuk az
oszlophardverek hozzajarulasat a csucsszélesedéshez.

Ezen eredmények ismertetése kovetkezik az alabbi szakszokban.

8.1. A Tanaka-teszt eredményei és a szilanolhatas
vizsgalatanak eredményei

A Tanaka-teszt eredményeit az 5. tablazat és a 7. abra foglalja 6ssze - retenciés
tényezbket és az adott komponensek kozotti elvalasztasi tényezéket — a hat

kromatografias oszlop esetében.

5. tablazat: A megfigyelt allofazis jellemzdék

oszlop kag QA (cH2) a% a%
InertSustainSwift 1,545 1,406 1,209 0,463
InertSustain 3,310 1,455 1,167 0,427
InertCore 1,560 1,496 1,133 0,491
MonoTower 2,036 1,482 1,858 0,444
Kinetex 1,543 1,626 1,393 0,431
Kinetex EVO 1,305 1,440 1,118 0,420
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8. abra: A Tanaka-teszt eredményei




Az alléfazisok tulajdonsagai kozotti kulonbségek jOl lathatok a 8. abra sugarszeri

elrendezése alapjan. A 9. abra az a(y,) ertékeket mutatja az allofazis

széntartalmanak fluggvényében, melynek adatai az 2. és az 5. tablazaton

alapulnak.
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1.35
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9. abra: Az alléfazis széntartalma a hidrofobicitas fliggvényében

Az abra alapjan nem tudtunk medfigyelni kdzvetlen 6sszefuggést a széntartalom
€s az acyz) kOzOtt. Ez abbol adddik, hogy a acyz) ertéke a hidrofobicitast
pontosabban jellemzi a széntartalomnal, mivel a tesztvegyuletink
metiléncsoportja minimalis sztérikus kolcsdnhatast mutat az alléfazisokkal. A
széntartalom nagyban fligg a szilikagél tipusatdl, melyet alléfazis elballitasahoz
hasznaltak. Az altalunk tesztelt alléfazisokat kulonféle tipusu szilikagélbdl
keszitették, eéppen ezért a tovabbiakban az .y, ertékét hasznaljuk az
allofazisok jellemzésére (38).

Az a(cyy) (lasd az 5. tablazatot) aranyosan valtozik a felllet boritottsagaval és az
.end-capp”-elés josagaval. A nagyobb fellleti lefedettséget a nagyobb a(cyz)

ertéke jelzi. Mivel a mérések hasonldé eredményeket adtak a pentilbenzol és a



butilbenzol retencios tényezbjének aranyat illetdéen, hasonlo fellleti lefedettség

feltételezhet6 ezen hat oszlop esetében.

Az acy2) €s a kup kapcsolata informaciot hordoz a szilikagel fellleterdl vagy a

hozza kotott ligandumok (Cis-as csoportok) mennyiségeérdl (lasd 10. abra) (38).

A vizsgalt oszlopok kozll az InertSustain kimagaslé visszatartast mutatott, ami

arra utal, hogy ennek az oszlopnak van a legnagyobb felllete.

3.7
InertSustain

3.2

2.7
-
<

2.2

Monotower
1.7
InertSustainSwift InertCore Kinetex
KinetexEVO
1.2
1.4 1.45 1.5 1.55 1.6 1.65
o (CH,)

10. abra: Az alkil lancok mennyisége (kag) €s a hidrofobicitas (acy»)) fliggvényében

A 11. abra mutatja a «a/, ertékét a a(cy,) flggveényeben. A teljesen pordzus

toltetl oszlopok (InertSustain, InertSustainSwift) és a tdmdérmagvu toltetek

(InertCore, Kinetex, Kinetex EVO) mutattak hasonl6 sztérikus szelektivitast A

legjobb eredményt azonban a MonoTower oszloppal lehetett elérni.
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11. abra: A sztérikus szelektivitas (a.,,) a hidrofobicitas (ay-)) fliggveényében

Az oszlopok meglehet6sen hasonlo hidrogénkotési kapacitast (ac,p) mutattak a
koffein fenolhoz viszonyitott visszatartasa alapjan. A koffein retencios értéke
informaciot hordoz a szilika fellletén maradt szilanolcsoportok mennyiségérél. A
koffein nagyobb visszatartasa a fenolhoz viszonyitva nagyobb mennyiségi
fennmaradt szilanol jelenlétét jelzi.

A 12. abra a ac/p-t mutatja az a cyz)-vel szemben a kiilonb6z6 oszlopok hidrofob
tulajdonsagainak meghatarozasa céljabol. A vizsgalt oszlopok esetében a
hidrofdb tulajdonsagok meglehetésen hasonloak.

Mivel ezek az allofazisok bazis-deaktivaltak, ezért mutatnak hasonlo ac/p
ertékeket ezzel a hagyomanyos vizsgalattal. Emiatt kellett érzékenyebb
tesztvegyuleteket kivalasztanunk, hogy pontosan meghatarozzuk a szabad

szilanolcsoportok hatasat.
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12. &bra: A hidrogénkdté kapacitas (a¢ /p)a hidrofobicitas (acy2)) fliggvényében

A szilanolhatas vizsgalatdhoz hasznalt mintak Osszetétele a 4. tablazatban
lathatdak, az eredményeket pedig a 6. és 7. tablazat és a 13. abra tartalmazza.
A hagyomanyos tesztvegyuletekkel végzett mérések eredményei a
kovetkez6képpen alakultak. A koffein polaris jellege miatt alkalmas vegyllet a
szilikagél feluletén visszamaradt szilanolcsoportok hatasanak vizsgalatara.
Valamennyi vizsgalt oszlop hasonlé eredményt mutatott enyhe tailinggel (Tr < 2)
koffein esetében és a relativ retenciés faktorok (a fenolhoz viszonyitva) szintén
hasonloak voltak, ac,p, < 0,16. (Az el6z0 fejezet ac,p értekei az alkalmazott
eluens miatt eltér6ek. Lasd a 7.1.4. szakaszban.)

