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Kedves kromatografus Kollégak!

Nagy éréommel nyujtjuk at Ondknek legujabb kromatografias kiadvanyunkat, mely a 2008-
ban és 2009-ben megjelent kdnyvek folytatasaként a sorozat harmadik tagja.

A gyors folyadékkromatografia az elvalasztastechnika egyik leggyorsabban fejl6dé aga,
ezért indokolt az Onok részérél megnyilvanulo felfokozott érdeklédés a téma irant. Jelen kotet
a gyors folyadékkromatografia trendjeit, fejlesztéseit targyalja a mar megszokott tudomanyos
igényességgel.

Koszonettel tartozunk a szerz6knek a téma alapos, gyakorlati példakkal is alatamasztott
feldolgozasaért.

Biztosak vagyunk benne, hogy mind a folyadékkromatografiaval ismerkeddk, mind pedig

a gyakorlott kollégak szamara egyarant hasznos ismereteket nyujt a kiadvany és jelentésen
hozzajarul tudasuk bdvitéséhez, munkajuk sikeréhez.

Udvézlettel,

Wachter Gyorgy



Gabriellanak
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Bevezetés

A folyadékkromatografia hosszu ideig csipkerdzsika almat aludta. A 1970-es évek elejére
kialakult a miszerezettsége. Ez visszatlkrozte az arra az id6re elért eredményeket a
kolonnatechnologia terlletén. Mar megjelentek az 5 pm szemcseatmérdji toltetek, a
szabalytalan alaku szilikagél helyét fokozatosan atvették a szabalyos, gdmbszimmetrikus
toltetek. Uralkoddva valtak a 15 és 25 cm hosszu és 4,6 mm belsé atmérdji kolonnak. A
folyadékkromatografia miszerezettségét is ezekhez igazitottdk. Ennek megfeleléen az
adagolasi térfogat 10-100 pl kézé esett, az UV, UV-VIS detektorok cellatérfogata 10 ul, az
O0sszekotd vezetékek bels6é atmeér6je 0,25 mm volt. Az igy kialakitott készllék teljes
mértékben megfelelt a kdvetelményeknek. Hosszu ideig csak a szamitogépes vezérlés és
adatgydijtés jelentette a fejlesztést. Ez a rendszer lett a gyogyszeripar f6 analitikai médszere.
A kolonna tdltetek viszont, amelyek dontd tébbségét a szilikagél alapuak jelentették, a nagy
fémion tartalmuk, nagy szilanolcsoport aktivitds és a kis boritottsaguk miatt szamos feladat
megoldasanal nehezen reprodukélhatova tették a modszereket. Sokszor sarzsrdl sarzsra
valtozotak a kolonnak fellleti fizikai-kémiai tulajdonsagai és ez visszakdszont az
elvalasztasban. Ekkor a f6 feladat a kolonnatechnoldgia fejlesztése volt.

Kisebb fémion tartalmu, kisebb szilanolcsoport aktivitasu, jol boritott alléfazisok és
sarszrol sarzsra valé azonossag jelentették a f6 célokat. A 90-es évek végére, a 2000-es
eévek elejére a kolonnatechnoldgia terlletén sikerllt ezeket elémni, sét megjelentek az 5 pm
alatti szemcseatmeérdji toltetek; elészoér a 3 pm-esek, majd napjainkra a 2 pm-esek és az
alatti szemcseatmeéréjiek is. A kis csucsszélesség, amelyet a kis szemcseatmeréji
toltetekkel lehet elémi, jelentésen megndvelte a technika hatékonysagat. Ertve ezalatt, hogy
kis szerkezeti kuldnbségl anyagokat lehetett rovid id6 alatt elvalasztani, egységnyi id6 alatt
viszonylag nagyszamu mintat lehetett elemezni, megnétt a kolonna csucsfelbontd kapacitasa,
stb. Ennél a technikanal a nyomas felsé hatara 400 bar. Ma, amikor HPLC-rél beszéllink,
akkor ezzel a mlszerezettséggel mikodé folyadékkromatografias rendszert értjik alatta. Ezt
a mulszerezettséget alkalmazva, az elemzési id6 5-60 perc kozott valtozott, az
elvalasztasokban tapasztalt csucsszélességek viszonylag nagyok voltak. Adva voltak a f6
célok, amelyeket szem el6tt tartva megindulhattak az uj fejlesztések. Megjelent az igény a
gyorsabb kromatografias moddszerek alkalmazasara, ahol a zodnaszélesedés kisebb. A
megoldasra tébb ut kinalkozott, az egyik; csOkkenteni a kolonna- és szemcseméretet, a
masik; ndvelni a hémérsékletet, a harmadik; Uj, nagyobb permeabilitasu kolonnat késziteni,
majd idérendben végll ujra megjelentek a héjszerkezetl tdltetek. A nagy permeabilitasu
kolonnak egyik vallfaja a monolit. Ez az ,egy darabbdl all6” megoldas valéban
forradalmasitotta az elvalasztastechnikat a 2000-es évek elején azzal, hogy bizonyos

szabalyokat és kolonna méreteket betartva, a most mar hagyomanyosnak mondott HPLC



készllékben is hasznalhatd. A 2 ym szemcseatméréji kolonnak, és a nagy hédmérséklet
alkalmazasa viszont megkoveteli, hogy uj készuléket hasznaljunk.

A kényv targyala a gyors folyadékkromatografiaval kapcsolatos elméleti
megkozelitéseket, és annak kovetkezményeit a miszerezettségre. Mivel az esetek
tobbségében protonfunkcios vegylletek elvalasztasat kell megoldani a gyakorlatban, a
folyadékkromatografia kulonb6z6 agaival, tobbek kozott a pH problémajaval is behatdéan
foglalkozik. Tovabba izelitt adunk a szamitdogépes szimulacioval tamogatott

modszerfejlesztésrdl és robusztussagvizsgalatrol.



1. Alaposszefiiggések a gyors folyadékkromatografiaban

A gyors folyadékkromatografias modszereknél a kovetkezd problémakkal allunk
szemben: vajon a kisméretli kolonnak terhelhet6sége megengedi-e az eddig
hagyomanyosnak tekintett nagyhatékonysagu folyadékkromatografias  rendszerek
alkalmazasat (HPLC). Ertve ezalatt, hogy az adagolt minta mennyisége és térfogata
ugyanolyan hatarok kozott valtozhat-e, mint a hagyomanyos HPLC-nél, a megszokott
miszer-konfiguracid alkalmas-e, hogy mindazokat az elényoket kihasznaljuk, amelyeket
ezek a kis térfogatu kolonnak nyujtanak? Elészor is nézzik meg, hogy milyen elénydket
adnak ezek a kis szemcseatmérdju és kis térfogatu kolonnak. A szakirodalom elsédlegesen
a kis szemcseatmérdét hangsulyozza, holott a kis térfogat szorosan dOsszeflgg a
gyorsasaggal és a zéna maximumban mért koncentracioval is. A kisebb holttérfogat kisebb
komponenshigulast jelent, amelynek eredménye a kimutatasi hatar csdkkenése, vagy
masképpen, az érzékenység novekedése. A gyorsasag megitéléséhez a kovetkezd

alapdsszefiiggésbdl kell kiindulnunk:
¢ =1,(1+k) (1)

A kifejezésben a t. a brutté retenciés idét jelenti, a to a holtidé vagy hold-up id6, a k a
visszatartasi tényez6, vagy retenciés faktor.

t, =

L
— (2)

u

ahol az L a kolonnahossz és az u a linearis aramlasi sebesség. Az (1)-et a (2)-

behelyettesitve kapjuk:
t=Lasn (3)
u

Az 6sszefuggésbdl egyértelmiien kiderul, hogy az elemzési id6 csokkentésének két utja
van: vagy a kolonnahossz nagymértékl csokkentése, vagy a linearis dramlasi sebesség
novelése. A k érték csdokkentése nem lehetséges, mert akkor az interferencia veszély - azaz,
hogy két kromatografias csucs egyltt elualddjon - jelentésen nd. A hagyomanyos
kolonnahosszak 10 - 25 cm kozott valtoznak. Ezeket a kolonnakat a hagyomanyos HPLC
készilékekben a megengedett kolonnan kivili zonaszélesedéssel hasznalhatjuk.
Amennyiben a kolonnahosszakat 2 - 5 cm-re csdkkentjik, akkor kb. 6tédére csdkken az
elemzési id6. Abraval szemléltetve ezt, vegyiink egy 25 cm-es és egy 5 cm-es kolonnat (1.

abra):



L=5¢cm

AU

0 25 5 75 10 125

L=25cm

AU

0 25 5 7.5 10 125
retenciés idd (perc)

1. abra: Az elemzési id6é csbkkenése a kolonnahossz csbkkentésével.

