LABORLEIRAT A GYORS FOLYADEKKROMATOGRAFIA LABORATORIUMI
GYAKORLATHOZ

(ELVALASZTASTECHNIKA, AZ ELVALASZTASTECHNIKA KORSZERU MODSZEREI C.
TARGYAKHOZ)

A laborleirat ,, A folyadékkromatografia fejlesztési iranyai” c. konyv (Fekete J., Kormany R.,
Fekete Sz., 2014) kivonata, melyet ajanlott irodalomként jeldlink meg.

A leirat kiegészitésként szolgal az Analitikai Kémia 1. targyon belil oktatott HPLC
laboratériumi gyakorlat leiratahoz:

http://oktatas.ch.bme.hu/oktatas/konyvek/anal/MSc-Elvalasztastechnika/Az-elvalasztastechnika-

korszeru-modeszerei/HPLC%20laborleirat.pdf
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Kovetelmények

A leirat célja, hogy a gyors folyadékkromatografids gyakorlat elvégzéséhez, a gyakorlat
megértéséhez sziikséges alapokat rendszerezze. Készitésekor nem torekedtiink az elméleti
alapok részletes magyardzatara. Az elméleti hattér részletes magyarazata megtaldlhatd a
kovetkez6 tankonyvekben: Dr. Fekete Jend: Folyadékkromatografia elmélete és gyakorlata,
Edison House Kft., Fekete Jend, Kormany Rébert, Fekete Szabolcs: A folyadékkromatografia
fejlesztési iranyai, Merck Kft. A gyakorlat elvégzése az Osszefoglalt alapok ismerete nélkil
nem lehetséges, ezért a gyakorlat el6tt beugrét iratunk, melynek sordn 6t feltett kérdésbdl
legalabb kettére helyes vélaszt kell adni. A beugréban mindkét (jelen leirat és a cimoldalon
taldlhato link alatt elérhet6 leirat) leiratban 6sszefoglaltakat kérdezziik vissza. Ha a beugré
nem sikerll, a hallgatd nem végezheti el a gyakorlatot. Ebben az esetben az oktatéval
egyeztetett id6pontban pétolnia kell. A gyakorlat sordan végzett munkdbdl a hallgaték
csoportosan jegyz6konyvet készitenek. A jegyz6konyv akkor fogadhatd el, ha a gyakorlat
soran egyeztetett modon, tomoren és egyértelmlen tartalmazza azokat az informaciokat,
amely alapjan a méréseket és szimulacidkat reprodukalni lehet. Jegyz6kdnyvet egyszer lehet
javitani. Ha masodjara sem sikerl elfogadhaté jegyz6konyvet produkalni, a laborgyakorlatot
- az oktatdval egyeztetve - meg kell ismételni.

A gyakorlatra mindenki hozzon magdval laborképenyt, védGszemiiveget, szamolégépet és
jegyzetfizetet!

A gyakorlat értékelése:

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

- 5 pont kaphat6 a jegyz6konyvre

a két jegy szamtani kozepe a végss laborjegy. A jegyz6konyvek leaddsara egy hét all
rendelkezésre, utana minden megkezdett napon fél jegy levonasra keril. Végsé
laborjegy csak akkor adhatd, ha a beugré és a jegyz6konyv is legalabb 2 pontra
sikerdil.

A gyors folyadékkromatografia jelentésége

Az 1990-es évekre a gyodgyszeriparban az egyik legfontosabb analitikai méréstechnika a
folyadékkromatografia lett. A folyadékkromatografia fejlédését a hdéérzékeny,
protonfunkciét tartalmazé gyogyszervegyiiletek vizsgalhatésdga és a szigord iparagi
szabalyozas miatt végrehajtott nagyszamu mérés elvégzése hajtotta. A 2000-es évekig nem
tortént sok fejlédés. Természetesen elterjedtek a nagytisztasdgu, szabalyos alakd, 3-5 um
szemcseatmérgijl toltetek, valamint fejl6dott a rendszerek vezérlése és adatfeldolgozasa.
Megn6tt az igény a korabban 5-60 perces analizisid6k csokkentésére. Mint latni fogjuk,



ennek tobb utja van. A szemcseméret csokkentésével novelheté a kinetikai hatékonysag. A
megnovekedett hatékonysag lehetdvé teszi rovidebb kolonnak alkalmazasat, igy a mérési id6
csokkentését. A csokkentett szemcseméret azonban nagy nyomdasnovekedést okoz, amelyet
figyelembe kell venni mind a késziilék, mind a kolonna szerkezeti kialakitdsaban. Az
ultranagy hatékonysagot eléré toltetek csak a megfelel6 késziilékekkel izemeltethetdk,
kilénben a kolonnan kivili térfogatok lerontjdk a kinetikai hatékonysagot, mikdzben a
nyomasesés nagy marad, ez pedig limitdlja az elérhet6 mérési id6t.