A kisérletek soran alkalmazott masik komponens a piridin volt. A piridin egy
bazis, amely semleges karakterli mozgofazis alkalmazasakor ionizalt formaban
van jelen. A bazis-deaktivalt (GL-Sciences) oszlopok feltiinéen j6 eredményeket

mutattak, elhanyagolhaté tailing eértékekkel (T, < 2), mikGzben a fenolra
vonatkoztatott relativ retencioja, ':’—yhr nagyobbnak bizonyult, mint 0,4.
P

Egy masik szokasos tesztvegyulet volt az amitriptilin. Ez a vegyulet bazikus
jellegli, és hidrofob, hidrofil tulajdonsagokkal is rendelkezik. Ezt a vegyuletet

évtizedeken at hasznaltdk csucsalakja alapjan a szilanol-hatéas jellemzésére (42),
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(95). Az Osszes tesztelt oszlopon az amitriptilin nagy retenciét mutatott,

11< % < 33. A tailing értékek jonak bizonyultak az InertSustain és a Monotower
Ph

oszlopoknal (Tr < 2), de a Kinetex vagy az InertSustainSwift és az InertCore
oszlopok esetében jelentds tailingesedést figyeltiink meg. Ebben az esetben a
szilanolokkal valé masodlagos kolcsdnhatas jelentésebbnek bizonyult. Az
InertSustain és a Monotower oszlopok jobb teljesitménye a nagyobb fellletiknek
koszonhet6.

A fent emlitett eredmények alapjan ezek a hagyomanyos tesztvegyulletek nem
lesznek tulsagosan hasznosak a bazis-deaktivalt modern all6fazisok
jellemzésére, mert az oszlopok tul jo teljesitményt nyujtanak ezekben az
esetekben. Az oszlopok kozotti kulonbségtételnez érzékenyebb vizsgalati

vegyuleteket kell alkalmazni, ezt a kdvetkez6 szakaszban részletezem.
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6. tablazat: A 3. tablazatban definialt mintak USP tailing értékei a kiilbnb6z6 oszlopok esetében

InertSustainSwift

Cis

InertSustain

Cis

InertCore

Cis

MonoTower

Cis

Kinetex

Cis

Kinetex EVO

Cis

tiokarbamid
koffein
brillantkék
piridin
dextrorfan
fenol
dextrometorfan

amitriptilin

1,059
1,504
1,317
1,373
1,539
1,254
1,600
3,998

1,086
1,487
1,259
1,412
1,584
1,072
1,726
1,173

1,175
1,504
1,139
1,788
2,254
1,466
3,234
3,530

1,526
1,770
1,568
1,920
1,774
1,547
3,218
1,576

1,489
1,687
1,612
1,909
2,492
1,353
4,911
2,723

1,645
1,392
1,374
1,380
1,912
1,110
3,223
2,341

USP tailing faktor

7. tablazat: A tesztkomponensek relativ retenciés faktora (fenolhoz viszonyitva)

InertSustainSwift Cis
InertSustain Cis
InertCore Cis
MonoTower Cis
Kinetex Cis

Kinetex EVO Casl

0,156
0,148
0,137
0,153
0,146
0,134

0,432
0,328
0,731
2,577
0,493
0,377




InertSustainSwift C

InertSustain C,g

InertCore C

TU TU TU
6 6 6
Ami C Ami C Ami C
4 4 4
2
Dmhbr BB Dmhbr @ BB Dmhbr BB
Ph Pyr Ph Pyr Ph Pyr
Dpht Dpht Dpht
Kinetex C,, Monotower C,, Kinetex EVO C,q
TU TU TU
6 6 6
Ami C Ami C Ami C
4 4 4
2
Dmhbr BB Dmhbr @ BB Dmhbr BB
Ph Pyr Ph Pyr Ph Pyr
Dpht Dpht Dpht

13. abra: USP tailing értékek a klilonbdzé tesztkomponensek esetén (6. tablazat alapjan)




Erzékenyebb tesztvegyiiletek esetében az eredmények a kdvetkezdképpen
alakultak. A dextrometorfan és metabolitja, a dextrorfan bazikus vegyulletek némi
szerkezeti klildnbséggel (lasd 6. abra). A dextrorfan hidroxilcsoporttal rendelkezik
a dextrometorfanon talalhaté metoxicsoport helyett. Ez a kuldnbség okozza
molekulak retencidés viselkedésében megfigyelhetd eltéréseket. Az elucios
sorrendet a fenolos hidroxilcsoport befolyasolja (taszitas a PhO- és SiO-
csoportok kozott), amely a szilanol-hatas csokkentésével befolyasolja (csokkenti)
a dextrorfan retencidos tényezéjét. Ezért a dextrometorfan érzékenyebb a
szilanolcsoportokra a dextrorfanhoz képest.

A szilanol-hatas mellett a felllet nagysaga is befolyasolhatja ezen vegyuletek
retencios tényez6it (42, 96).

A legjobb csucsalakokat mindkét vegyulet esetén az InertSustain és
InertSustainSwift oszlopok produkaltak (lasd az 6. tablazat). A MonoTower
oszlopon a dextrorfan elfogadhatd tailing értéket mutatott, azonban a
dextrometorfan sokkal rosszabbat, tul nagy retencios tényez6 (k>12) mellett.

A masik harom maghé;j tipusu oszlop kevésbé kedvezé tailing értékeket mutatott
ezen két tesztvegyllet esetén a kdvetkezd sorrend szerint (lasd az 6. tablazat):
Kinetex EVO <InertCore <Kinetex.

Az oszlopok atfogobb jellemzése érdekében savas karakterl vegyuletet is
hasznaltunk a tesztek soran annak modellezésére, amikor a savas és a bazikus
vegylletek elvalasztasa egyidejileg szikséges. Erre a célra savas
tesztkomponensként brillantkék FCF-et alkalmaztunk (42). A molekula harom
szulfonsavcsoportot tartalmaz, ezért ha a szilikagél felllete kissé bazikus, akkor
a tailingesedés figyelheté meg. A brillantkékkel végzett mérések j6 eredményt
mutattak az 6sszes oszlop esetében. Nem mutattak tul nagy retenciot, mikozben
a csucsalakok is megfelelének bizonyultak minden vizsgalt oszlopon. A legjobb
csucsalakokat az InertSustain és az InertSustainSwift oszlopok adtak (lasd az 6.
tablazat). Bar az InertCore oszlop adta a legkisebb aszimmetriat, tul kicsi volt a
retencios érték is. Ezért a kis aszimmetria értéke az alléfazishoz valé gyenge
kotbédésbdl szarmazhat.