Az elemzési id6 és a kolonnahossz koz6tt linearis 6sszefuggés van (2. abra):

2 10 20 L,cm

2. abra: Az elemzési idd és a kolonnahossz kbzbtti 6sszefliggés.



A linearis aramlasi sebesség ndvelése forditott aranyban all az elemzési idbével. A

kétszeresére ndvelt linearis aramlasi sebesség felére csdkkenti az elemzési idét (3. abra).
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3. abra: A linearis aramlasi sebesséq és az elemzési id6 kapcsolata.

Folyadékkromatografias korilmények kdzott, ahol a linearis aramlasi sebességek kicsik,
az aramlas laminaris jellegl. Ekkor a nyomasesést a kolonnan a Darcy tdérvény a kdvetkezd

formaban irja le.

DnLu
Ap = 772
dp

(4)

ahol ® a kolonna aramlasi ellenalldsa, n a mozgodfazis viszkozitasa, d, a toltet
szemcseatmérdje. A kilonbozd cégek altal forgalmazott azonos atlagos szemcseatméréjl
kolonnakon a nyomasesés eltéré lehet. Ennek két oka lehetséges, vagy a szemcseatméré
eloszlas szélesebb a nagyobb nyomasesésl kolonnan, és az atlag atmérénél kisebb
szemcseatmérdjl szemcsékbdl tobb van, vagy a toltés soran a szemcsék sértilnek, és a kis
szemcseatméréjli toérmelék elzarja az aramlasi csatornakat. Itt kiegészitjik azzal, hogy
kilénbséget kell tenni a hagyomanyos HPLC-re tervezett toltetek és a nagy nyomasra
tervezett toltetek kozott. A toltési nyomasnak, ugyanis nagyobbnak kell lennie, mint a
hasznalatkor mért, vagy esetinkben a megengedett legnagyobb nyomasnak. A
hagyomanyos HPLC készilékeknél ez a fels6 nyomas 400 bar, az ultra-nagynyomasu
készulékeknél (UHPLC) ez ma 1200 - 1400 bar. Onmagaban véve a 10 nm porusatmérsji
szilikagélek tébbsége birja a 400 bar-nal nagyobb nyomasokat is. Ez igaz a vastagfalu, kis

porozitasuakra, de a nem teljesen szabalyos alaku, vagy az eldallitasnal képz&dott kisebb
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mechanikai stabilitdsu toltet porlédasa a toltés soran nagyobb valdszinlséggel bekovetkezik.
A szilikagél szemcsék sérulésekor keletkezd kis atmérdji részecskék szlikitik a szemcsék
kozotti aramlasi csatornakat, ez okozza @ értékében a nagy eltérést. A hagyomanyos HPLC-
re tervezett toltetnél a kolonna téltési nyomasa kisebb, mint 1000 bar. igy lehetséges, hogy a
gyartok a 2 uym szemcseatmerdji tolteteket ajanljak a hagyomanyos készilékekhez gyors
kromatografias mdédszerek alkalmazasara. Ennek azonban vannak feltételei. Nyomasesés
oldalrdl az, hogy a mozgofazisnak kis viszkozitasunak kell lennie. Ezért kertinek el6térbe az
acetonitril tartalmu mozgdéfazisok, szemben a metanol tartalmuakéval. Gradienselucio
alkalmazasakor nagy viz tartamu olddszerbdl indulva a metanol tartalom fliggvényében
maximumos gorbével irhato le a viszkozitas valtozasa, és ezzel a nyomasesés a kolonnan.
50 tf. % viz-metanol elegynél mar 1,5-sz6r nagyobb, mint a kiindulasi mozgdfazisnal.
Acetonitril-viz elegynél a hatas sokkal kisebb, szobahémérsékleten a maximalis viszkozitas
alig haladja meg az 1 cP-t. igy a nyomasesés még a legkedvezétlenebb kdriilmények kdzott
is, kb. 50 %-kal kisebb, mint a metanol-viz elegynél.

Gyors folyadékkromatografiaban az elvalasztas hatékonysagat két hatas kulon-kalén
vagy egyuttesen is leronthatja. Az elsé hatas abbdl ered, hogy a nagy nyomassal beuvitt
energia hévé alakul, amely eredmeényeképpen hossz és keresztiranyu hémérséklet-gradiens
alakul ki a kolonnan. A 4. abra sematikusan mutatja a hossz- és keresztiranyu héprofilokat. A
keresztiranyu hé gradiens els6sorban hatékonysag romlast, mig a hossziranyu gradiens
retencidvaltozast eredményez. Keresztiranyu hé gradiens soran a kolonna fal kdzelében
alacsonyabb a hémérséklet (Tw) mint az oszlop kdézépvonalaban (T¢). A kézépvonal menti
magasabb hdémérséklet kdvetkezménye még a gyorsabb molekularis diffuzid, a kisebb
mozgofazis viszkozitas (nc) €s a megoszlasi hanyadosok kilonbsége a kdzépvonal és a fal
kozott. Ezek egyuttes hatasaként a mérendd komponensek a kdzépvonal mentén
gyorsabban haladnak, mint a fal koézelében. Az aramlasi profil torzul, amelynek

kovetkeztében széles kromatografias csucsalakokat kapunk.
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4. abra: Az oszlopban létrejové hossz- és keresztiranyu hégradiensek.

A hossziranyu hé gradiensek kdvetkeztében pedig az oszlop végéenél mindig magasabb
lesz a hémérséklet (To) mint a bemenetnél (T,). Ez azt eredményezi, hogy altalaban az
oszlop hossza mentén egyre gyorsabban haladnak a komponensek mivel egyre magasabb
hémérsékletlii mozgofazisba érkeznek. Minél nagyobb a hossziranyu hé gradiens, annal
jelentdésebb lesz a retencio csokkenés.

A hdéatadas a kdrnyezetnek a kolonna atmeérétél fligg, minél kisebb a kolonnaatméré,
annal nagyobb az egységnyi kolonnatérfogatra jutdé héatadé felulet. Ebbél kdvetkezik, hogy
ekkor inkabb a 2 mm vagy akordli belsé atmérdji, vagy az alatti kolonnak alkalmazasa teszi
lehetévé, hogy ne alakuljanak ki olyan h&mérséklet kulénbségek, amelyek jelentds
csucsszélesedést vagy retenciovaltozast okoznak. A belsé atmérd csokkentésével viszont
jelentds mértékid retencids térfogat csdkkenés kdvetkezik be. Ekkor elétérbe kerlilnek a
kolonnan Kkivili zonaszélesitd hatasok, és az abbdl eredd készllék problémak. Ezekkel a
késbbbiekben foglalkozunk.

