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KOVETELMENYEK

A leirat célja, hogy a folyadékkromatografias gyakorlat elvégzéséhez, a gyakorlat megértéséhez
szlikséges alapokat rendszerezze. Készitésekor nem torekedtiink az elméleti alapok részletes
magyarazatara. Az elméleti hattér részletes magyarazata megtaldlhaté az egyetemi tankdnyvekben
(Dr. Pokol Gyobrgy - Dr. Sztatisz Janisz: Analitikai Kémia 1., Mlegyetmi Kiadd; Dr. Fekete Jené:
Folyadékkromatografia elmélete és gyakorlata, Edison House Kft.). A gyakorlat elvégzése az itt
Osszefoglalt alapok ismerete nélkil nem lehetséges, ezért a gyakorlat el6tt beugrot iratunk, melynek
soran ot feltett kérdésbdl legalabb kettére helyes valaszt kell adni. A beugréban csak a leiratban
Osszefoglaltakat kérdezziik vissza. Ha a beugrd nem sikerdil, a hallgaté nem végezheti el a gyakorlatot.
Ebben az esetben az oktatdval egyeztetett id6pontban pdtolnia kell. A gyakorlat soran végzett
munkabdl a hallgatok jegyz6konyvet készitenek. A jegyz6konyv akkor fogadhaté el, ha a gyakorlat
soran egyeztetett modon, tomoren és egyértelmlien tartalmazza azokat az informacidkat, amely
alapjan a méréseket reprodukdlni lehet. Jegyz6konyvet egyszer lehet javitani. Ha masodjara sem
sikeril elfogadhato jegyz6konyvet produkalni, a laborgyakorlatot - az oktatéval egyeztetve - meg kell
ismételni. A gyakorlatra mindenki hozzon magaval laborkdpenyt, védGszemiiveget, szamoldgépet és

vonalzot!

A gyakorlat értékelése:

- 5 pont kaphaté a beugrdra (min. 2-t el kell érni a beugrashoz)
- 5 pont kaphaté a jegyz6kdnyvre

a két jegy szamtani kdzepe a végsd laborjegy. A jegyz6konyvek leadasara egy hét all rendelkezésre,
utana minden megkezdett napon fél jegy levondsra keril. Végsé laborjegy csak akkor adhatd, ha a

beugro és a jegyz6konyv is legalabb 2 pontra sikerdl.

A FOLYADEKKROMATOGRAFIA ALAPJAI

Az elvalasztas
Folyadékkromatografias elvalasztas soran arra toreksziink, hogy az oldott allapotban Iévé mintank

egyes komponenseit az aldbbi elv alapjan valasszuk el egymastdl:

Egy helyhez kotott alléfazis (esetlinkben szemcsés, pordzus téltet a kolonndban) folott adott
Osszetétel(i folyadékot (mozgofazist, eluenst) aramoltatunk. Az elvalasztandé komponensek fizikai és
kémiai tulajdonsagai (ionizdltsag, hidrofébicitds, polaritds), az alléfazis felileti tulajdonsagai

(ionizaltsag, hidrofdbicitas, polaritas) és mérési koriilmények (mozgdfazis dsszetétel, pH, ionerdsség,



hémérséklet) alapjan megfelel6 koriilmények kézott olyan kolcsonhatasok jonnek létre, amelyek
lehet6vé teszik, hogy a komponensek kiilonb6z6 erdsséggel kotddjenek az alléfazishoz. Az
elvalasztas azaltal jon létre, hogy a komponensek eltérd ideig tartézkodnak az alléfazisban vagy
annak feliiletén.
A fellépd kdlcsonhatasok a kovetkez6k lehetnek:

e szorpcids kodlcsonhatasok: adszorpcid, abszorpcié

e van der Waals-féle gyenge kélcsénhatasok

e H-hidas kélcsonhatas

e sav-bdzis kdlcsonhatdsok

e jonos kolcsOnhatas

o  komplexképzés

e  enzim-szubsztratum kapcsolat
A komponensek és all6fazis k6zott létrejovo szorpcids-deszorpcids folyamatok (megoszlas az alléfazis
és a mozgoéfazis kozott) miatt az er6sen kot6dé komponensek tobb, mig a gyengébben kot6ddo
komponensek kevesebb id6t toltenek az alléfazishoz kotve. Végeredményként a kilonbozé
erGsséggel kot6d6é komponensek id6ben elvdlasztva eludltathatok a kolonnardél. A fent leirtakat az

alabbi dbra szemlélteti.