A kinuklidin (1-azabiciklo-[2,2,2]-oktdn) szamos természetes fiziologiailag aktiv
anyag és szintetikus gyogyaszati készitmény szerkezeti alapja. Ez a vegyulet
telitett biciklusos rendszerl, nitrogénatommal a kozpontjaban. Ennek a

nitrogénatomnak koszonhetben - amelynek nem kot6dd elektronparja van, és



amelyet a szomszédos hidrogénatom nem arnyékol - a kinuklidinnak
szerkezetébdl addddan sajatos jellege van. A szerkezet ezen jellemzdi a
kinuklidinnak és szarmazékainak szamos fizikai és kémiai tulajdonsagat
magyarazhatjak. A tercier aminokkal és az N-szubsztitualt piperidinekkel
ellentétben a kinuklidinnek merev szerkezete van. A hattagu gylrik ebben a
szerkezetben rogzitett ,csonakformaval” rendelkeznek, és ezek a gylrik nem
képesek megvaltoztatni relativ helyzetuket a kotéseik koruli elfordulasukkal (97),
(98). A tobbi tesztmolekulaval ellentétben a kinuklidinnel végzett méréseink
teljesen mas eredményeket mutattak. A minta koncentraltabb (2,5 mg/ml) volt, és
nem tartalmazott tiokarbamidot, mert ezt a két komponenst nem tudtuk egyutt
kimutatni. Az irodalomban emlitik a kinuklidin — tiokarbamid-zarvany vegyulet
metanolban torténé képzddését. Lehetséges, hogy ez a zarvanyvegyulet vizes
acetonitrilben is jelen lehet (99). Foszfatpuffer helyett vizet kellett hasznalnunk,
mert a kinuklidin UV-abszorpcidja csak nagyon alacsony hulldamhosszon (190—
200 nm) mérhetd, és a puffer interferenciat okozhat ebben a tartomanyban. Ezért
a mozgofazis 90% viz és 10% acetonitril keveréke volt. Az injektalt térfogat 2 yL
volt. Az aramlasi sebesség ugyanugy 0,4 ml / perc volt, mint a tdbbi mintanal.
A 14. és 15. dbran a csucsok alakjabdl lathatd, hogy tulterheltik az oszlopokat,
viszont ha ennél kisebb injektalt térfogatot hasznaltunk, nem kaptunk kimutathato
csucsokat. llyen csucsalakok mellett nem értékeltik a kinuklidin tailing értékeit,
ebben az esetben csak a retencids tényez6k adtak informacioét a szilanolokrol.
Jelentés kulonbséget tudtunk megfigyelni az oszlopok koézott. A kinuklidin
szempontjabol a legjobb csucsalakokat az InertCore, InertSustain és
InertSustainSwift oszlopok adtak. A Kinetex EVO mutatta a legnagyobb
intenzitast elfogadhatd csucsalak mellett. A retencids tényez6k meglehetdésen
hasonlbéak voltak az InertSustain, InertCore és Kinetex EVO oszlopoknal. A
MonoTower és a Kinetex oszlopok csucsalakjai voltak a legrosszabbak, a
legkisebb intenzitassal és emellet mindkét oszlop nagy retenciét mutatott
kinuklidinra. Ugy tlnik, hogy a kinuklidin nagyon érzékeny vegyiilet a szilanol
aktivitdsanak vizsgalatara, de nem tipikus tesztmolekula, mivel az all6fazisokhoz

is er6sen kotodik.
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14. abra: Kinuklidin esetén tapasztalt csticsalakok
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15. abra: Kinuklidin esetén tapasztalt csucsalakok
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8.2. Az oszlopforgatas eredményei
8.2.1. Az oszloptdltés hatasa a toltetheterogenitasra

A vizsgalt oszlopok tesztje soran az els6 lépés a H — u gorbék felvétele és azok
alapjan az optimalis tanyérmagassag ertékeinek meghatarozasa volt. Mintaként
tiokarbamidot hasznalva meghataroztuk az egyes oszlopok optimalis aramiasi
sebesseégét a kés6bbi mérésekhez. Az aramlasi sebesség 0,05 és 0,6 ml/perc
kozott valtozott (kivéve a 15 cm hosszu oszlopokat - ebben az esetben a
maximalis aramlasi sebesség 0,35 ml/perc volt, a maximalis nyomasértéket szem
elétt tartva). A minimalis tanyérmagassag értékeket és a tanyérszamok
maximalis értékeit a 8. tablazat tartalmazza. A H-u gorbék a 17. abran lathatoak.
Az eredmények alapjan a 0,25 ml/perces aramlasi sebesség értéket valasztottuk
a tovabbi mérésekhez, mivel az oszlopok optimuma 0,2-0,3 ml/perc aramlasi
sebesség korul volt.

A csucsparkoltatdsos mérések soran a mintat miutan elualtuk az oszloprol
(Fv = 0,25 ml/perc), akkor a mintasav elérte az oszlop kozepét és letelt az un.
parkolasi id6 (2, 5, 10, 30,45 vagy 60 perc), mely soran a mintasav diffundalt az
oszlopban.

A csucsparkoltatdsos modszer részletei az 5.3. szakaszban olvashatoak, a
kisérletek eredményeit pedig az 16. abra mutatja.

A kulénb6zd oszlopok meglehetésen hasonldé effektiv diffuzios értékeket
mutattak, Der= 1,03—1,35 x 1075 cm?/s kozott. A 15. dbra egyeneseinek egyenlete
alapjan kiszamitottuk a valasztott parkolasi idéhoz tartozd (120 s) G%v,park
értékeket a 5.23. egyenlet segitségével és az eredményeket ul?> egységekre
konvertaltuk.

A tovabbi szamitasok soran ezeket a 0?y,paik —0s értékeket hasznaltuk a tobbi
savszélesité hatas meghatarozasara a 5.25. egyenlet alapjan. Az eredményeket
a. 9. tablazatban foglaltuk 06ssze. Ezekbdl az eredményekbél arra
kovetkeztethetlink, hogy a csucsparkoltatasnak korulbellil 50%-kal kisebb a
savszélesitd hatasa (ul>-ben kifejezve) a tomoérmagvu részecskékkel toltott
oszlopokban, a teljesen pordzus részecskékkel toltott oszlopokhoz képest.
Ezeket az eredményeket vartuk, mert az oszlop térfogatanak 20%-at
tomormagok toltik ki (lasd a 8. tablazatot), amelyeket nem tud atjarni a

mozgofazis, igy a gémb alakiu magok jelenléte az axialis diffuziét gatolja (100).
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A fennmaradé 30%-o0s kulonbség a tomoérmagvu részecskék kisebb

porozitasabol szarmazhat (101).