A masodik hatas abbdl ered, hogy a megndvelt linearis aramlasi sebességnél az
anyagatadasi ellenallasbol és o6rvénydiffuziobdl eredé tagok jelentésen ndvelik a
kromatografias csucsszélesedést. A van Deemter sebességi elmélet értelmében minél
kisebb a szemcseatmérd, annal kisebb a poruson bellli diffuzid és o6rvénydiffuzio
zonaszélesité hatasa. A szemcseatmérd hatasat a tanyérmagassagra — a linearis aramlasi

sebesség fliggvényeben — az 5. abran mutatjuk be.
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5. abra: Az elméleti tanyérmagassag valtozasa a linearis aramlasi sebességek
figgvényében, kiilbnb6z6 szemcseatmérdjii tolteteknél.

A kromatografias felbontas alapdsszefliggése a van Deemter sebességi elmélet alapjan:
R =—+N—F— (5)

ahol N az elméleti tdnyérszam, az a a relativ retencio vagy szelektivitas, k a visszatartasi
tényezob.

N = (6)

L
H

A kromatografias felbontas egyenletébe (5) behelyettesitve kapjuk, hogy két kolonnan
mért felbontasok aranya a kolonnak H értékeinek a négyzetgyokével aranyosak. Feltételezve,
hogy a szelektivitas és a visszatartas fliggetlen a nyomastol (ez nem minden esetben tehetd

meg) — és logaritmizalva az 6sszefliggést — kapjuk a kdvetkez6 szemléletes egyenletet.

logARg =1/2logAH (7)

A gyors folyadékkromatografias modszereknél a AH-t minimalizalni kell. Ezt a
szemcseatmérd csdkkentése teszi lehetdvé. A tanyéregyenletek (modellek) értelmében az

anyagatadasi ellenallas allofazis jaruléka (C;) a szemcseatmérd négyzetével aranyos.
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Horvath Csaba a kdvetkezd 6sszefliggést adta meg e tag H jarulékara (Hc s):

Ok +k+ Kk dy,
430D,k 1+ k) (1+ k)>

(8)

ahol © egy korrekciés tényez6, D, a mozgdfazisban mért diffuzios allando, k’ a
szemcseék kozotti visszatartasi tényezd, v a redukalt aramlasi sebesség. A k’ a k-t6l abban
kUlénbdzik, hogy szamitasakor csak a valéban a szemcsék kdzott aramldé mozgofazist
vesszuk figyelembe, és nem tartalmazza a pérusokban stagnalot (lasd a 3.1. fejezetben). Az
Osszefuggés értelmében a H és a szemcseatmérd kozott négyzetes Osszefliggés van.
Ismételten, ha minden kdrlilmény azonos, akkor, ha azzal a kdzelitéssel élink, hogy a

kifejezésben szerepld tagok kevésbé flggnek a nyomastol, a kdvetkezd Osszefliggest

kapjuk:
Reo o ©
RSl dp2

Ismételten hangsulyozzuk, hogy a kifejezések csak kdzelitbleg igazak, mert nagy
nyomason a folyadékok kompresszibilitasat nem hagyhatjuk figyelmen kivil. Elsé kdrben
mégis azt mondhatjuk, hogy a szemcseatmérd csokkentésével forditott aranyban né az
elvalasztéas. A Darcy torvény értelmében viszont a kolonna aramlasi ellenalldsa a
szemcseatmérd négyzetével né, ami ismét felveti a hé gradiensek okozta zénaszélesedést.
Mindezeket egybevetve megallapithatd, hogy gyors kromatografiat szemcsés tdlteteknél kis
szemcseatmérével lehet megvaldsitani. Megoldas szempontjabdl tébb alternativa van; egyik
lehetséges megoldas, hogy a (3) dsszefliggés értelmében a kolonnahosszat csdkkentjik és
ekkor a hagyomanyosnak mondott HPLC (400 bar) is alkalmazhatd, vagy a nyomast
noveljuk meg ahhoz, hogy a linearis aramlasi sebességet ne kelljen csokkenteni. Az elsé
esetben j6 kompromisszumnak tdnik, ha a szemcseatmérét 3 um kordl tartjuk, a masodik
esetben alkalmazhatjuk az un. szub-2 pm (2 um alatti) szemcseatméréji tolteteket is.

Nézzik meg, hogy a hagyomanyos HPLC-nél alkalmazott gyors kolonnaknal milyen
korlatok vannak elméleti oldalrél. A nyomasesés itt egy korlatozé tényezd, ezért a
kolonnahosszt kis értéken kell tartani, ami altaldaban 5cm. A van Deemter elmélet
értelmében a Hmin értéke 2 d, koruli egy jol toltott oszlopban és kromatografiasan semleges
vegylletet hasznalva tesztanyagként. Ekkor 5 cm-en az elérhet6 maximalis elméleti
tanyérszam 8300. Figyelembe véve, hogy a gyakorlati feladatok megoldasanal a kiilénb6z6
masodlagos kélcsdnhatasok és olddszerhatas valamint egyéb matrixhatasok miatt a fenti
erték fele vagy harmada érhetd csak el, ezért 2000—4000 elméleti tanyérszamot kell az
elvalasztasnal figyelembe vennink. Ez annyit jelent, hogy a vegylletek szerkezetében nagy

kulénbségnek kell lennie, hogy a korlatozott elméleti tanyérszam miatt teljesiteni tudjuk az
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alapvonalon torténd elvalasztast (Rs > 1,5). A szelektivitds értékét, mind az allofazis
tipusanak, mind a mozgdéfazis dsszetételének kivalasztasaval maximalni kell. Erre vezethetd
vissza az a szakirodalomban megfogalmazott tétel, hogy gyors folyadékkromatografias
kolonnakat akkor hasznalunk, ha a megkivant elméleti tanyérszam kis értékii. A masik,
amely ezeket a kolonnakat jellemzi, hogy a kolonnaatmérét a hagyomanyosan alkalmazott
értéken tartjdk. Ennek oka, hogy a kolonnaban megfelel6 tdémegl alléfazisnak kell lenni,
hogy az elvalasztashoz szikséges visszatartas meglegyen, és a kolonna mind térfogatilag,
mind tomegre terhelhetd legyen; ezzel a kérdéssel is késdbb foglalkozunk. A nagyobb
kolonnaatmérd itt megengedhetd, mert a nyomasesés 400 bar alatt van és a hégradiens

kisebb mértékd.
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2. Korlatok a gyors folyadékkromatografias médszereknél

A készilékekkel szemben harom f6 elvarasunk lehet, a miikddtetési nyomas-tartomany,
az oszlopon kivili térfogatok okozta zonaszélesedés és a gradienskéseés. Az elsé elvaras
egyeértelmd, minél nagyobb nyomason tudunk dolgozni egy keészulékkel annal tébb
lehetbségink van az elvalasztas gyorsitasara és a felbontas javitasara. A masodik elvaras
kicsit Osszetettebb, kompromisszumokbdl tevédik oOssze. A folyadékkromatografias
rendszerben az aramlas jellege laminaris. Ebbél kdvetkezik, hogy az oszlopon Kkivl
folyamatosan torténik zénaszélesedés. Ezt nevezik kolonnan kivuli, térfogati zonaszélesit6
hatasnak. Ez az injektalt térfogatbol, az adagol6-, a kolonna-, valamint a kolonnat és a
detektort 6sszekdtd vezetékben torténd zénaszélesedésbdl tevoédik dssze, ehhez jarul még
UV-detekornal a cellatérfogat hatasa. Van még egy id6 jellegi (térfogattdl figgetlen) hatas,
melyet a detektor elektronikaja okoz, (iddallandd, mintazasi sebesség). A 6. abra
sematikusan mutatja, milyen hatasokbol all 6ssze a latszolagos zonaszélesedés egy

folyadékkromatografias rendszerben.
Hagynyomisu 1 —h “ -
——[ % Injekor Oaziop
Bl -I| Ak
HH o i
* Monst tize

6. abra: Folyadékkromatografias rendszer sematikus vazlata.