dugészerii

adagolds kolonna

mozgofazis allofazis
aramlasi

i &/ \
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1. dbra. A folyadékkromatogrdfids elvdlasztds alapja. A dugdszeriien injektdlt minta komponensei:

A-C, ahol A a legerésebben k6t6dé-legjobban visszatartott komponens

A Kkésziilék
A fent leirtakbdl kévetkezik, hogy az elvélasztorendszer alapja a kolonna. Ez esetiinkben néhany um

atmér6jl pordzus szemcsékkel toltott csé. Analitikai HPLC-ben a jellemz6 méretek: 3-10 pum
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szemcsedtmérd, 3-4.6 mm kolonnadtmér6é és 10-25 cm kolonnahossz. Maga a toltet altaldban
kilonb6z6 fémiontartalmu szilikagélb6l készil, melyen a kivant fellleti tulajdonsagok elérése
érdekében feliileti modositasokat hajthatnak végre. A kolonna permeabilitasa viszonylag kicsi, ezért
nagy nyomasra van szlikség a mozgdfazis (eluens) aramoltatasahoz. A HPLC nagynyomasu szivattyuk
jellemz&en 300-400 bar nyomadssal szemben tudnak folyadékot széllitani. A kolonna el6tt sziikség van
egy (injektor) mintaadagold beépitésére, mely a kivant mennyiségli mintat (jellemz&en 1-20pl)
dugdszeriien képes az mozgoéfazisba juttatni, mely aztdn a kolonnara keril. A kolonnarél elualédo
komponensek észlelése tobbnyire valamilyen fizikai tulajdonsaguk mérésével lehetséges. Ezt a
feladatot latjdk el a detektorok, amelyek egy mért jel-id6 filiggvényt generalnak, amit
kromatogramnak neveziink.
A modern HPLC-ben a kovetkezé detektorok alkalmazhatok:

e UV, UV-VIS

e fluoreszcens detektorok

e elektrokémiai detektorok (amperometrids, kulometrias)

o vezet6képesség mérésén alapuld detektorok

e torésmutato kilonbség mérésén alapulé detektorok (RI)

e Egyéb: radiokémiai, fényszérds mérésen alapuld, viszkozitds mérésén alapuld, polarimetrias

detektorok, MS stb.

Az egyes komponensek a detektoron vald athaladaskor a kromatogramon csicsként jelennek meg.
Minden csucshoz tartozik egy Un. retencios id6 (regisztralas id6pontja az adagolastol szamitva), mely
a komponens mindségére és a magassaga, vagy a csucs teriilete pedig a komponens mennyiségére
utal. Leggyakrabban UV-detekrotokat hasznalunk, amelyek a vizsgalt komponens UV-fényelnyelésébdl
ered6 abszorbaciat alakitjak elekromos jellé. A rendszer vezérlését (aramlds, injektalas, kolonna-
hémérséklet, detektalas), a kromatogrammok megjelenitését és az adatok értékelését szamitogép
segitségével végezziik. Az aldbbi abrdn a kromatografids mérérendszer felépitése lathatd. A gyakorlat
sordn az egyes modulok miikodését részletesen megbeszéljiik. Kérjiik, hogy a bemutatott

alkatrészeket ismertessék a jegyzékényvben!
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2. dbra. A kromatogrdfids mérérendszer vdzlata

Folyadékkromatografias modszerek, forditott fazisu folyadékkromatografia
Azt, hogy milyen kromatografidss mddban dolgozunk, a mozgofazis és az alléfazis polaritasanak

viszonya, és a visszatartast kialakito kdlcsonhatdsok alapjan sorolhatjuk be.