0.14 - + XBridge 5 cm
A XBridge 10 cm
0.12 - @ XBridge 15 cm
¢ Cortecs 5 cm
0.1 1 A Cortecs 10 cm
® Cortecs 15 cm
«0.08 -
£
L
N
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0.02 -
0

0 1000 2000 3000 4000
parkolasi ido6 (s)

16. abra: A csucsparkoltatasos mérések eredményei a kiilbnb6z6 oszlopok esetében

Az oszlopforgatast az oszlopok kuldonb6zd szeleteinél végeztik el az oszlop
végeinél (fritek és a kozelukben lévd toltet) bekdvetkezd savszélesedés
jellemzésére. A mért értékeket korrigaltuk minden esetben az oszlopon kivli
savszélesedéssel, mely erre az UPLC rendszerre, az adott mérési korilmények
kozott 0,73 ul’-nek adodott.
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8. tablazat: A vizsgalt oszlopok jellemzbi és kinetikus teljesitménylik az alkalmazott eluens-dsszetételre és aramlasi sebességre vonatkozéan

Mozgofazis Porozitas Optimalis aramlasi
tétfogata [pl] sebesség [ml/perc]
XBridge 5cm 1,7 97,6 0,56 0,2 12 300 41
XBridge 10 cm 1,7 203,6 0,58 0,3 32 300 3,1
XBridge 15 cm 1,7 289.,4 0,55 0,3 48 700 3,1
Cortecs 5cm 1,6 78,6 0,45 0,2 12 000 4.2
Cortecs 10 cm 1,6 161,1 0,46 0,2 20 200 4.9
Cortecs 15 cm 1,6 237,9 0,46 0,3 57 300 2,6
[ .
R + XBridge 5cm
A XBridge 10 cm
8- e XBridge 15cm
¢ Cortecs5cm
7_ Ao Cortecs 10 cm
e Cortecs 15cm <
]
M
R
4]
3]
2 I I ]
0 2 3 g
u (mm/s)

17. abra: A tiokarbamid megfigyelt tanyérmagassag értékei a vizsgalt oszlopokon 90:10 ACN:H>0 eluens alkalmazasaval




Az oszlopforgatasos mérések mellett, forgatas nélkll is elvégeztik a kisérletet
két perces parkolasi idével az oszlop be- és kimeneténél egyarant. Ezen mérések
alapjan hataroztuk meg a teljes savszélesedési értékeket (0%wota), melyeket a
tovabbi szamitasokhoz hasznaltunk a 6.25. egyenlet alapjan.

A mérések soran csucskompresszidés hatast figyeltink meg. A megforditott
aramlasnal medfigyelt csucsok mindig keskenyebbek és szimmetrikusabbak,
mint az aramlas megforditasa nélkul kapott csucsok. Ez a sokcsatornas
diszperziés hatds kompenzacidjabél és az aramlas  sugariranyu
heterogenitasabdl szarmazik (46, 61).

Az aramlas megforditasakor a molekulak ugyanazon a csatornan haladnak elére
és hatra, a csatornak kozotti vandorlas hatasa mérséklédik, igy lesznek
keskenyebbek és szimmetrikusabbak a csucsok, mint az aramlas megforditasa
nélkul kapott csucsok.

Tiokarbamid esetén két perc parkolasi id6 elegendé az oszlop teljes
keresztmetszetén végbemend diffuziohoz és az oszlop megforditasahoz is. Kis
molekulak esetén a parkolasi idének nincs tovabbi hatasa a méréseinkre. Amikor
a hossziranyu varianciat a megtett tavolsag fliggvényében abrazoljuk, a gérbék
meredekségbdl meghatarozhatdé az oszlopok lokalis tanyérmagassaga
(tisztan a toltetagyra vonatkozd tanyérmagassag). A gorbék tengelymetszete
pedig megadja az oszlopvégek (fitting, fritek és az oszlopkdzeli toltet
heterogenitasa) savszélesedéshez vald hozzajarulasat (lasd 6.28. egyenlet) a
parkolasbol eredd savszélesedéssel vald korrigalas utan.

Az eredményeket térfogatbeli variancia egységekben (ul?) fejeztiik ki és a 9.
tablazatban lathatéak. Az oszlop kdézepén kilonb6z6 szimbdélummal abrazolt
értéket (0%wtar), akkor kaptuk, amikor az aramlast két percre megallitottuk, de az
oszlopot nem forditottuk meg, ilyenkor kompresszios hatas nem figyelheté meg.
Az a&brazolt gorbék nagyjabdl parhuzamosan futnak, azonban a lokalis
tanyérmagassag eértekekben minden esetben talaltunk kulonbséget. A
legjelentésebb kilénbségeket a leghosszabb oszlopok (15 cm hosszu XBridge
és Cortecs oszlopok) esetében észleltik (18. abra). Tovabba névekvé tendencia
figyelhet6 meg a lokalis tdnyérmagassagokban (lasd a 19. és 20. abrat) az
oszlopok hosszanak novekedésével, kivéve a 10 cm hosszu Cortecs oszlop
bemeneti méréseinél, de ez az oszlop szokatlan viselkedést mutatott mar a

H — u gorbék felvételénél is.



Ezek az abrak a lokalis tAnyérmagassagok kozotti kulonbségeket is mutatjak
(Hforward, @amikor az oszlopot a gyartod altal ajanlott iranyban, és Hpackward, @amikor
az oszlopot az ajanlottal ellentétesen hasznaltuk), amelyeket az
oszlopforgatasos modszerrel kaptunk és a teljes tanyérmagassag érékeket (ezek
tartalmazzak az oszlopvégek hatasat is), melyeket a H - u goérbe (Hcolumn)
felvételekor mértink. Minél rovidebb az oszlop, annal nagyobbak a kilonbségek
a Hforward Vagy a Hoackward €S @ Hcoumn €rtékek kozott , kiveve a 10 cm hosszu
Cortecs oszlop és a 15 -cm hosszu XBridge oszlop esetén. Ezek a kuldnbségek
a fritek és az oszlop végénél 1évé toltet szerkezetének hatasat mutatjak az oszlop
fritieihez kozel, amelyek nagyobbak a Cortecs oszlopoknal. A 0%yeq értékek
sokkal kisebbek voltak a Cortecs oszlopoknal, mint az XBridge oszlopoknal, a
teljesen porozus részecskék jellege miatt. Gritti és munkatarsai 2015-ben
megbecsilték a 2,1 mm-es bels6 atmérével rendelkezé 5 cm hosszu Cortecs Cis
1,6 ym és az XBridge Cis 1,7 pym oszlopok lokalis redukalt tanyérmagassag
eértékeit. Ezek értéke 0,7 és 1,2, kozé esett nem visszatartott vegyulet esetében
(78).