2.1. Oszlopon kiviili zénaszélesité hatas

A kovetkezbkben az oszlopon kivili térfogatok jelent8ségét targyaljuk. A latszolagos
hatékonysag (mért tanyérszamok vagy felbontasi érték) fligg az alkalmazott készuléktol.
Természetesen a mérce mindig az, hogy a kolonna mire volna képes, ha egy olyan
készulékben hasznalnank, ami nem jarul hozza a zénaszélesedéshez. Ehhez viszonyitjuk,
hogy mit kapunk a kromatogramon. Kdvetkezésképp egy gyors elvalasztas hatékonysaga
tehat nemcsak a kolonnan mulik, hanem a késziiléken is. Elvaras a készllékkel szemben,
hogy minél kevésbé csdkkentse a kolonna hatékonysagat. Ezt az un. oszlopon kivili, az
elvalasztas szemponjabdl aktiv térfogatok csokkentésével tehetjik meg. Az oszlopon kivuli

karos — hatékonysag rontd — hatasok annal jelentésebbek, minél kisebb a kolonna méret (kis
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belsé atméré, kis hossz) és minél hatékonyabb a kolonna. Ezért a kromatogramon mért
zbnaszélesedés (variancia) tehat a kolonnan fellépd és azon kivili hatasokbdl tevédik 6ssze:

St = e T O (10)

ahol a 0% és a 0% jelentik a kolonnan létrejovd és a kolonnan kivilli zénaszélesedést.
Az adagol6ban és az 6sszekotd vezetékekben azért van zonaszélesedés, mert az aramlas
laminaris és a sebességi profil parabolikus, tovabba az egyes rétegek koézotti keveredés
elhanyagolhaté. igy a molekulak, melyek a csé falahoz kézelebb vannak kériilbeliil fele
akkora sebességgel haladnak, mint a kozépsé rétegben I|év8k. Ez az aramlasi
csucsdiszperzio jelensége. A detektorban ehhez jarul még az aramlasi sebesség (iranyanak
€s sokszor a geometriajanak) valtozasa is, és ha az elektronika lassu, akkor pedig un. alul
mintavételezett (torzitott) jelet kaphatunk. Az oszlopon kivilli csucsdiszperzio meég fligg a
térfogataramtdl, a minta diffuzios tulajdonsagaitél, a mozgdfazis viszkozitasatol,
hémérséklettél és az injektalt minta mennyiségtél.

Megallapodas szerint az oszlopon kivlli zonaszélesedés 6sszege nem lehet nagyobb,
mint a kolonnan mért csucsszélesedés tizede.

ol <0l-0] (11)

col

A csucsszélesedést (varianciat) térfogat-négyzet vagy id6-négyzet dimenzidkkal tudjuk

kifejezni. Az oszlopon létrejové csucsvarianciat a kdvetkez8 dszefliggéssel irhatjuk le:

2 2

» VS W
col — -

Nl Ncol

co

o (1+k)? (12)

ahol V., a retencios térfogat, Nco az elméleti tanyérszam és V, az oszlop holttérfogata.
Tehat minél kisebb a kolonna térfogata és a komponens visszatartasa, illetve minél
hatékonyabb a kolonna, annal kisebb az eludlédé csucs variancidja. A 7. dbran, 2 pym-nél
kisebb szemcsékkel toltott, kis térfogatu kolonnak csucsvarianciajat szemléltetjk a

visszatartasi tényez6 fliggvényében.
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7.abra: Oszlopon létrejévé csucsvariancia (2 um-nél kisebb télteten)
a retencios tényezd fliggvényében.

Tehat minél kisebb a kolonna térfogat és minél jobb a kolonna hatékonysaga, ugy valik
egyre kritikusabba az oszlopon kivuli csucsszélesitd hatas. Bevezethetjuk a latszolagos
tanyérszam (N,pp) fogalmat, ami felirhatd a kolonna altal teljesitett tanyérszam (Nco) és az

oszlopon létrejovd, illetve azon kivili varianciak viszonyaval:

1
N,, =N, - (13)
(o)
T4y

2 2
O +O'ec

col

Az un. megmaradod kolonna hatékonysag (E,) egyszerlien felirhaté a kdvetkez6 modon:

Er:lOO-ﬁzV (14)

col ec

2
o V,

A kovetkezb példaban kilonbdzé atmérdji (4,6, 3, 2,1 és 1 mm) 5 cm-es kolonnak (1,7
Mm szemcseatmérd) megmaradd hatékonysagat mutatjuk be az oszlopon kivili variancia
fuggvényében (k=5 visszatartast feltételezve).
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8.abra: Megmarad6 hatékonysag az oszlopon kiviili variancia fiiggvényében
50 x 4,6, 50 x 3, 50 x 2,1 és 50 x 1 mm kolonna dimenzidkra (1,7 um szemcseatmérao).

A 8. abran jol latszik, hogy a 4,6 mm atmeérdji kolonnakat hasznalhatjuk barmilyen
készllékben anélkil, hogy a latszolagos hatékonysag csoOkkenne. Hagyomanyos HPLC
készllékek oszlopon kivili csucsvariancigja altalaban 0% = 40 - 200 pL? kdz¢é esik, mig az
UHPLC késziilékek altalaban o%. = 4 - 9 ulL’—el jarulnak hozzad a kromatografias
csucsszélesedéséhez. Azok a készulékek, amelyeket a gyartdk mind a hagyomanyos HPLC-
s, mind pedig az UHPLC-s elvalasztasokhoz javasolnak (un. hibrid készllékek) altalaban
0%= 10 - 40 pL>—tel jarulnak hozza a csicsszélesedéséhez. A 2011-ben megjelent legtjabb
fejlesztési UHPLC készulék (Acquity UPLC I-Class) oszlopon kivili variancidja, a mérés
koriilményeitsl fliggden 0% = 0,5 - 4 plL? kozé esik. Tehat a legkorszer(ibb UHPLC
készllékeket alkalmazva is jelentds hatékonysagvesztés kdvetkezhet be elsésorban 1 mm
és 2,1 mm atméréji kolonndk esetén, igy nem tudjuk kihasznalni a jelenlegi
kolonnatechnoldgia valddi lehetéségeit. JO kompromisszumnak tlnik a 3 mm-es atmérsji
kolonnak hasznalata, ekkor az analizisid6 rovasara tudjuk csak a hatékonysagot fokozni.

Nemrég Wu és Bradley mutatta be az 1,8 pm-es szemcsékkel toltott 5 cm hosszu
kolonnak latszélagos hatékonysag romlasat. Tanulmanyukban 1, 2,1, 3, és 4,6 mm atméréjd
kolonnakat mikddtettek egy Waters Acquity UPLC készlléken. A készllék oszlopon kivili
térfogatat 11,4 pyL-nek mérték. A 9. abra mutatja a mért tanyérszamokat a kulénb6zd
atmérdji kolonnak esetén. A kolonnan kivil zénaszélesedés miatt drasztikus hatékonysag
csokkenést figyeltek meg a 2,1 és 1 mm atmérdjli kolonnaknal. Természetesen ilyenkor
felvetddik a kérdés, hogy az eltéré belsd atméréjd kolonnakat azonos hatékonysaggal tudjak-

e megtdlteni? Egy bizonyos, a 4,6 mm-es kolonnanal mért kinetikai hatékonysag, elméleti
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tanyérszam tobb mint 1/3-ra csdkkent. Meg kell jegyeznink, hogy a nagy nyomason végzett
elvalasztasoknal a kis bels6 atmérd hasznalata szukséges. Ekkor ugyanis az egységnyi
térfogatra nagyobb kolonnafelllet jut, és a nyomasesés indukalta hé kdnnyebben elvezetddik.

