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1. Bevezetés

Az elvalasztastechnikai eljarasok koziil az egyik leggyakrabban alkalmazott analitikai
modszerré valt a folyadékkromatografia (LC), mind a kutatds, mind a rutinvizsgélatok soran.
Az utobbi évek soran szamos technikai fejlesztésnek koszonhetden az eddig elérhetd
nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (HPLC) késziilékek mellett egyre nagyobb teret
nyert az ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografias (UHPLC) késziilékek hasznalata is.
Az alapveto kiilonbség a két miiszer k6zott, hogy mig a HPLC-nél a felsé nyomas korlatja 400
bar volt, addig az UHPLC késziilékek 1000-1200 barig is iizemelnek.

Erre azért volt sziikség, mert ha kisebb szemcseatmérdjli tin. szub-2 pm (2 pm alatti) tolteteket
hasznalunk, akkor a nyomas novekedni fog. A nyomasesés mérséklése érdekében UHPLC-s
rendszereknél altalaban rovid folyadékkromatografias oszlopokat hasznalnak.

fgy az elemzési id6 is csokkenthet6 az elvalasztasok soran a rovidebb oszlopkialakitas és az
alkalmazhaté magasabb optimalis linearis sebességeknek kdszonhetden, emellett azonban az
oszlop hatékonysaga nem feltétleniil nd. Az elvalasztas hatékonysaganak novelése érdekében
hosszabb oszlopokra van sziikség, melyek haszndlata magasabb elméleti tanyérszamot
eredményez, de ebben az esetben ismét szdmolnunk kell a nyomads, illetve a mozgofazis
surlodasi hojének novekedésével, igy az oszlop €s a késziilék korlataival.

A késziilékek fejlodésével parhuzamosan az allofazisok teriiletén is folyamatos ujitasokkal
allnak el6 a gyartok a felhasznalok igényeinek kielégitésére. A részecskeméretek folyamatos
csokkentése mellett fontos megemliteni, hogy a nem-pordzus, a perfiizios és a teljesen porozus
toltetek mellett megjelentek a héjszerkezetli €s az monolit tipusu allotazisok is.

Az éllofazisok szerkezetének fejlddése mellett nagy hangsulyt fektetnek még arra, hogy a
toltetek szélesebb pH tartoményban is hasznalhatoak legyenek, erre a célra eldszor a Waters
fejlesztett olyan szilikagél alapu allofazist (XTerra), amely a vazaban metiléncsoportokat is
tartalmazott. Ezek az oszlopok bazikus kortilmények kozott sokkal stabilabbnak bizonyultak,
mint a kordbbi szilikagélek. KésObb szintén a Waters hasznalt etilénnel kapcsolt trietoxi-szilant
a szol-gél kialakitasahoz. Ezeket az oszlopokat XBridge néven hoztak forgalomba.

Kirkland és munkatarsai két szomszédos szilanolcsoport segitségével egy specialis kotésii fazist
fejlesztettek ki. Ezt a terméket az Agilent Technologies Zorbax Extend néven forgalmazza és
szamos oszlopkonfiguracioban kaphatdo. A Phenomenex is kifejlesztett egy eljarast, hogy
allofazisaik kiterjesztett pH tartomanyon beliil is alkalmazhatéak legyenek. A szilikagél
gyartasanak utols6 szakaszaban egy szerves réteggel 0j kompozit részecskét hoznak 1étre.

fgy a részecske mechanikai szilardsaga és hatékonysdga megmarad, mikdzben a szerves héj

megvédi a részecskeét.



Az is fontos fejlesztési szempont volt, hogy bazikus vegyliletek elvalasztasa is lehetséges
legyen forditott folyadékkromatografids koriillmények kozott. Ehhez ma mar rendelkezésiinkre
allnak az Un. bazis-deaktivalt forditott fazisu allofazisok, melyeknél a szilikagél feliileti
modositasa soran hatramaradt szabad szilanolcsoportok szamat utdszilanizalassal csokkentik

minimalisra.



2.

Célkitizések

Kutatdsom fébb céljai a kovetkezok voltak:

1.