Jelen munkank megerdsitette ezeket az eredményeket, és azt is bizonyitja, hogy
a lokalis redukalt tanyérmagassag 5 cm hosszu oszlopok esetében (Cortecs,
XBridge) 1,0 és 1,4 kozé esik a frit diszperzios hatasanak korrekciojat kovetben
(lasd a 9. tablazatot).

A be- és kimenetek g2enq értékei minden esetben kiilonboztek, de a kiilonbségek
elhanyagolhatoak, ezért nem tudtuk meghatarozni, hogy melyik vég nyujt jobb
teljesitményt. Kimutathaté volt, hogy minél hosszabb az oszlop, annal nagyobb
a kilonbség a két vég kozott. A o2%nd érték sokkal kisebb volt a Cortecs
oszlopoknal, mint az XBridge oszlopoknal. Ezeket az eredményeket a 9. tablazat
tartalmazza. Az eredmények alatdmasztjak Gritti €s munkatarsai megallapitasait,
akik arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a sugariranyu heterogenitast latszolag
az oszlophossz szabalyozza (62).

Az eredmények alapjan az is megallapithatd, hogy a csucsszélesedés 70-80 %-
at a készulék és az oszlopvégek okozzak, mig a maradék 20-30% szarmazik a
toltetagybdl (ez aldl kivételt képez az XBridge 15 cm-es oszlop, ahol ez az arany
kb. 50-50%-0s).

60



9. tablazat: A csucsparkoltatasos és oszlopforgatasos mérések eredményei

H H 02V, bed, 02V, bed, v.end, 02V, end, o2V, total, OV, total, 0% park.
forward backward forward backward outlet forward backward w7
XBridge 5cm 2,592 2,743 0,494 0,523 0,411 0,454 3,282 3,396 1,235
XBridge 10 cm 2,845 2,920 1,179 1,211 0,736 0,679 4,647 4,565 1,266
XBridge 15 cm 3,255 3,018 1,817 1,684 0,386 0,468 4,579 4,612 1,261
Cortecs 5cm 1,806 1,602 0,223 0,197 0,191 0,182 1,962 1,908 0,615
Cortecs 10 cm 1,546 1,713 0,401 0,445 0,316 0,330 2,528 2,600 0,764
Cortecs 15 cm 2,228 1,839 0,840 0,693 0,527 0,508 3,425 3,122 0,794
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18. abra: Az oszlopforgatas soran mért térfogatbeli csticsvariancia értékek a megtett tavolsag fliggvényében.

A bal oldali abrakon az 5, 10, 15 cm-es (lefelé haladva) XBridge oszlopok eredményei,

a jobb oldali abrakon az 5, 10, 15 cm-es Cortecs oszlopok eredményei lathatéak.
Az oszlopforgatas soran az oszlop bemeneti oldalardl (inlet) mért értékeket a fekete rombuszok, a kimeneti oldalrél
(outlet) mért értékeket a piros haromszégek jelblik. A forgatas nélkiil mért értékek (0%o1a)) fekete négyzettel, ill. piros

kérrel lettek abrazolva.
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19. abra: Az oszlopforgatasos modszerrel kapott lokalis tanyérmagassagok és az oszlopok
teljes tdnyérmagassag értékeinek 6sszehasonlitasa az Cortecs oszlopok esetében
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20. abra: Az oszlopforgatasos médszerrel kapott lokalis tanyérmagassagok és az oszlopok teljes
tanyérmagassag értékeinek 6sszehasonlitasa az XBridge oszlopok esetében
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8.2.2. Oszlopforgatas kivitelezése a pérusok hatasanak kizarasaval

Esetinkben a valasztott makromolekula a human inzulin volt. A korabbiakhoz
hasonléan végeztik el a csucsparkoltatasos és oszlopforgatasos méréseket. Az
eredményeket minden esetben korrigaltuk a rendszer csucsszélesité hatasaval
(500 pl?).

Viszont, amig a kis molekulaknak, példaul a tiokarbamidnak révid id6 (1, 2, 5, 10
perc) is elegend6 a diffuziohoz a csucsparkolas soran, az inzulinnak sokkal tobb
idére van sziksége ehhez, mivel nagysagrendekkel kisebb a molekularis
diffuziés egyiitthatéja. Igy hosszabb parkolasi idét kellett alkalmazni a
csucsparkoltatasos és az oszlopforgatasos kisérletekhez egyarant. Ha hosszu
parkolasi idékkel dolgozunk (60, 120, 180, 240 és 300 perc), amint azt a 21.
abran lathatjuk, a csucsok linearisan szélesednek és szimmetrikusabbak lesznek

a parkolasi id6 novekedésével.
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21. abra: Az inzulin csucsalakjai a csticsparkoltatasos mérések soran
A csucsparkoltatdasos modszer alkalmazasaval az inzulin effektiv diffuzios
egyutthatojat a 22. abran lathatd egyenes meredekségébdl meghataroztuk, ami

igy 1,6 x 10® cm?/s-nak adddott. A 5.27. egyenlet alapjan a parkolasbol eredd

variancia 50,3 pl?.
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22. abra: A csucsparkoltatasos merések soran kapott hossziranyu csucsszélesedeési értékek
abréazolasa az névekvd parkolasi id6k fliggvényében.
Az illesztett egyenes meredeksége adja meg 2Dcx-€t.

Az oszlopforgatasos méréseket a mar korabban ismertetett médon végeztik el,
csak 60 perces parkolasi id6 alkalmazasaval.

Amint az a 23. abran lathatd, az oszlopforgatasos modszerrel kissé keskenyebb
és szimmetrikusabb csucsokat kaptunk, mint az aramlas megforditasa nélkul.
Bar mindkét csucs meglehetésen szimmetrikus a 23. abran a forgatott csucs USP
tailing értéke, valamivel kisebb. A csucskompresszi6 az aramlas
megfordulasaval kevésbé tlinik jelentésnek, de meg kell jegyezni, hogy a
viszonylag nagy oszlopon kivili csucsszélesité hatas (02, rendszer = 500 WL?)

megneheziti az 0sszehasonlitast.
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23. abra: Az inzulin csucsainak 6sszehasonlitasa az oszlopforgatas (flow-reversal) és
csucsparkoltatas (peak parking) esetén