Ez az oka, hogy az UHPLC technikaban 2,1 mm-es kolonnakat hasznaljuk a leggyakrabban.
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9.abra: Latszolagos hatékonysagcsdkkenés a kolonna atmérd csbkkentésével
(5 cm-es kolonnak, 1,8 um szemcseatmérd, UPLC készlilék).

csOkkentjik az 0sszekotd vezetékek atméréjét és hosszat, illetve ha a beépitett ,standard”
detektor cellat un. mikro vagy szemi-mikro cellara cseréljuk. Egy Acquity UPLC rendszer
oszolpon kiviili variancidja 2 - 4 pL%re csokkenthetd (eredetileg 5 - 8 pL?), ha az 6sszekotd
0,127 mm atmérdjii vezetékeket 0,0635 mm atmérdjlre cseréljik. Guiochon és mitsai.
bemutattak, hogy egy konvencionalis Agilent 1100-as késziilék varianciaja akar 5 - 10 uL%re
csokkentheté (eredetileg 80 - 100 pL?), ha az eredeti konfiguracidban alkalmazott 6sszekétd
vezetékeket, injektor tl-talp (needle seat) kapillarist és detektor cella térfogatat optimalizaljuk.
Omamogho és mtsai. egy Agilent 1200 rendszer varianciajat csOkkenteték sikeresen 3 - 4
uL%re gy, hogy a 0,17 mm atméréji 6szekotd vezetékeket 0,11 mm-re cserélték, illetve az
eredetileg 6 pL-es detektor cella helyett 1,7 pL-es cellat alkalmaztak.

Tovabbi lehetéség lehet az oszlop hatékonysaganak minél jobb kihasznalasara, ha
optimalizaljuk az injektalas moédjat. A nemrég bevezetett un. ,hatékonysag optimalizald
injektalasi szekvencia” (POISe), akar 10 — 20 %-ban ndvelheti a latszolagos hatékonysagot
kis visszatartdsu komponensekre (k < 3). Ezzel a technikdval az injektor rendszer
hatékonysag ronté hatasa kiszoboélhetd ki ugy, hogy meghatarozott mennyiségld gyenge
olddszert injektalunk a mintaval egyutt.

Osszességében megallapithatjuk, hogy jelenleg a kolonnatechnoldgia elére futott a
készllékfejlesztések mellett, és els6sorban Uj, még kisebb oszlopon kivili térfogatokkal
rendelkezd készllékek fejlesztése a cél annak érdekében, hogy a meglevé kolonnakat a

10%-0s hatékonysagvesztés alatt tudjuk hasznaini.
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2.2. Gradiens késési térfogat

Egy masik kérdéskor, ami szorosan kapcsolddik a készulék térfogathoz, az un. gradiens
késési vagy gradiens késleltetési ido/térfogat.

Napjainkban a legtobb folyadékkromatografias elvalasztast (mind ipari, mind akadémiai
laboratériumokban) gradiens eliciés modban végzik. A mozgdéfazisban az erésebb ,B”
csOkken a nagyobb megoszlasi hanyadossal rendelkezé komponensek retencidja.

Gradiens elvalasztasoknal donté jelentésége lehet a készllék gradiens-késeési
térfogatanak (dwell volume, Vq4). Ennek megitélésekor kilénbséget kell tennink a kis és
nagynyomasu gradiens készulékek kozott. A megfeleld aramlasi stabilitas biztositasara,
altalaban nagy nyomasu gradiens rendszert alakalmazunk. Ennek Iényege, hogy az erésebb
€s gyengébb oldbészert (mozgofazis oOsszetevbket) a nagynyomasu szivattyd utan, az
adagold el6tt keverjuk 6ssze. Ahany oldészert keveriink 6ssze, annyi szallitofej kell. Ekkor a
késleltetési térfogat a keverébdl, mintaadagold hurokbdl (sample loop) és az oszlop elejéhez
vezetd dsszekotd kapillarisbol tevddik dssze. A készlléknek ez a térfogata azt a ,plusz id6t”
adja a rendszerhez, amig a nagynyomasu szivattyun beallitott mozgofazis Osszetétel a
kolonna elejéen megjelenik. A kisnyomasu gradiens készlulékeknél a mozgdfasok
Osszekeverése a nagynyomasu szivattyu el6tt torténik. Ebben az esetben a nagynyomasu
szivattyu térfogata is beleszamit a késleltetési térfogatba. Ez a gradiens késési térfogat igen
kilébnbdz6 lehet, attdl flggben, hogy un. kis nyomdasu- vagy nagy nyomasu
keverérendszerrel dolgozik a készllékink. Konvencionalis HPLC készilékeknél altalaban
0,5 és 2 mL kozott valtozik a gradiens-késési térfogat (V4) a nagynyomasu keverd
rendszerek esetén, illetve V4= 1 - 5 mL a kisnyomasuakra. A korszerli UHPLC készllékek
tipikusan 0,08 — 0,5 mL gradiens késési térfogattal rendelkeznek. Készulékink gradiens
késési térfogatat ismerni kell, els6sorban mddszerek atvételekor és atadasakor (transzfer)
lehet nagy jelentésége.

A gradiens késési térfogat egyszerlien meghatarozhato, tébb maodszer is elterjedten
alkalmazott. Mindegyik azon alapszik, hogy az egyik mozgéfazis nem UV aktiv (pl. viz), a
masik mozgéfazisba pedig valamilyen kromofor komponenst keverlink kis mennyiségben (pl.
aceton). Az oszlopot eltavolitjuk, és egyszerlien csak dsszekotjuk a kolonnaba és kolonnabdl
vezetd csoveket. Bedllitunk egy gradiens programot és a mért UV jelet dsszehasonlitjuk a
beallitott gradiens programmal. A kromofort tartalmazé ,B” eluens jele nyilvan késik a
beallitott programhoz képest. Ezt az id6beli késést mérjik, majd az alkalmazott térfogataram
ismeretében kénnyen szamolhatd a késési térfogat. Ujabban szoktak egy ismert térfogatu
kapillarist is hozzaadni a rendszerhez, ami megfelelé ellenallast (nyomast) biztosit a

rendszernek és ezzel jobban hasonlit valés elvalasztasokra, mintha csak 6sszekdtnénk a
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kolonnaba be és kolonnabdl kimené 6sszekotd vezetékeket. A 10. abran egy HPLC rendszer

gradiens késését mutatjuk be.
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10. abra: A gradiens késés abrazolasa. Az Y tengelyen az er6sebb ,B” oldészer mennyisége az
LA’oldészerhez viszonyitva.

A 11. abra a jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté UHPLC készilékek maximalis

muakodtetési nyomasat és gradiens késleltetési térfogatat mutatja be.
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11.abra: Kereskedelmi forgalomban kaphaté UHPLC késziilékek maximalis miikédtetési nyomasa
és gradiens késleltetési térfogata.

A 11. abran jol latszik, hogy a jelenlegi készllékek gradiens késleltetése nagyon eltéré.
Ez els6sorban modszerek atadasakor okozhat gondot. A késleltetési idé/térfogat aranyosan

eltolja retencids idéket, mert a kolonna elejét ennyivel késébb éri el a beallitott mozgoéfazis.