Kromatogrdfids médszer

Allofazis mindsége

Mozgdfdzis minGsége

(RP-HPLC)

Normdl fazisu kromatogrdfia | polaris toltet apolaris
(NP-HPLC)
Forditott fdazisu kromatogrdfia | apolaris toltet polaris

lonpar kromatografia (MPIC)
loncserés kromatografia (HPIC)

Hidrofil kélcsénhatdsu polarisabb kevésbé polaris
kromatogrdfia (HILIC)
lonkromatogrdfia (IC) kis ioncserélé kapacitasu | kozepes vezetés( puffer

toltet
apolaris toltet
toltéssel rendelkezd toltet

polaris olddszer + ionparképzd
puffer oldat

lon kizdrdsos kromatografia | erds kationcserél6 toltet asvanyi savtartalmd viz vagy
(HPICE) viztartalmu elegy

Meéretkizdrdsos kromatogrdfia | nagy porusatmérével viz vagy szerves olddszer

(SEC) rendelkezé toltet (gél)

Hidrofob kélcsénhatdson
alapulé kromatogrdfia (HIC)

hidroféb fellletd toltet

sotartalmu oldat, elvalasztas
soran csokkend sé koncentracio

Normadl fazisu elvalasztas esetén a mozgofazis (pl. hexan, heptan, diklérmetan, néhany % alkohol,

éter, észter) mindig apolarisabb, mint az all6fazis (szilikagél, polarisan modositott szilikagél, stb.). llyen

korilmények kozott apolarisabb (oldhatd a mozgofazisban), polaris csoportokkal rendelkezé (van H-

hidas, vagy dipol-dipdl kdlcsdnhatasi lehetdség a szilikagél fellletével) vegylletek véalaszthatdk el. A

mozgofazis (eluens) nem tartalmazhat vizet, mert deaktivalja a szilikagél kdlcsonhatasi helyeit.



Forditott fazisu elvdlasztas soran a mozgdéfazis (viz + acetonitril, metanol, etanol, stb.) mindig
polarisabb, mint az allé6fazis (apolarisan mddositott szilikagél, polimer alapu alléfazisok, stb.). llyen
kortulmények kozott hidrofob karakterl (van visszatartas az apolaris tolteteken), apolaris (+ polaris)
csoportokkal rendelkezd vegyiletek hatarozhatdk meg. Az apolaris csoportok lehetévé teszik a
hidrofdb kdlcsonhatdsok létrejottét az apoldrisan (C4-C18 lancokkal) modositott fellilettel. Sztérikus
okok miatt a fellileten Iévé szilanol csoportok csak mintegy fele reagdl médositas sordn, ezért H-hidas
kotShelyek is maradnak az allofazis fellletén. Ezek biztositanak polaris szelektivitast is a toltetnek. A
felilet mddositdsa leggyakrabban Ugy torténik, hogy az alap szilikagél szilanolcsoportjait hosszu

szénlancu klérszilanokkal viszik kondenzacids reakcidba:
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3. abra. Szilikagél feliileti moédositdsa C18 Idncokkal (forditott fazisu toltet)

A moddositds utan visszamaradt szilanolokat altaldban utészilanizalassal (pl. trimetil-klorszilannal)
igyekeznek elreagaltatni. A médositott szilikagél pH tlirése altaldban korlatozott, ezért igyelniink kell
a gyarto altal javasolt mozgofazis pH-tartomany betartdsara. (Ez jellemz6en pH 2-8 kozott van. pH 2
alatt a fellleti modositas hidrolizal le, pH 8 folott az alap szilikagél (polikovasav) oldodik.) J6
kromatografias tulajdonsagainak és egyszer( hasznalhatdsdganak koszonhetéen ezek a leggyakrabban

alkalmazott toltet tipusok. A gyakorlat soran is forditott fazisu elvalasztast fogunk végezni.

Nem szabad megfeledkezni az egyéb folyadékkromatografias modokrol sem, melyeknek kivétel nélkdl
fontos szerepiik van: ioncserés kromatografia, hidroféb kdlcsénhatdsi kromatografia, hidrofil
kolcsdnhatdsi kromatografia, méretkizarasos kromatografia, stb. Ezek részletesebb ismertetésétdl itt

eltekintink.

Eluciods technikak, pH kontroll a forditott fazisu kromatografiaban
AlapvetGen két féle elucids technikat alkalmazunk a gyakorlatban: izokratikus ellcio és gradiens

elucié.