Az aramlas megforditasanak kompresszidés hatasa akkor valt nyilvanvaléva,
amikor az eredményeket korrigaltuk a rendszer hozzgjarulasaval (lasd a 23.
abran). Ha az aramlas leall, amikor a mintasav 5 cm-t tett meg az oszlopban, a
megfigyelt varianciaértékek sokkal kisebbek a parkolasi id6 letelte utan akkor,
amikor az oszlopot megforditottuk. Példaul, amikor az oszlop bemenetét
vizsgaltuk, a variancia o2,= 139,9 yL? volt abban az esetben, ha az aramlas
egyszerlien folyt tovabb a parkolasi id6 letelte utan. A variancia viszont
lecsokkent g2, = 106,7 uL2-re, ha az oszlopot megforditottuk a parkolasi idé alatt.
Hasonlé modon, amikor az oszlop kimenetét tanulmanyoztuk, a variancia
0%, = 110,6 uL?r6l, 02, = 75,6 pL?recsokkent. Ezek alapjan az aramlas

megforditasanak 24—32% -os fékuszalo hatasa van inzulin esetében.
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24. abra: A csucsparkoltatas és az oszlopforgatas eredményeinek 6sszehasonlitasanak
abréazolasa. Zolddel jelolve az oszlop bementi, pirossal pedig az oszlop kimeneti oldalanak
értékei. Kiilbnb6zé szimbolumokkal pedig az oszlopforgatas nélkiili eredmények lathatoak.

A toltetagy belsé lokalis tanyérmagassagat az illesztett egyenesek
meredekségébdl hataroztuk meg (24. abra). Megallapitottuk, hogy a bemeneti
oldalrél mért Hrorward = 7,4 um érték nagyobb, mint a kimeneti oldali Hpackward = 5,3
pm. Ez a kulonbség valamivel jobb hatékonysagot eredményez, abban az
esetben, ha az oszlopot a gyarto altal javasoltakkal ellentétes aramlasi iranyban
hasznaljak. A 23. dbra tengelymetszeteibdl kiszamitottuk az oszlopvégek hatasat
a bemeneti (0?%v end,in) €s kimeneti (0%v,end,out) Oldalon egyarant. Az eredményeket
a 10. tablazat is 6sszefoglalja. Kilonbség figyelheté meg a bemeneti és kimeneti
oszlopvég variancidja kozott, a bemeneti 10 uL?-rel nagyobb, mint a kimeneti
variancia. Ez a kuldonbség mutatja meg az oszlophardver és az oszloptoltés
toltetre gyakorolt hatasat a frit kdzelében. A teljes varianciat vizsgalva
kijelenthetd, hogy a homogén toltetagy egyharmadat, a két oszlopvég pedig a

maradék kétharmadat adja ki a savszélesedésnek.
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10. tabldzat: Az oszlopforgatds Gsszesitett eredményei

Bemenet Kimenet

2 = 2 (inlet) (outlet)
O“park = 50,3 }J| Oztotal 639,9 lJ|2 610,6 p|2

0%sysiem = 500 pI? 02coumn 89,9 ul2 60,6 pI2
0%nd 28,5 ul2 18,6 plI?
0bed 32,6 ui2 23,1 pl?
H 7,4 ym 5,3 ym

8.3. Elektronmikroszképos vizsgalatok eredmeényei

A méréseknek az volt a célja, hogy lassuk, hogy az oszloptoltési eljaras
kdvetkeztében a friten, illetve a tdlteten barmilyen karosodas lathato-e. Ot
oszloptipus be- és kimeneti fritjét vizsgaltuk. Egyik eset sem mutatott lathatéd
sérulést a friteken és a toltetszemcséken sem. Viszont a fritek porusaiba a
szilikagél részecskeék jol lathatoan beékelddtek (25-26. abra) méretuk és a préselt
frit heterogén szerkezete miatt. A fritbe agyazédott részecskeék felelések lehetnek
a fritek kozelében l1év6 savszélesitd hatasért is (falhatas). Ezen kivil maganak a

fritnek és az oszlopvégek illesztéseinek is kiilon savszélesité hatasa van.

titén alsé C Mag: 1000x HV: 20 kv SE WD: 10 mm DATE: 13.9.2018

25. abra: Phenomenex Prodigy 5 um, 100 x 4,6 mm kimeneti fritiének elektronmikroszkopos
képe
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i "

kinetex_outlet Mag: 2000x HV: 20 kv SE  WD: 10 mm DATE: 4.10.2018 10 pm —

26. abra: Kinetex 2,6 um, 100 x 4,6 mm kimeneti fritieének elektronmikroszképos képe

9. Osszefoglalas

9.1. All6fazisok kémiai jellemzése

A munkdm soran végzett hagyomanyos teszttel (Tanaka-teszt) kapott
eredmények szerint a vizsgalt forditott fazisu Cis-as oszlopok (InertSustain,
InertSustainSwift, InertCore, MotoTower, Kinetex, Kixetex EVO) meglehetdsen
hasonlé tulajdonsagokkal rendelkeznek (az alkildncok mennyiségét, a
hidrofdbicitast, a sztérikus szelektivitast, a hidrogénkotési képességet tekintve),
bar az all6fazisok alapvetdéen kilonbdznek - mint pl. monolit, tomdérmagvu vagy
teliesen porozus toltetek. A magasabb a.,p értéke utalna a szilikagel fellleten
maradt szabad szilanolcsoportokra, de a vizsgalt oszlopok esetében ez az érték
is meglehetésen hasonlé volt. Annak érdekében, hogy helyesen hatarozzuk meg
a szilanolcsoportok mennyiségét, eérzékenyebb tesztvegyuleteket kellett
hasznalni. Ezen mérések segitségével kuldénbséget tudtunk megfigyelni az
oszlopok kozott. A legjobb csucsalakokat az InertSustain és az InertSustainSwift
segitségével sikerllt elérni, amelyek teljesen pordézus részecskékkel

rendelkeznek. A Monotower oszlop is kimagaslo eredményeket nyujtott az
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érzékenyebb  tesztvegyuletekkel. Ez valészinldleg annak  egyedi
porusszerkezetének koszonhetd. A tomormagvu/mag-héj tipusu oszlopok -
példaul az InertCore, a Kinetex és a Kinetex EVO — bizonyultak a legkevésbé
eredményesnek a tesztek soran.