Osszefoglalva a gyors folyadékkromatografia (UHPLC) alapvet8en kiilénbdzik a HPLC-tél:

- akészilékek kialakitadsdban (kolonnan kivili térfogatok, nyomastl(irés, stb.)

- a szemcsék kialakitasdban (2-3um alatti szemcsék, héjszerl toltetek, monolitok-
utobbiakrdél b6vebb targyaldst az ajanlott irodalom tartalmaz)

- a kolonnak méretében (kolonnahossz és kolonnaatmérg)

- afelsorolt kiilonbségekbdl adddé hatékonysagban, igy elérhet6 mérési idében.

Végsd soron a HPLC-n kidolgozott mérési mddszerek ideje UHPLC kérilmények kozott 5-10-
edére csokkenthet6.

A szemcsemeéret, hatékonysag, kolonnaméret és mérési ido osszefiiggései

Az 1. abran a szemcseméret csokkentésébbl eredd kulonbozé lefutasit Van Deemter
gorbéket lathatjuk.
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1. dabra. Az elméleti tanyérmagasséag valtozasa a linearis aramlasi sebességekkel

kiilbnb6zb szemcseatmeérdjii tolteteknél.



A kisebb szemcsék anyagdtadasi ellendllasa (C-tag) kisebb, mert pdérusaikban a diffuzios
uthosszak rovidebbek. A kis szemcsedtméré kedvez a homogénebb daramldsi csatornak
kialakuldsanak a toltetdgyban, igy az Orvénydiffuziés tag is csokken (A-tag). A C-tag
csokkenésének koszonhet6en a gorbék minimumai nagyobb linearis dramlasi sebesség
tartomanyokban taldlhatdk. Eszerint a kis szemcsék magasabb dramldsi sebességek mellett
Uzemeltethet6k hatékonyabban. Ez kedvezd a mérési id6 szempontjabdl. Figyeljik meg,
hogy a 2 um-es szemcse Hp,n értéke kb. 4 um, mig az 5 um-es szemcse Hp,, értéke kb. 10 um.
Ez annyit jelent, hogy N=L/H értelmében ugyanaz a kinetikai hatékonysag érhet6 el, ha 5 um-
es szemcsékkel toltve 2,5-sz6r olyan hosszu kolonndt hasznalunk, mint 2 um-es szemcsék
esetében. Tehat a szemcseméret csokkentésével aranyosan csokkentheté a kolonnahossz,
mig a hatékonysdg valtozatlan marad. Ne feledkezziink meg a kis szemcsék esetében
nagyobb optimalis dramldsi sebességrél sem! A fenti példat a 2. abra szemlélteti.
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2. abra. Az elemzési id6 csékkenése a kolonnahossz csékkentésével.

A szemcseméret a Darcy torvény értelmében forditottan, négyzetes ardnyban van a
kolonndn es6 nyomadssal. Tehat a szemcseméret csokkentésének hatart szab a kolonnan
ébred6 nyomasesés. Ma ez a hatar 1,3 um és 1200-1400 bar koril van. llyen koriilmények
kozott a nagy nyomas ellenében bevitt dramlasi energia hé formajaban disszipalddik. Kb. 5-
600 bar folott ez keresztiranyu és hosszirdnyu hégradiensek kialakulasat okozza a kolonndn,
mely szélesiti a kromatografias zonat.

A jobb héelvezetés érdekében az UHPLC télteteket altalaban 2,1 mm atmérdjl oszlopokba
toltik, hiszen ennek fajlagos feliilete nagyobb, mint 4,6 mm atmérgjl oszlopoké. Révidebb, 5
cm-es oszlopok esetében megengedheté a nagyobb bels6 atmérs, hiszen ezeken a
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nyomasesés igy a héfejl6dés is kisebb. Minél kisebb a kolonna térfogata, a benne |évé6 zéna
, tehat a kis térfogatu kolonnakkal kisebb zdnadiszperzié érhet6 el
(ha minden egyéb jellemzs6 azonos). Ez kedvezd a kis kimutatasi hatarok elérése céljabdl.
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A kolonnan Kkiviili zonaszélesedés jelentosége