Izokratikus ellcid soran a kromatografias mérés alatt végig azonos 6sszetételli mozgdfazist (eluenst)
aramoltatunk az alléfazis felett, tehat az eluenser&sség nem valtozik a mérés soran. Minél er6sebb az

eluens, a komponens annal kisebb retencids id6vel elualédik az oszloprol. Ez a mddszer akkor



alkalmazhatd, ha hasonld hidrofébicitasi vegylleteket valasztunk el, igy kedvez6 esetben a

kromatografia soran az 6sszes komponens a 2<k<10 (Id. kés6bb) retencids ablakban eludltathatd.

Gradiens elucié soran a kromatografia gyengébb olddszer eleggyel indul (pl. 10% acetonitril-viz),
majd a mérés soran az er6sebb olddszer részaranyanak novelésével fokozatosan noveljik az
eluenserd@sséget (pl. 60% acetonitril-viz). Ezt nevezzik olddszer gradiensnek. Ez lehet6vé teszi, hogy
egymastél nagyon kilonbozé hidrofdbicitasa vegylileteket valasszunk el. Fontos megemliteni, hogy
gradiens elucié sordn mindig tisztabb olddszereket kell hasznalnunk, mint izokratikus elucié
alkalmazasakor. Ennek oka, hogy az eluensek szennyezdi a gyenge olddszer-erGsségli fazis sordn
dusulhatnak a kolonna elején, majd az erGs ellcids szakaszban szellemcsucsok formajaban
elualédhatnak. lzokratikus ellcié sordn az allandd eldcids erdsség miatt nincs méd dasuldst kovetd
elucidra. lzokratikus eltcié soran a kolonnat bizonyos id6kozonként le kell mosni, hogy az adott

kortlmények kdzott nem eludlédott, az alléfazison megk6t6dott komponenseket eltavolitsuk.

Savas, vagy bazikus csoportot tartalmazo vegyiiletek elvalasztasakor pH-kontrollt kell alkalmazni. Ez
azt jelenti, hogy a mozgdfazis pH-jat pufferek segitségével allandd értéken kell tartani. Erre azért van
szlikség, mert ilyen vegylletek polaritdsa —igy a visszatartdson keresztil a koztlk |évé szelektivitas -
nagymértékben valtozik a pH fliggvényében. Robusztus forditott fazisu médszer kidolgozasahoz el kell
érni, hogy a savas/bazikus csoportot tartalmazé vegyuletek molekuléris formainak aranya allando
legyen és lehetlleg csak az egyik molekularis forma legyen jelen. Forditott fazisu koriilmények kozott
ez lehet6leg az ionvisszaszoritott forma. A molekuldris formdk aranya gyakorlatilag pK.t2 pH
tartomanyban valtozik. Nagyon fontos kritérium, hogy a puffer nem valhat ki a mozgéfazisban.

Altaldban foszfat, acetét, format puffereket hasznalunk.

Minimalis kovetelmények a mintaval, az all6fazissal és a mozgofazissal
szemben

A minta akkor vizsgalhato folyadékkromatografiasan, ha eleget tesz az alabbi kovetelményeknek:

- nem tartalmaz szilard szennyezést, ami eltdomdédést okozhat a rendszerben, vagy a kolonnan.
- oldhat6 a mozgofasban kémiai atalakulas nélkil (hamis mérési eredményre vezethet)
- az oldhatdsag mértéke megfelel a detektalas megszabta kovetelményeknek (pl. UV-Detektor

esetén minimalisan 1-10 pg/ml)

A mozgofazissal szemben altalanosan elvart minimalis kovetelményeket az aldbbi néhany pont

foglalja dssze:



- kis viszkozitasu (kisebb nyomasesést és hatékonyabb anyagatadast biztosit Id. kés6bb Van
Deemter- és Darcy-egyenlet)

- nem tartalmazhat szildrd anyagot

- polaritasa modszerspecifikus (Id. fent, folyadékkromatografias modok)

- nem karositja az alléfazist (pl. pH munkatartomany szilika alapu all6fazisok esetén)

- azolddszer fényateresztése lehetGvé teszi a detektalast (pl. UV detektalds esetén nem nyel el
a fels6 UV -200-210nm feletti- tartomanyban)

- amddszernek megfeleld tisztasaggal rendelkezik (Id. fent, eldcids technikak)

- forraspontja kell6éen magas (igy elkerilhetd a rendszerben a buborékok képzddése, melyek
zavarjak a mérést: pulzalast okoznak a folyadékszallitasban és szérjdk a fényt a detektorban)