23



Ez a térfogat értelemszeriien nem okoz z6naszélesedést, de az elvalasztasnal alapvet6,
hogy az elemzés ledllitasa el6tt a kivant er6sségi olddszert elérjuk. Az elemzési id6t tehat
ezzel az idével meg kell hosszabbitani. Gyakori a gyégyszeranalitikaban, hogy régebbi,
meglevd konvencionalis HPLC maoddszereket transzferalunk UHPLC modszerré vagy éppen
az ellenkezbje, hogy az UHPLC moddszereket kell hagyomanyos oszlopra/készulékre
atdolgozni, mert az atvevd laboratériumban csak az all rendelkezésre. Vegylnk egy
egyszer( példat, UHPLC-ben tipikusan 0,5 mL/perc térfogatarammal dolgozunk. Ekkor, ha a
készulékink gradiens késési térfogata 0,5 mL, akkor éppen 1 percet ,késik” a gradiens
program. Viszont ha V4= 0,1 mL akkor csak 0,2 perc késésunk lesz. A két készuléken mért
komponensek retenciés ideje kdzott tehat 0,8 perc kildnbség varhaté. A kevésbé
visszatartott komponensek esetén kuldéndsen kritikus lehet a gradiens késés valtozasa.
Sokszor a felbontas és néha még a szelektivitas is valtozhat. A kis gradiens késleltetési
készulékeknél egy kezdeti izokratikus szakasz beiktatasaval novelhetjuk a ,latszélagos”
gradiens késést. A nagyobb gradiens késleltetés(i rendszerek esetén pedig a gradiens
programot nem az elejétdl, hanem a késésnek megfelel6 id6hoz tartozé kiindulasi
mozgdéfazis dsszetételtdl kell inditani, ha azt akarjuk, hogy hasonlitson a kromatogram a
kisebb késleltetésli rendszeren mért kromatogramhoz. Modszertranszferalasnal pedig a
szokasos un. ,geometriai transzfer szabalyok” mellett a gradiens késési idd és oszlop holt
id6 aranyat (ta/to) kell allandé értéken tartani.

Nyilvan a gradiens késést érdemes csOkkenteni amennyire csak lehet, de a végtelen
csOkkentésnek hatart szab az a tény, hogy ha nem all rendelkezésre a mozgodfazisok
keveredéséhez megfeleld térfogat/iddé akkor a nem tokéletes keveredés miatt a modszer
reprodukalhatésaga nem lesz megfelel6. Ez nagy térfogataramoknal kulondsen kritikus lehet,
pulzalas is felléphet.

A 12. abran szemléltetjlik a gradiens késési térfogat hatasat. A példaban 500, 300 és 100
pML-es gradiens késéssel rendelkez6 készilékeken mért kromatogramokat mutatjuk be.
Lathatd, hogy a kevésbé visszatartott komponensek esetén (1 - 7) a csucsfelbontas nagyban

fligg a készilék késési térfogatatol.
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12.4bra: Késziilék gradiens-késési térfogatanak hatasa gyors kromatografias elvalasztasokra. Mérési
kérilmények: oszlop: Halo C18, 100 x 2,1 mm, 2,7 um, mozgdfazis: viz-acetonitril gradiens (15-90 %
/ 4 perc), térfogataram: 0,8 mL/perc, komponensek: 1, ftalsav; 2, vanilia sav; 3, izo vanilia sav; 4,
antranil sav; 5, vanillin; 6 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldehid; 7, ferul sav; 8, orto-vanillin; 9, benzoesav;
10, trans-2,4-dimetoxifahéjsav; 11, metilbenzoat; 12, etilbenzoat.

Az ultragyors gradienseknek, tehat a késleltetési id6 hatart szab. Az elsé komponens
visszatartasanak nagyobbnak kell lennie, mint a holtid6 kétszerese (k > 1), ehhez jarul hozza
a késleltetési id6. Ha ez a feltétel nem teljesll, akkor két hatas is feléphet a gyors
kromatografids elvalasztasoknal alkalmazott kisméretli kolonnaknal. Az egyik, hogy nem
érvényesll a kolonna elején a gradiens elucio zonafokuszald hatasa, a masik, hogy az elsé

komponens retencidja mérésrél mérésre valtozhat. Ezt mutatjuk be 13. abran.

13. abra: A kis retencidju komponensnél a gradiens elucio jellemzé
zbnaszlikité hatasa nem érvényeslil.

25



A gyors gradiens elucional is felmerll az a kérdés, amely a hagyomanyos rendszereknél
is, vajon a két gradiens mérés kozott teljes egyensulynak kell lennie, vagy elegendd minden
esetben ugyanabbdl a helyzetbdl inditani a méréseket? A gradiens eluciés folyamatot a
kovetkez6 szakaszokra bonthatjuk. Az els§ szakasz a mérési ciklus inditasa el6tti szakasz.
Ekkor a két fazis kozott az egyensuly valoszinlleg beall. A masodik szakaszon noveljik a
mozgofazis elucids erbsségét, a harmadik szakaszon visszaallunk az eredeti 6sszetételre,
mig a negyedik szakasz az ujabb ciklus elétti varakoz6 szakasz. Az elsé ciklust a nulladik
mérésnek kell megadni, mert ekkor kell ellenérizni a mozgofazis tisztasagat. A negyedik,
varakozo szakasznak legalabb akkoranak kell lennie, amekkora a késletetési id6. A kolonna
elején akkor és csak akkor van az ,A” oldoszer, ha a nyomas az emelkedés utan allando
értékl lesz. Ez az alapja a gradiens mérés ismételhetéségének. Tovabbi kérdés, hogy ezen
a szakaszon egyensuly legyen a két fazis kozott vagy elegendé a tovabbiakban minden
esetben azonos allapotbdl indulnunk. Ha a negyedik szakasz hossza allandd, akkor a
gradiens ismételhetd. Kézi adagolassal ez a feltétel nem teljesithetd, igy ezen a szakaszon
biztositani kell az egyensuly beéllasat. Automata mintaadagol6é alkalmazasakor a feltétel
teljesithetd, ezért elméletieg nem kell a viszonylag hosszu egyensulyi id6 beallasat
megvarnunk. Amennyiben a mérést megszakitjuk, akkor a kovetkezé méréssort ujbol a
mozgofazis tisztasaganak ellenérzésével kell kezdenlnk. A gradiens mérés elemzési idejét
aramlasi sebesség figgvénye. Ezt viszont a kolonna hossza és a szemcseatmérd
(permeabilitas) szabja meg. A készilékek 400 és 1200 - 1400 bar-os fels6 nyomashatara a
kdvetkezd korlatozé tényezd. 400 bar fels6 nyomashatarnal 10 cm hosszu kolonnat
alkalmazva 0,1 - 0,2 mL/perc, 1400 bar-nal 0,4 - 0,5 mL lesz a gyakorlatban kihasznalhaté
térfogat-aramlasi sebesség. Ekkor az elemzési id6 tipikusan 1 - 2 vagy 0,2 - 0,4 perccel lesz

hosszabb.

2.3. Mintaadagolas

Az eddigiek alapjan egyértelmlien megallapithatd, hogy a 2 um alatti kis belsd atméréja
és rovid kolonnadkhoz a hagyomanyos HPLC rendszer nem vagy csak jelentés hatékonysag
veszteséggel alkalmazhaté. A 3 és 5 um-es tolteti rdvid kolonnak alkalmazasa a
hagyomanyos HPLC rendszerekben bizonyos kompromisszumokkal, és szabalyok
betartasaval jar egyitt. A tovabbiakban ezt részletezzik.

Elsé szabaly a mintaadagolassal kapcsolatos. Hagyomanyos kolonnaknal altalanosan az
adagolasnal hasznalt olddszer Osszetételnek meg kell egyeznie vagy gyengébbnek kell
lennie a mozgofazis erbsségénél, azzal a megszoritassal, hogy a molekularis formanak

azonosnak kell lennie a mintaban és a mozgofazisban. Ekkor 5 - 20 ul adagolasa nem okoz
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térfogati tulterhelést. A 3 és 5 ym szemcseatmérdji tolteteknél, amelyek kis hosszusaguak,
de 4 mm korali atmerdjlek, 5 ul jelenti az adagolas felsé hatarat, vagy a minta oldészerének
gyengébbnek kell lennie a mozgodfazis eluenserésségénél és a molekularis formanak
azonosnak kell lennie a mintaban és a mozgofazisban. A masik megkozelités, hogy az
adagolas olyan, hogy a kolonna elején csucskompresszio torténik. Folyadékkromatografias
gyakorlatban ez annyit jelent, hogy akkor is gradienseluciot alkalmazunk, mikor nem 1ép fel
az altalanos elucios probléma. Azaz a meghatarozandd vegyuletek szerkezete nem tér el
jelentésen és az elvalasztas megoldhato lenne izokratikus korilmények kozott. Az adagolasi
zbna szikitésének ennél a modjanal azok az alapjelenségek jatszodnak le, mint amelyek a
gradienselucional, ha az jol tervezett. A kiindulasi mozgdfazis Osszetételének olyan
gyengének kell lennie, hogy a mintdban a leggyengébben visszatartott komponensre is
teljestlnie kell a k > 10 feltételnek.