Tanaka-teszt 1épéseit kdvetve meghatarozzuk az alléfazison a hidrofob retenciot (Kag),
a feliileti boritottsagot (a(cHz)), a sztérikus szelektivitast (awo) és a H-hidas kotésekre
val6 hajlamot (ac/p) forditott fazisa gyors folyadékkromatografias oszlopok esetében.
Az allofazisokon visszamaradt szilanolcsoportok hatdsa kiilonb6zd tesztvegyiiletek
segitségével vizsgalhatd. A hagyomanyos tesztek esetén egyre jobb eredményeket
produkalnak ezek az 1j tipust, bazis-deaktivalt (base-deactivated) all6fazisok, éppen
ezért érdemes tObb tesztkomponenst kivalasztani a vizsgalatok soran, amelyek
érzékenyebbek a szilanolcsoportokra. A retencids (K) és aszimmetria (USP Ty ) értékeket
mindegyik oszlop esetében meghatarozasra kertilnek.
A kapott értékek alapjan dsszehasonlitom a kiilonb6z6 tipusu alléfazisokat.
3-3 teljesen (5, 10, 15 cm hosszu) pordzus és héjszerkezetii toltettel rendelkezé oszlopot
vizsgalok oszlopforgatasos modszer segitségével:
» elsd lépésként az oszlopok hatékonysaganak vizsgalata (Hmin), az optimalis
aramlési sebeség meghatarozasa
* amintakomponens (kismolekula) diffuzios egylitthatdjanak megallapitasa ,,peak
parking”, vagyis csucsparkoltatdsos/ megallitott &ramlasos modszerrel
» oszlopforgatasos mérések elvégzése az oszlopok kiilonbozd ,,szeleteinél”
= a csucsszélesitd hatasok Osszevetése a kiilonb6zo oszlopok esetében (toltetagy
heterogenitasa, oszlopvégek hatdsa)
= Osszefliggést keresek az oszlopt6ltés hatdsa és a toltetagy heterogenitasa kozott
Héjszerkezetli oszlop esetében vizsgalni fogom, hogy az oszlopforgatisos maodszer
kivitelezhetd-e nagy molekuldkkal is. Ezzel ki tudndm zarni a porusokon beliili diffazio
hat4sat a cstcsszélesedésre.
Korabban mar hasznalt oszlopok fritjeit fogom vizsgalni elektronmikroszkdppal, hogy
kideritsem van-e barmilyen roncsolo hatasa a toltésnek a fritek szerkezetére és a

szemcsek épségére.



3. Alkalmazott modszerek

Munkam soran a kromatografids méréseket egy Waters Acquity I Class UPLC késziiléken

végeztem el.
Tanaka-teszt

Tanaka és munkatarsai altal bevezetett mddszer a Cig-as forditott fazist allofazisok
jellemzésére hasznalhatd. A modszer segitségével megbecsiilhetd a toltet alkillancainak
mennyisége, hidrofob jellege, sztérikus szelektivitasa és a hidrogén-hidas kotési képessége
¢s a feliileten maradt szabad szilanolcsoportok mennyisége. Ezt a vizsgalatot a toltet
roncsolasa nélkiil kiilonbozd tesztvegyliletek injektalasaval lehet megvalositani. A
mintakomponensek retencios tényezoi, elvalasztasi tényezoi és a kromatografias csucsok

aszimmetridja ad informéciot a toltetek emlitett tulajdonsagairol.
Csucsparkoltatas

A csucsparkoltatdsos mérések soran egy retencid nélkiili komponenst injektalunk a vizsgalt
oszlopra. Ahogy a mintasav eléri az oszlop kozepét megallitjuk az aramlast adott idékre (parkolasi
id6), ezalatt a minta szabadon tud diffundalni axialis iranyba. A parkolasi id6 és a csucsszélesség
kozott linedris Osszefiiggés figyelheté meg és az abrazolt egyenes meredekségébdl a minta effektiv

difftizios egyiitthatdja kiszamolhato.
Az oszlopforgatdasos modszer

Az oszlopforgatasos modszerrel vizsgalhato a toltet axialis heterogenitasa, igy az oszlopvégek kozti
kiillonbségek is. A mérések soran egy retencio nélkiili markert (tiokarbamid, inzulin) mintat
injektaltunk adott iranybodl az oszlopra. Ahogy a mintasav megtett egy adott tavolsagot az oszlopban,
megallitottuk az aramlast és az oszlopot megforditottuk. A forditas utan az aramlast visszakapcsolva
a minta az oszlop ugyanazon végén elualodik, mint ahol belépett. Az oszlopforgatas ideje alatt a
mintasav szabadon diffundal axialis iranyban, ezért a cstcsparkoltatasos mérések soran
meghatarozott effektiv difftzios koefficiensbél adddd variancia értékekkel az oszlopfogatas

varianciaértékeit korrigalni kell.