A legujabb tesztvegyulet, a kinuklidin bevezetésével meglehetésen eltérd
eredményeket ertink el. Az InertSustain, InertSustainSwift, InertCore és Kinetex
EVO oszlopok nagy retenciot és jo csucsalakokat mutattak, mig a MonoTower és
Kinetex oszlopok kevésbé teljesittettek jol.

llyen megkulonboztetés nem volt lehetséges a hagyomanyos tesztvegyuletekkel.
Habar a kinuklidin nagyon érzékeny vegyulet a szilanolaktivitas vizsgalatara,
mégsem tipikus tesztmolekula, mivel a funkcids csoportokhoz is erésen kotédik.
Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a kulonbozé
tipusu allofazisok jelentés kilénbségeket mutathatnak az érzékeny
tesztvegylletek  alkalmazasakor.  Kulonbségek figyelhetbk meg a
szilanolcsoportok jelenlétét illetben és a jovében érdemes lenne mas
hasznosithatd érzékeny tesztvegyuleteket is azonositani.

Mivel gyartonként eltéréek az alléfazisokhoz hasznalt szilikagélek (széntartalom,
fajlagos felllet, porozitas) nem latom lehetségesnek, hogy kidolgozhaté lenne

egy univerzalis tesztelési modszer a késdbbiekben.

9.2. Az oszlopforgatas
Az oszlopforgatasos mérések alapjan az alabbi kovetkeztetéseket tudtam
megallapitani.

9.2.1. A kromatografias oszlop heterogenitasanak és kialakitasanak
hatasa a hatékonysagra

A vizsgalt 2,1 x 50, 100 és 150 mm-es teljesen pordzus és tOmormagvu
részecskékkel toltetes oszlopok kinetikus tulajdonsagait teszteltik és
O0sszehasonlitottuk.

A Cortecs oszlopokkal kissé nagyobb tanyérmagassag értékeket lehetett elérni
az optimalis mozgofazis sebességnél (15 cm-es Cortecs oszlop kivételével).

Az oszlopforgatasos modszert alkalmaztuk a mintasav szélesedésének, a lokalis
tanyérmagassag értékek és az oszlopvégek kdzotti kilonbségek jellemzésére. A

lokdlis tanyérmagassag értékek kisebbnek bizonyultak az aramlas

70



megfordulasaval a sokcsatornas diszperzidés hatas és a radialis aramlasi profil
heterogenitasanak kikiiszobolése miatt.
Minden esetben azt tapasztaltuk, hogy az oszlopok végének hatékonysaga és a
toltetagy hatékonysaga - vagyis a lokalis tanyérmagassagok - kulonbozik
egymastol; az oszlopok heterogének, de a kulonbség elhanyagolhatd, és nem
lehetlink biztosak abban, hogy az oszlop be- vagy kimenete teljesit-e jobban. A
lokalis tanyérmagassag értéke novekszik az oszlop hosszanak novekedésével.
Osszehasonlitva ezeket a lokalis tanyérmagassagokat az oszlopra vonatkozé
teljes tanyérmagassag értékekkel, megallapithatjuk a fritek és a frit kdzelében
lévé toltetszerkezet hatasa nagyobb a Cortecs oszlopoknal. Ezen Kkivdl
megallapithatjuk, hogy a rovidebb oszlopok jobb hatékonysaggal tolthetbek. Az
eredmények azt mutatjak, hogy az oszlop hossza befolyasolja a heterogenitast,
€s minél rovidebb az oszlop, annal jelentésebb a frit hatasa. Ennek megfeleléen,
habar a rovidebb oszlopok toltetagya homogénebb, és a tanyérmagassag
ertékeik is kisebbek, mint a hosszabb oszlopoké, a rovid oszlopok altalanos
hatékonysaga rosszabb, mint a hosszu oszlopoké, mivel a fritek relativ
hozzajarulasa a rovid oszlopoknal lényegesebb.
SzamszerUsitve a csucsszélesedés 70-80 %-at a készulék hozzajarulasa és az
oszlopvégek okozzak, mig a maradék 20-30%-0s szélesedés szarmazik a
toltetagy hatasabdl (ez aldl kivételt képez az XBridge 15 cm-es oszlop, ahol ez
az arany kb. 50-50%-0s).

9.2.2. Oszlopforgatasos mérések kivitelezése a porusok hatasanak

kizarasaval

Az oszlopforgatas utan megfigyelt inzulincsucsok keskenyebbek és
szimmetrikusabbak, mint az aramlas megforditasa nélkil kapott csucsok. Kis
molekuldk esetén a mintasav a kompresszidjat joval kisebbnek talaltak (61-62).
A makromolekulak molekularis diffuziéja sokkal kisebb, mint a kis molekulaké.
igy a sugariranyu heterogenitas a toltetagyban kisebb mértékben befolyasolja
migraciojukat és kovetkezésképpen nagyobb csucskompressziés hatas
figyelhet6 meg makromolekuldak estén, ha az aramlas megfordul. Az
makromolekulakkal végzett oszlopforgatasos kisérlet segitségével mérhet6 volt
az oszlopvégek kozti kulonbség és a lokalis tanyérmagassag értékek kozotti

klldnbség is, attdl fuggben, hogy milyen iranyban hasznaltuk az oszlopot. A
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vizsgalt Kinetex oszlop esetében a lokalis tanyérmagassag valamivel kisebb (5,3
pMm), ha az oszlopot az ajanlott hasznalati iranyhoz (7,4 um) képest ellentétesen
hasznaljuk. Az oszlop bemeneti végének kialakitasa (illesztés, frit és a
toltetszerkezet az oszlop végén) nagyobb mértékben jarul hozza a varianciahoz,
mint az oszlop kimeneti vége. Valdszinilleg ez a kuldnbség az oszloptdltési
eljarasbdl fakad, mivel az oszlop végek kdzelében a részecskesiriiségnek és a
szerkezeti felépitésének kulonboznie kell. Tovabba a két oszlopvég okozta a
savszélesedés nagyobb, mint a toltetdgy savszélesitdé hatasa.
A Taylor — Aris diszperzié miatt a kisérleti kdrilményeket jelentésen meg kellett
valtoztatni a kis molekulakkal végzett vizsgalatokéhoz képest, tehat a kisérletek
sokkal hosszabbak, mint tiokarbamiddal vagy mas kis molekulatomegi markerek

esetén.

9.3. Vizsgalatok elektronmikroszkoppal

Kil6nb6z6 hasznalt oszlopok fritjeit elektronmikroszkoppal vizsgalva roncsolasra
utalé nyomot nem talaltunk a szerkezetiikben. Viszont jol lathaté volt, hogy milyen
heterogén ez a préselt fritszerkezet, amibe a toltetrészecskék is bele tudtak jutni,
ezzel novelve a mérések soran a falhatast, ami fokozza a fritek savszélesit6

hatasat.
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10.