A visszatartasi tényez6t felirhatjuk a kovetkez6 médon:

k=K = s (15)

ahol Vg és a V,az allé és a mozgoéfazis térfogata, K a megoszlasi hanyados, ns €s np,
az allé- és a mozgdfaziban mért molok szama.

Ha k > 10 akkor a komponensek dont6é részben az alléfazisban tartézkodnak (legalabb
11-szer tobb idét toltenek az alléfazisban, mint a mozgofazisban). Az dsszes komponens
vandorlasi sebessége lecsdkken, azaz a mintaadagolas soran a kolonna eleje koncentralja

azokat. A vandorlasi sebesség csokkenését jol mutatja a kdvetkezd egyenlet:

u

RIS (16)

ahol az uyx a komponensvandorlasi sebessége, u a mozgdéfazis linearis sebessége.

Problémat okozhat az oldhatésag, ha a minta komponenseinek nagyon eltér6 az
apolaritasa vagy polaritasa. Ekkor a jobban visszatartott komponensek a gyenge
eluenserfsségl mozgofazisban kevésbé oldédnak. Azt azonban figyelembe kell venni, hogy
a kozel egyforma tulajdonsagu vegyulleteknél gradiens ellcioval a szelektivitas csdkken,
ezért a vegylletek tulajdonsagaiban nagyobb kilénbségnek kell lenni. Forditott fazisu
folyadékkromatografia nyelvére leforditva a vegylletek oktanol/viz megoszlasi
hanyadosaban (LogP) az altalanos esetre megadott 0,1-nél nagyobbnak kell lenni a

kdlonbségnek.
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2.4. Késziilék jellemzék gyors és hagyomanyos kromatografiahoz

Ahhoz, hogy egyértelmlibb legyen az eligazodas a konvencionalis HPLC és UHPLC
kozott, az 1. tablazatban megadjuk az egyes mddszereknél alkalmazott készilék-jellemzd
adatokat, illetve a tipikusan alkalmazott oszlop dimenzidkat. Megjegyezzik, hogy néhany
készulékgyartd cég javasol olyan konfiguraciokat is amelyeket UHPLC és HPLC mérésekre
egyarant alkalmasnak tart. Ezeket az irodalom ,hibrid” készilékként nevezi. Ezek jellemzdi
valahol a két készllék tipus kozott helyezkednek el, ezért csak korlatozott mértékben
alkalmasak az egyik, illetve masik modban tortén6 mérésekre.

A fentiek egyértelmien jelzik, hogy az eltérd kategoriakba tartozo folyadékkromatografias
modszerek eltéré miszerezettséget kdvetelnek meg. Az atjaras az egyes modszerek kdzott
korlatozott. A sokszor csak méretnovelésként szamon tartott modszer csak akkor
alkalmazhat6, ha a kolonnan kivili zonaszélesedés, a kolonnan létrejové 10 %-a alatt
tarthato.

1. tablazat: Az UHPLC és HPLC rendszerek/mérések f6bb jellemzd adatai.

UHPLC HPLC
Nyomas teljesitmény (bar) 1000 - 1400 400
Kolonna tdltet atmérd (um) 1-3 3-10
Kolonna hossz (cm) 3-10 10-25
Kolonna bels6 atmérd (mm) 1-3 3-8
Alkalmazott térfogataram tartomany (mL/perc) 0,02-2 0,1-10
Injektalt térfogat (L) 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 (uL*) 1-25 40 - 200
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3. Gyors elvalasztasok, fejlesztések a kolonnatechnolégiaban

3.1. Az oszlopon létrejovo zénaszélesedés

Els6k kozott Halasz és mtsai. mutattak meg, hogy elméletileg az elvalasztas annal
gyorsabb lehet, minél kisebb a toltet szemcseatmérdje. Arra is felhivtak a figyelmet, hogy az
elvalasztas varhato idejének a készulékek maximalis mikdodtetési nyomasa szab hatart. A
szemcseatmérd és kolonna dimenziok csOkkentése folyamatos fejlesztési irany maradt a
folyadékkromatografiagban. A kovetkez6 fejezetekben roviden Osszefoglaljuk a jelenlegi
fejlesztések lehetbségeit, hatarait és gyakorlati példakon keresztlil bemutatjuk a lehetséges
alkalmazasokat.

Van Deemter és kollégai 1956-ban mutattak meg, hogy az elméleti tanyérmagassag (H
vagy sokszor hivjak HETP-nek) a linearis sebesség (u) fuggvényében egy minimumos

gOrbével irhato le. Az altaluk bevezetett fuiggvény altalanos alakja a kdvetkez6 volt:

H=A4+ g +Cu (17)

ahol A az érvénydiffuziéra, B a hossziranyu diffuziéra és C az anyagatadasi ellenallasra
jellemzd egyutthatok. Ezt az alapegyenletet azéta sokan tovabbfejlesztették (Giddings, Knox,
Golay, Hubert, Horvath, Myabe, Guiochon...), killénésen az A és C tag fizikai értelmezése
az, amelyben az egyes megkdzelitések eltérnek.

A kromatografias un. tanyérelmélet alapjan az elméleti tanyérmagassag az a kolonna-
szakasz, ahol a mozgo- és alléfazis kozott az egyensulyi koncentracio kialakul.
Definicészerlen:

N = (18)

L
H
ahol L a kolonna hossza.
A redukalt dimenzidmentes paraméterek bevezetésével kilonbdzé szemcseatmérdjd
toltetek hatékonysaga (mindsége) hasonlithatd &ssze, ezért gyakorlati szempontbol
elénydsebb a redukalt tanyérmagassag (h) és redukalt linearis sebesség (v) hasznalata. A

redukalt tanyérmagassag és sebesség a kdvetkezd képpen irhato fel:

H
h=— (19)

P
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y=—">o= (20)

Mivel az egyes csucsszélesitd hatasok egymastél fuggetlenek és a kromatografias
csucsokat normalis eloszlassal kozelitjuk, akkor az eredd redukalt tanyérmagassag

altalanosan a kdvetkezd tagokbdl tevédik dssze:
h=h,+hg+he;+hc, +h, (21)

ahol ha az drvénydiffuziéra, hg a hossziranyu diffuziéra, he s az anyagatadasi ellenallas
alléfazis jarulékara, hem az anyagatadasi ellendllas mozgofazis jarulékara és hps pedig a

hégradiensekre vonatkozo tanyérmagassag jarulékok.

Orvénydiffazios tag (ha)

Az eltér6 aramlasi csatornak kovetkeztében jelentkezd kromatografias csucsszélesitd

hatas. Els6sorban a kolonna tdltés mindségétdl (rendezettségétdl), szemcseatmérdtdl, a
komponens diffuzidés allandéjatél és a mozgofazis sebességetdl flugg. Az drvénydiffuzid
hatasat sokan modellezték (Giddings, Knox, Horvath, Tallarek, Gritti €s Guiochon, Desmet),

jelenleg is vita targya. A 14. abra sematikusan mutatja az 6rvénydiffuzio jelenségét.

14. abra: Az 6rvénydiffazio sematikus bemutatasa.