4. Eredmények

A Tanaka-teszt soran kapott eredmények szerint a vizsgalt forditott fazisu Cig-as 0szlopok
(InertSustain, InertSustainSwift, InertCore, MotoTower, Kinetex, Kixetex EVO) meglehetdsen
hasonl6 tulajdonsadgokkal rendelkeznek (az alkildncok mennyiségét, a hidrofobicitast, a
sztérikus szelektivitast, a hidrogénkdotési képességet tekintve), bar az alléfazisok alapvetden
kiilonboznek - mint pl. monolit, tdmdérmagvu vagy teljesen porozus toltetek. A magasabb ac/p
értéke utalna a szilikagél feliiletén maradt szabad szilanolcsoportokra, de a vizsgalt oszlopok
esetében ez az érték is meglehetdsen hasonld volt. Annak érdekében, hogy helyesen hatarozzuk
meg a szilanolcsoportok mennyiségét, érzékenyebb tesztvegylileteket kellett hasznalni. Ezen
mérések segitségével kiilonbséget tudtunk megfigyelni az oszlopok kozott. A legjobb
csucsalakokat az InertSustain és az InertSustainSwift segitségével sikeriilt elérni, amelyek
teljesen pordozus részecskékkel rendelkeznek. A Monotower oszlop is kimagaslo eredményeket
nyujtott az érzékenyebb tesztvegyliletekkel. Ez valdsziniileg annak egyedi porusszerkezetének
koszonhetd. A tomormagvi/mag-héj tipusu oszlopok - példaul az InertCore, a Kinetex €s a

Kinetex EVO — bizonyultak a legkevésbé eredményesnek a tesztek soran.

Az oszlopforgatdsos mérések soran minden esetben azt tapasztaltuk, hogy a csucsok
szimmetrikusabbak ¢és keskenyebbek lesznek az aramlds megforduldsaval. Ez a sokcsatornas
diszperzids hatés és a radidlis dramlasi profil heterogenitasanak kikiiszobdlésébdl adodik.

Az oszlopok végének hatékonysdga és a toltetagy hatékonysdga - vagyis a lokalis
tanyérmagassagok - kiilonbozik egymastol; az oszlopok heterogének, de a kiilonbség
elhanyagolhato, és nem lehetiink biztosak abban, hogy az oszlop be- vagy kimenete teljesit-e
jobban. A lokdlis tanyérmagassag értéke novekszik az oszlop hosszanak novekedésével.
Osszehasonlitva ezeket a lokalis tdnyérmagassdgokat az oszlopra vonatkozd teljes
tanyérmagassag értékekkel, megallapithatjuk a fritek és a frit kozelében 1évo toltetszerkezet
hatdsa nagyobb a Cortecs oszlopoknal. Ezen kiviil megallapithatjuk, hogy a rovidebb oszlopok
jobb hatékonysaggal tolthetdek. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az oszlop hossza
befolyasolja a heterogenitast, €¢s minél rovidebb az oszlop, annal jelentdsebb a frit hatasa. Ennek
megfelelden, habar a révidebb oszlopok toltetadgya homogénebb, és a tanyérmagassag értékeik
1s kisebbek, mint a hosszabb oszlopoké, a rovid oszlopok altalanos hatékonysaga rosszabb, mint

a hosszu oszlopoké, mivel a fritek relativ hozzéjarulasa a rovid oszlopoknal 1ényegesebb.



A makromolekulak molekularis diffizidja sokkal kisebb, mint a kis molekuldké. igy a
sugdriranyu heterogenitds a toltetagyban kisebb mértékben befolyasolja migraciojukat és
kovetkezésképpen nagyobb csticskompresszios hatas figyelheté meg makromolekuldk estén,
ha az aramléas megfordul. Az makromolekulakkal végzett oszlopforgatasos kisérlet segitségével
mérhetd volt az oszlopvégek kozti kiilonbség és a lokalis tanyérmagassag értékek kozotti
kiilonbség is, attol fiiggden, hogy milyen iranyban hasznaltuk az oszlopot. Viszont a Taylor —
Aris diszperzid6 miatt a kisérleti koriilményeket jelentésen meg kellett valtoztatni a kis
molekulakkal végzett vizsgalatokéhoz képest, tehat a kisérletek sokkal hosszabbak, mint

tiokarbamiddal vagy mas kis molekulatomegii markerek esetén.