- tobbkomponensi olddszerrendszerek komponensei egymassal jél elegyithet&ek

- amérés sordn esetlegesen alkalmazott pufferek nem valhatnak ki benne

- lehet6leg nem toxikus

- kedvez6 ar

Az alléfazissal szemben tipikusan elvarhaté alapvet6 kévetelmények:

- mechanikailag stabilnak kell lennie, hogy a szemcsék ne roppanjanak meg az alkalmazott
nyomads hatasara

- a toltetagynak homogénnek kell lennie (egyenletes daramlasi csatornak a szemcsék kozt: Id.
késSbb Van Deemter egyenletben az 6rvénydifflizid)

- a szemcsék atmérgje kicsi legyen és kicsi legyen a szemcseatmérd eloszlasa lehetbleg sziik
eloszldst mutasson . Kis szemcsék az alkalmazhaté nyomast (Darcy-tv.), mig a nagy szemcsék
az elvalasztas hatékonysagat (Van Deemter-egyenlet) korlatozzak, ha szemcseatmérd eloszlas
nagy, akkor heterogén toltetdgy johet létre.

- a szemcsék porusméretének olyannak kell lenni, hogy ne gatolja a vizsgdlandé anyagok
diffuzéjat. Ne tartalmazzon mikrépdrusokat, mert un. mikropérusokban d,<2 nm az
anyagatadasi ellendllds nagy, és széles kromatografias csuicsokat kapunk

- a toltet feliletének energetikailag homogénnek kell lennie (a nagyon kilonb6zd
kolcsdnhatasi erésséget biztosito kotédési helyek szama ne legyen 6sszemérhet6, kiilonben a
csucsalak torzul, az elvalasztas romlik.)

- mdadszerspecifikus kovetelmény: a moddszernek megfelel6 kémiai tulajdonsaggal
rendelkezzen a felilet

A fent felsorolt pontok természetesen a sikeres elvdlasztds sziikséges, de nem elégséges feltételei.
Sikeres elvalasztashoz jol kell megvdlasztani az alléfazist (fellleti tulajdonsagok, geometriai

paraméterek), a mozgdfazist (6sszetétel, pH) és a mérés egyéb korilményeit (pl. h6mérséklet, injektalt
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mintamennyiség, stb.). Egyes esetekben a mérési mddszer kidolgozasahoz, optimalasahoz szoftveres

maddszerfejlesztést is segitségil kell hivni.

A folyadékkromatografia alapveto elméleti megfontolasai

A folyadékkromatografids elvdlasztasok tébbségében nem hasznalunk szelektiv detektorokat (pl.
tomegspektrométer), ezért a mérni kivant komponenseinket a minta egyéb alkotéitdl és egymastdl el
kell valasztanunk. Az elvédlasztas szamszer( jellemzésére az Rs (resolution-felbontds) értéket

hasznaljuk, amely a kromatogramokbdl az aldbbi mdédon szdmolhato:

4. dbra. Felbontds meghatdrozdsa kromatogrambdl

itt Atr a retencids id6k kilonbsége, W, és W, pedig az alapvonalon mért csucsszélesség. Ezt ugy kapjuk,
hogy a csucs inflexidés pontjaihoz érintét szerkesztiink, amely az alapvonalbél adott hosszisagu

szakaszt metsz ki. Rs az alabbi mddon is kifejezhetd:

az egyenletet az alabbiakban bontjuk szét:

2
az elméleti tanyérszam (hatékonysag): N = 16(%) ,
mely a csucsszélesedéssel kapcsolatos mennyiség. Minél nagyobb N, a cstcs annal keskenyebb, annal

nagyobb esély van két szomszédos csucs elvalasztasara:



signal

Nth (1) = 10000 1
Nth (2) = 3500 i1
Nth (3) = 2000 3
P23
i 33
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5. dbra. Hatékonysdg hatdsa a csucsalakra

. (s ” tp—t
A visszatartasi tényezs: k = %,
0

(toa holtidd, annak a komponensnek a retencios ideje, amelyik nem hat kélcson az alléfazissal-nincs
visszatartasa) amely megmutatja az all6fazison és a mozgdfazisban toltott idé viszonyat. Ez azért
fontos, mert elvalasztast els6dlegesen az all6fazis szabja meg. Ha k kicsi, a komponensek nem
tartézkodnak elég id6t az alléfazison ahhoz, hogy az kiilonbséget tudjon tenni koéztik = nincs
elvalasztds. Ha k tul nagy, akkor az oszlopon torténd diffizié miatt a csucs kiszélesedik, romlik a

hatékonysag és a felbontas. Altalaban kivanatos, hogy 1<k<10 legyen.