A kolonnaméret csokkentésének hatdrt szab az injektalhaté térfogat és mintamennyiség,
amely ardnyos a kolonnatérfogattal. Az injektalhatd térfogat kis kolonnak esetében is
novelhet6, ha a mintaolddszer lényegesen gyengébb, mint a kezdeti mozgofazis (a
mintaoldatban k legyen kb. 10). A kis térfogatu kolonnak tovabba rendkivil érzékenyek
lehetnek a kolonnan kivili térfogatokra, melyek zénaszélesedést okoznak. A zénaszélesité
kolonndn kiviili térfogatokat (injektor, 0Osszekotd vezetékek, detektorcella, detektor
elektronika) a 3. dbra szemlélteti.
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3. abra. UHPLC rendszer sematikus vazlata, kolonnan kiviili zénaszélesité térfogatok

Mozgé fazis

Gradiens elvalasztasok esetén nagy jelentGsége lehet a gradiens késleltetési térfogatnak,
erre itt b6vebben nem tériink ki. A kolonndk érzékenységét a rendszerdiszperzidra a
megmaradd hatékonysdaggal (E,) jellemezziik:

o V,

E, =100 -~ ~ -0

2
O-col + O-ec Vec

0% kolonna okozta zdénadiszperzid, o%.: kolonna kiviili zédnadiszperzié. A megmaradd
hatékonysag kiilonb6z6 kolonndk esetében a 4. dbra szerint fligg a rendszerdiszperziétol:
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4. abra. Megmaradé hatékonysag az oszlopon kiviili variancia fliiggvényében

50 x 4,6, 50 x 3, 50 x 2,1 és 50 x 1 mm kolonna dimenzidkra (1,7 um szemcseatméro).

Lathatd, hogy UHPLC (0%.<10-15ul?) rendszereken jél hasznalhaték 2,1-4,6 belsS atmérdjli
kolonnak. 4,6 mm-es kolonndk konvenciondlis HPLC rendszereken is haszndlhatéak. A 4.
abrat kromatografias példara forditva az 5. dbra szemlélteti.
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5. abra. Latszolagos hatékonysag csékkenés a kolonna atméré csékkentésével

(5 cm-es kolonnak, 1,8 um szemcseatmérd, UPLC késziilék).

Az alabbi Osszefoglald 1. tdblazat a HPLC és UHPLC kozotti kiilonbségeket rendszerezi. Nem
varjuk a tdblazatban talalhatd adatok megtanuldsat, azonban a koztik |évé relacié
megértése sziikséges.



UHPLC HPLC

Nyomas teljesitmény (bar) 1000 - 1400 400
Kolonna téltet atméré (um) 1-3 3-10
Kolonna hossz (cm) 3-10 10- 25
Kolonna belsé atméré (mm) 1-3 3-8
Alkalmazott térfogataram tartomany (mL/perc) 0,02-2 0,1-10
Injektalt térfogat (uL) 0,1-5 5-200
UV-VIS detektor cella térfogat (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 (uLz) 1-25 40 - 200

1. tablazat: Az UHPLC és HPLC rendszerek/mérések fébb jellemz6 adatai

A gyors folyadékkromatografia gyakorlat soran elvégzendo feladatok

A gyakorlat sordn két csoport fog parhuzamosan dolgozni. Az egyik csoport HS-GC-MS
mérést fog végezni, mig a masik szamitdgépes szimuldcid segitségével vizsgdlja meg a
HPLC/UHPLC kozti kilonbségek hatdsat (szemcseméret, nyomasesés, mérési id6,
hatékonysag, kolonnan kivili zonaszélesedés). Ezt kovetGen bioaktiv anyagok elvalasztasat
végezzilk HPLC és UHPLC moddszerekkel. A két elvdlasztds paramétereit ugyancsak
Osszehasonlitjuk, megvizsgdljuk a készlilékek felépitésében rejl§ kilonbségeket. Félid6ben a
két csoport cserél. A felmeriil6 kérdések megvitatasara a gyakorlat soran lesz lehet6ség
(ajanlott élni vele). Ez a leirat nem tartalmaz minden szikséges informaciét a laborjegy
megszerzéséhez, a gyakorlat sordn a fontos, jegyz6konyvben szerepeltetendé informacidkra
a gyakorlatvezetd fel fogja hivni a figyelmet. A gyakorlat sordn minden csoport kap
jegyz6konyv fedélapot. Ezen a fed6lapon fel van sorolva, hogy minek kell szerepelnie a
jegyz6konyvben. A gyakorlatvezet6vel a részleteket egyeztetve, eszerint kell elkésziteni a
jegyz6kodnyvet.