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok soran az oszlopok fritjein 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 ndvelve a mérések sordn a

falhatast, ami fokozza a fritek savszélesitd hatasat.



5. Tézispontok

1. A Tanaka teszt eredményei alapjan arra a koOvetkeztetésre jutottunk, hogy a
kiilonbozd tipusu allofazisok jelentds kiilonbségeket mutatnak az érzékeny
tesztvegyliletek alkalmazéasakor. Kiilonbségek figyelhet6k meg a szilanolcsoportok
jelenlétét illetéen és a jovoben érdemes lenne maés hasznosithatd érzékeny
tesztvegylileteket is azonositani. Azt is megallapitottam, hogy mivel gyartonként
eltéroek az allofazisokhoz hasznalt szilikagélek (széntartalom, fajlagos feliilet,
porozitds) nem latok lehetdséget arra, hogy kidolgozhat6 lenne egy univerzalis
tesztelési modszer a késdbbiekben.

2. A UHPLC-s oszlopokkal valé mérések sordn is csucskompresszios hatast figyeltem
meg. A megforditott dramlasnal megfigyelt csucsok mindig keskenyebbek ¢és
szimmetrikusabbak voltak, mint az &ramlas megforditasa nélkiil kapott csucsok. Ez
a sokcsatornas diszperzidés hatds kompenzaciojabol és az aramlds sugarirdnyu
heterogenitdsabol szarmazik

3. Az oszlopforgatasos mérések utdn dsszehasonlitva a lokalis tdnyérmagassagokat az
oszlopra vonatkozo6 teljes tanyérmagassag értékekkel, megallapitottam, hogy a
fritek és a frit kozelében 1évo toltetszerkezet hatasa nagyobb volt a Cortecs
oszlopoknal. Ezen kiviil megallapitottam, hogy a rdvidebb oszlopok jobb
hatékonysaggal tolthetdek. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az oszlop hossza
befolyasolja a heterogenitast, és minél rovidebb az oszlop, annal jelentdsebb a frit
hatdsa. Ennek megfelelden, habar a rovidebb oszlopok toltetdgya homogénebb, €s a
tanyérmagassag értékeik is kisebbek, mint a hosszabb oszlopoké, a rovid oszlopok
altalanos hatékonysaga rosszabb, mint a hosszll oszlopoké, mivel a fritek relativ
hozzajarulasa a rovid oszlopoknal Iényegesebb. Az eredmények alapjan az is
megallapithatd, hogy a csucsszélesedés 70-80 %-at a késziilék hozzajarulasa és az
oszlopvégek okozzak, mig a maradék 20-30%-os szélesedés szarmazik a toltetagy
hatasabdl (ez alol kivételt képez az XBridge 15 cm-es oszlop, ahol ez az ardny kb.
50-50%-0s).

4. Az makromolekulakkal végzett oszlopforgatasos kisérlet segitségével is mérhetd
volt az oszlopvégek kozti kiilonbség és a lokalis tanyérmagassag értékek kozotti
kiilonbség is, attol fiiggben, hogy milyen irdnyban hasznaltuk az oszlopot.
Megallapitottam, hogy az oszlop bemeneti végének kialakitasa (illesztés, frit és a

toltetszerkezet az oszlop végén) nagyobb mértékben jarult hozza a variancidhoz,
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mint az oszlop kimeneti vége. Valosziniileg ez a kiilonbség az oszloptdltési
eljarasbol fakad, mivel az oszlop végek kozelében a részecskesiiriségnek és a
szerkezeti felépitésének kiilonboznie kell. Tovabba a két oszlopvég okozta a
savszélesedés nagyobb volt, mint a toltetagy savszélesitd hatasa. Tovabba a
csicskompresszi6 mértéke jelentésnek bizonyult, viszont a Taylor-Aris
diszperziobol adoddan a mérések sokkal bonyolultabbakka, hosszabba valtak, mint
a kismolekuldk esetében, igy a jovobeni oszlopforgatasos mérésekhez tovabbra is
célszeriibb a kismolekulas opciot valasztani.

Elektronmikroszkdpos vizsgélatokkal megvizsgaltam, hogy az oszloptoltés okoz-e
barmilyen karosodast a frit és a toltet szerkezetében. Magéban a frit anyagéaban ¢€s a
toltet részecskéin elvaltozasokat nem észleltem, viszont jol lathatd volt, hogy a
toltetrészecskék bejutnak a frit szerkezetébe, ndvelve a falhatdst és ezzel a

savszélesedést.
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