1
: (s - tp)
11l i 'ﬂt k= _Rf 2
AL . I 0
14—:—{ 1
| ¢! A | |
Loy IU'. ~ kis k | | nagyobb k
1' ': ]I |/ érték ri | érték
1 : |”li il ‘
\ | ;" \

adagolésf J / i \h ’J \_.__

1

6. dbra. a visszatartds értelmezése (itt to-t in. olddszerzavards jeléli)

s k
A szelektivitas: a = k—z,
1

amely megmutatja, hogy két komponens visszatartdsa milyen mértékben tér el. Tehat, hogy az

allofazis képes-e az adott korilmények kozott termodinamikai szempontbél kiilonbséget tenni a két

komponens kozott.
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7. dbra. Ugyanazon vegyiiletek elvdlasztdsa kiilénb6z6 szelektivitdsu kolonndkon

Az elvdlasztas egyenlete alapjan (Rs) harom tag befolyasolja az elvalasztast. Az egyes tagok

hozzdjarulasa a felbontashoz az alabbi dbran lathato.

3.0
. 04
X 20
©
= N
o
8 10 K
&
io . g : ;
100 105 110 115 120 125 O
- BAPERTE RN BT e e w ETER ar  aol e my i i I A |
0 5000 10000 15000 20000 25000 N
BB a-a—a—a—f g -ta—R-p g g_h-N-—a-a—h-p_§
0 5 10 15 20 2 k

8. dbra. A felbontdst meghatdrozo tényezék hatdsa

A visszatartas nagyon hamar (mar kb. k=2 mellett) tobbé-kevésbé konstans viselkedést mutat. Ez azt
jelenti, hogy az olddszerer8sség vialtozatasaval k>2 foloétt nem lehet érdemben befolydsolni a
felbontdst. N értékét a toltet paraméterei és az oszlop geometria méretei szabjak meg. Az oszlop

hosszanak novelésével N egyenes aranyban né, viszont ebben az esetben szamolnunk kell a mérési idé
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és az oszlopon mérhet6 nyomdsesés novekedésével. N novelése tovabba gyokos aranyossaggal noveli
a felbontast A legnagyobb hatdsa a felbontdsra a szelektivitasnak van. Ha tehat a mddszerfejlesztésbe
kezdiink, érdemes el6sz6r megvizsgalni, hogy az adott allofazis képes-e egyaltaldan megkiilonbdztetni

a komponenseinket. Ha igen, akkor van értelme a hatékonysag és a visszatartds optimalasanak.

A visszatartdst az eluenserGsséggel és a hGmérséklet valtoztatdsaval tudjuk befolydsolni, mig a
szelektivitast els6dlegesen a téltet fellileti kémidjaval masodsorban az eluens 6sszetételével, és a
hémérséklettel. A kinetikai hatékonysagot a toltet szemcseatmérdje, a kolonnahosszal és a
hémérséklettel tudjuk valtoztatni. A kinetikai hatékonysag valtozdsdt a mozgéfazis linearis

sebességének fliggvényében a Van Deemter 6sszefliggés irja le.
B B
HETP(H)=A +;+ Cu :A+H+ (Cs+C)u

H=L/N

ahol HETP az elméleti tanyérmagassag (height equivalent to a theoritical plate), L: oszlophossz,
N: elméleti tanyérszam A, B és C konstansok, u a mozgdfazis linearis daramlasi sebessége (u=L /to). Minél

kisebb HETP, a csucs annal keskenyebb, tehat HETP (H) alacsony értéken tartdsa kivanatos.

Az els6 tag (A tag) csucsszélesit6 hozzajaruldsa a szemcsék kozti egyenetlen dramldsi csatornakhoz
kothet6. Ha a csatorndk egyenetlenek, a molekuldk ugyanolyan aramlasi sebesség mellett eltéré

hosszUsagu utakat jarnak be, amely zénadiszperziot okoz. Ezt szokas 6rvény diffuzionak is nevezni.