Munkam

Tézispontok

soran el6szor  kilonbozé  tipusu  forditott fazisu Cais-as

gyorsfolyadékkromatografias alléfazisok kémiai tulajdonsagainak vizsgalata volt

a cél, kulonos tekintettel a szilanol hatasra.

©)

o

Meghataroztam a rendelkezésre allo teljesen porozus, tomoérmagvu
eés monolit oszlopok esetén a Tanaka-teszt Iépéseit kovetve az
allofazison a hidroféb retenciot (kas), a fellleti boritottsagot (achy),
a sztérikus szelektivitast (ayo) €s a H-hidas kétésekre vald hajlamot
(acp). A klilonb6z6 oszlopok esetében ezek az értékek a szerkezeti
kulonbségek ellenére nagyon hasonlé eredményeket hoztak. Ezért
a szabad szilanolcsoportok kimutatasara tovabbi tesztvegyuleteket
alkalmaztam.

Az emlitett hagyomanyos tesztek esetén egyre jobb eredményeket
produkalnak ezek az uj tipusu, bazis-deaktivalt (base-deactivated)
allofazisok, éppen ezért tobb lehetséges tesztmolekulat is
alkalmaztam a pontosabb eredmények érdekében. A retencios (k)
és aszimmetria (USP T ) értékeket mindegyik oszlop esetében

meghatarozasra kerultek.

1. Az eredmények alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a

kalonboz6 tipusu alloéfazisok jelentbés kulonbségeket mutatnak az

érzékeny tesztvegylletek alkalmazasakor. Kilénbségek figyelheték meg

a szilanolcsoportok jelenlétét illetéen és a jovében érdemes lenne mas

hasznosithatd érzékeny tesztvegyuleteket is azonositani.

llletve azt is megallapitottam, hogy mivel gyartonként eltérbek az

alléfazisokhoz hasznalt szilikagélek (széntartalom, fajlagos felllet,

porozitas) nem latok lehet6séget arra, hogy kidolgozhatd lenne egy

univerzalis tesztelési moédszer a késdbbiekben.

Tovabbi munkam soran ugyancsak gyors folyadékkromatografias oszlopok

vizsgalatat folytattam. Az oszlopok kialakitasanak, toltésének a hatasat

vizsgaltam a folyadékkromatografias elvalasztas hatékonysagara és a toltetagy

heterogenitasara.
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3-3 teljesen (5, 10, 15 cm) pordzus és héjszerkezetl toltettel rendelkezd oszlopot

vizsgaltam oszlopforgatasos mddszer segitségével:

o meghataroztam az oszlopoknal alkalmazhatd optimalis aramlasi
sebességet és ezzel a minimalis tanyérmagassag értékeket (Hmin)
o meghataroztam a mintakomponens (tioakarbamid) diffuzios
egyutthatojat csucsparkoltatasos megallitott aramlasos maédszerrel
o ezutan elvégeztem az oszlopforgatasos méréseket
2. A UHPLC-s oszlopokkal valé mérések soran is csucskompresszios hatast
figyeltem meg. A megforditott aramlasnal megfigyelt csucsok mindig
keskenyebbek és szimmetrikusabbak voltak, mint az aramlas
megforditasa nélkul kapott csucsok. Ez a sokcsatornas diszperzids hatas
kompenzaciojabél és az aramlas sugariranyu heterogenitasabdl
szarmazik
3. Osszehasonlitva a lokalis tanyérmagassagokat az oszlopra vonatkozé
teljes tanyérmagassag értékekkel, megallapitottam, hogy a fritek és a frit
kozelében |évd toltetszerkezet hatasa nagyobb volt a Cortecs
oszlopoknal. Ezen kivul megallapitottam, hogy a révidebb oszlopok jobb
hatékonysaggal tolthetbéek. Az eredmények azt mutatjak, hogy az oszlop
hossza befolyasolja a heterogenitast, és minél révidebb az oszlop, annal
jelentésebb a frit hatasa. Ennek megfeleléen, habar a rovidebb oszlopok
toltetagya homogénebb, és a tdnyérmagassag értékeik is kisebbek, mint
a hosszabb oszlopoké, a rdévid oszlopok altalanos hatékonysaga
rosszabb, mint a hosszu oszlopoké, mivel a fritek relativ hozzajarulasa a
rovid oszlopoknal lényegesebb.
Az eredmények alapjan az is megallapithatd, hogy a csucsszélesedés 70-
80 %-at a készulék hozzajarulasa és az oszlopvégek okozzak, mig a
maradék 20-30%-0s szélesedés szarmazik a toltetagy hatasabol (ez aldl
kivételt képez az XBridge 15 cm-es oszlop, ahol ez az arany kb. 50-50%-

0S).

A késdbbiekben egy héjszerkezetll oszlop esetében vizsgaltam, hogy az
oszlopforgatasos médszer kivitelezhet6-e nagy molekulakkal (inzulin) is. Ezzel

kizartam a porusokon beldli diffuzié hatasat.

74



4. Az makromolekulakkal végzett oszlopforgatasos kisérlet segitségével is
meérhetd volt az oszlopvegek kozti kilonbség és a lokalis tanyérmagassag
ertékek kozotti kulonbség is, attdl fuggben, hogy milyen iranyban
hasznaltuk az oszlopot. Megallapitottam, hogy az oszlop bemeneti
végének kialakitasa (illesztés, frit és a toltetszerkezet az oszlop végén)
nagyobb mértékben jarult hozza a varianciahoz, mint az oszlop kimeneti
vége. Valdszinlleg ez a kulonbség az oszloptdltési eljarasbdl fakad, mivel
az oszlop végek kozelében a részecskesliriségnek és a szerkezeti
felépitésének kulonbdznie kell. Tovabba a két oszlopvég okozta a
savszélesedés nagyobb volt, mint a toltetdgy savszélesit6 hatasa.
Tovabba a csucskompresszié mértéke jelentésnek bizonyult, viszont a
Taylor-Aris diszperziobol adéddéan a mérések sokkal bonyolultabbakka,
hosszabba valtak, mint a kismolekulak esetében, igy a jévébeni
oszlopforgatasos mérésekhez tovabbra is célszerlibb a kismolekulas
opcioét valasztani.

5. Elektronmikroszképos  vizsgalatokkal = megvizsgaltam, hogy az
oszloptoltés okoz-e barmilyen karosodast a frit és a toltet szerkezetében.
Magaban a frit anyagaban és a toltet részecskeéin elvaltozasokat nem
észleltem, viszont jol lathatd volt, hogy a toltetrészecskék bejutnak a frit

szerkezetébe, novelve a falhatast és ezzel a savszélesedést.
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