A masodik tag (B tag) a hossziranyu diffaziéval kapcsolatos. Minél tébb id6t tolt az anyag a
kromatografias rendszerben, Fick Il. térvényének értelmében annal nagyobb mértékben szélesedik a

zona.

A harmadik tag (C tag) az anyagatadasi ellenallassal kapcsolatos. Ez a mozgdfazis laminaris aramlasi
profiljabdl adédé folyadékrétegek kozti diffuzios ellenallasbdl (Cm), valamint az alléfazis fellletén [évd
stagnalod folyadékfilmen keresztili diffuzids ellenallasbdl (Cs) adddik. A stagnald filmben [évé és a
mozgdfazissal dramlé molekuldk linedris dramlasi sebességkiildonbsége adja a zénaszélesedést. Ugy is

mondhatjuk, hogy a zénaszélesité hozzajarulas itt a diffazids ellenallasbdl adadik.

Amint az alabbi dbran latszédik, a fent leirt tagok eredjeként H minimum értéket vesz fel egy adott
aramlasi sebesség mellett (optimum efficiency az abran). Gyakorlatban ettél a tartomanytdl kicsit

jobbra dolgozunk, mert az optimum kdrnyékén a lassu aramlas miatt a mérés tul hosszu.
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Van Deemter-egyenlet

H=A+B/u+Cu megfigyelt H-u gorbe
- -
- - -
optimum ="
_ - Tunka Ctag
tartomany

Atag

/ B tag

Mozgdfazis linearis aramlasi sebessége: u

Elméleti tanyérmagassag: H

9. dbra. A hatékonysdg és Van Deemter egyenlet egyes tagjainak kapcsolata Magyarositani

Jegyezziik meg, hogy a gyakorlati tartomdnyban a C és az A tag domindl. Mindkét tag jelentésen
csokkenthetd a szemcseméret csokkentésével, és a diffuzids allandd novelésével. A szemcseméret
csokkentésének hatdrt szab a Darcy-t6érvény:

¢nlu
Ap =
dj

ahol ® a kolonna aramlasi ellendllasaval kapcsolatos konstans, Ap a nyomasesés a kolonnan, n a
mozgofazis viszkozitdsa, d, a toltet atlagos szemcsedtmérbje. A torvény szerint a szemcseméret
csokkentésével a kolonna nyomasesése négyzetesen nd. Lathatd, hogy a nyomadsesés csokkentheté a
viszkozitds csokkentésével. A diffuzids dllandd novelhet6 a viszkozitds csokkentésével. A mozgdfazis
viszkozitdasa két fontos ponton gyakorol hatdst a rendszeriinkre: az aramlasi ellenallason és az
anyagatadason keresztil. Ezért fontos tehat kis viszkozitasu mozgdfazisokkal dolgozni. A viszkozitds az

elvdlasztasi hEmérséklet emelésével tovabb csokkenthetd.
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FELADATOK A GYAKORLAT SORAN

A gyakorlat soran két csoport fog parhuzamosan dolgozni. Az egyik csoport elvdlasztdsi paramétereket
fog szamolni kapott kromatogramokbdl, mig a masik csoport kiilénb6z6 italok koffein, teofillin és
teobromin tartalmat fogja meghatdrozni forditott fazisu folyadékkromatografiaval, kalibracids
maddszer segitségével. Félid6ben a két csoport cserél. A felmeriilé kérdések megvitatasara a gyakorlat
soran lesz lehet6ség (ajanlott élni vele). Ez a leirat nem tartalmaz minden sziikséges informdaciot a
laborjegy megszerzéséhez, a gyakorlat soran a fontos, jegyz6kdnyvben szerepeltetendd informacidkra
a gyakorlatvezet6 fel fogja hivni a figyelmet. A gyakorlat sordan minden hallgaté kap jegyz6konyv
fed6lapot. Ezen a fedGlapon fel van sorolva, hogy minek kell szerepelnie a jegyz6kdnyvben. A

gyakorlatvezet6vel a részleteket egyeztetve, eszerint kell elkésziteni a jegyz6kdnyvet.
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