Attél fuggben, hogy az elvélasztandd komponensek milyen utat jarnak be a kolonna
hossza mentén, klilonbdz6 idében érnek a kolonna végéhez, hiszen eltéré uthosszakat
tesznek meg. A szemcseméret csokkentésével csokken a ,zegzugossag” is, aminek
kovetkeztében az orvénydiffuzid zénaszélesitd hatasa kisebb lesz. Giddings un. kapcsolasi
elmélete szerint ez a jelenség tobb részbdl all 6ssze, nevezetesen 1) az aramlasi csatornan
keresztili, 2) a rovidtavu csatornak kdzotti, 3) a hosszu tavu csatornak kdzotti és 4) az egész
kolonnan keresztiili aramlasi heterogenitasokbol. Altalanosan a kdvetkezé egyenlettel irhatd

le:
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i=4 1 i=4

l’lA: ﬁz2 /11‘ (22)

i=l1 + i=1

1

ahol A; allanddk, w; a mozgdfazis kilénb6zd csatornakban Iétrejovd sebesseg

kuldnbségeire jellemzd értékek, és ; a négy kildonb6zd drvénydiffuziés hozzajarulast jelenti.

Megjegyezzik, hogy a kuloénbdzd jarulékok flggnek a szemcseatmérétél és a toltet
rendezettségétél. Egyes szerz8k szerint a szemcseméret eloszlas is hatassal van az
orvénydiffuziora, ami elsére logikusnak tlinik, de nem bizonyitott. Sokszor ezt a tagot ,toltési
tagnak” is szoktak nevezni, mivel a kolonna toltésének minéségétdl fiugg. A kdvetkezd
egyszerUsitett 6sszefliggést is gyakran szoktdk megadni az orvenydiffuziora, ami jol kifejezi

a szemcsméret fuggést:

h,=2d (23)

P

Egy heterogén toltet nagyban lerontja a kolonna hatékonysagat. Gritti €s Guiochon ujabb
eredményei szerint, a modern oszlopokon a nagyobb aramlasi sebesség tartomanyokban az
orvénydiffuzio a f6 zdénaszélesité hatas. Korabban a régebbi oszlopokon (nagyobb
szemcseatmérbk) a szemcseéken keresztili anyagatadasi-ellenallast tartottak a 6
zonaszélesité folyamatnak. Osszegezve tehat, annal kedvezdbben alakul az érvénydiffazio,
minél kisebb a szemcseméret (vagy monolit oszlopoknal az un. domain mérete és atfolyo
porus mérete), illetve minél rendezettebb, homogénebb a tdltet. Nagyban fligg még a
kolonna atmérd és a szemcseméret aranyatol, illetve az a jelenség is ismert, hogy a
toltetslirliség a kolonna kbézépvonalatél a falig oszcillikusan valtozik. Ez kilondsen fontos
kapillaris kolonnaknal. Megjegyezzik végul, hogy a klasszikus van Deemter egyenletben az
orvénydiffuzié az aramlasi sebességtél fuggetlen, de valdjaban nagyban figg a linearis
sebességtél. Gyakran a linearis sebesség 1/3-ik hatvanyaval irjak le (pl. Knox vagy Giddings

egyenlet).

Hossziranyu diffuziés taq (hg)

A kolonnara adagolt zéna hossziranyban az idé elérehaladtaval diffuzids Gton szélesedik
(a koncentracio kilonbségek miatt). A diffuzid okozta zdnaszélesedés elsédlegesen a
mozgoéfazisban térténik, de nem elhanyagolhaté az alléfazisban sem. Elsésorban a
mozgoéfazis sebességétdl, a komponens mozgo- és az alléfazisban mért diffuzids allandéjatol,
a komponens obstrukcios (Utkdzési) tulajdonsagaitol és visszatartasatol fligg. Minél nagyobb
a komponens visszatartasa, annal tébb id6 all rendelkezésre a hossziranyu diffuzié okozta

zbénaszélesitd hatasra. Altalanosan a kdvetkez6 egyenlettel irhato le:
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hy =2 d 1y (23)
v

ahol D¢ @z un. effektiv diffuziés allandé és Do @ molekularis diffuzios allandé. Fontos
kiemelni, hogy a hossziranyu-diffuzié zonaszélesit6 hatasa a linearis sebesség reciprokaval
aranyos. Ezért nagyobb (az optimum térfogataram feletti) linearis sebességi tartomanyokban
a hatasa nem jelentds. Tovabba az Einstein féle diffuzids egyenlet szerint a diffuziés
allandok a hoémérséklettdl fuggnek. Tehat a hossziranyu diffuzio hatasa magas
hémérsékleten dolgozva egyre jelentdsebb lesz. Ezt ugy lehet kompenzalni, hogy a
hémérséklet emelésével parhuzamosan ndveljik a térfogataramot is. Az effektiv diffuziés
alland6 els6sorban az allofazis szerkezetétdl (morfolégigjatol) figg, tehat a hossziranyu
diffuzié nyilvan masképp alakul egy teljesen porozus, héjszerkezet(i vagy monolit fazison.

A 15. abra egyszer(sitve mutatja, hogyan szélesedik az injektalt zéna egy cs8ben,

amelyben folyadékot aramoltatunk.

| I -—

15. abra: Hossziranyu diffizié sematikus bemutatasa
A kékkel jeldlt részek mutatjék a z6na idébeni szélesedését.

Anyagatadasi ellenallas tagok (hc s és hem)

A mozg6- és allofazis kdzott a kvazi egyensuly beallasa nem pillanatszerd. Minden olyan
hatds, amely ndveli a kvazi egyensuly beallas idejét, kiszélesiti a kromatografias csucsot.
Ezeket a hatasokat a 16. abra szemlélteti. A kdvetkezd hatasokkal szamolhatunk:

- klils6 anyagatadasi gatlas a szemcsék fellletén,
- axialis diszperzié a mozgdéfazis aramaban,

- porusbeli diffuzié a szemcsékben,

- adszorpcidé — deszorpcid az allofazis fellletén.

Az anyagatadasi ellenallas a mozgofazis sebességétdl, a komponens mozgé- és az
allofazisban mért diffuzids allandojatdl, a visszatartasatol és a szemcseatmérétél (allofazis

morfoldgiajatol) figg.
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A hcs és hen tagok leirasara szamos matematikai model talalhaté az irodalomban,
ezeket itt nem részletezziik. Altalanosan hasznalt és elfogadott formak a kévetkezdk:

| v
h. == 24
“3(1+k) Shyy, 2
1 k” v &
h. =-— 25
" 3(1+k) Sh,1-¢ (@)

ahol Sh a Sherwood szam, y, az effektiv és molekularis diffuziés allandék hanyadosa, €

a kuils® porozitas és k’ az un. zéna retencids faktor. k’ a kdvetkezéképpen irhato fel:

k'=(1+k) 2L - (26)
&

ahol g7 az allofazis teljes porozitasa.

folyadék filmréteg

killsd anyagitadas a
szemcsék felliletén ~—=

aramlé
mozgofazis

stagnald mozgofazis

16. abra: Az anyagatadasi folyamatok sematikus vazlata.
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Szamos szerzd (pl. Horvath, Neue) szerint az anyagatadasi ellenallas a toltet
szemcseméretének négyzetével aranyos (lasd 8. egyenlet).

Ha szemléltetni akarjuk a szemcseatmérd és diffuzios tulajdonsagok hatasat az
elvalasztas hatékonysagara, akkor Neue szerint a kovetkezd egyszerUsitett format irhatjuk
fel:

(27)

Hangsulyozzuk, hogy a (27) egyenlet sok elhanyagolast tartalmaz (pl. a diffuziés allandé
nem azonos a szemcsék kozotti folyadék fazisban és a szemcsén bellli stagnalo
folyadékban, vagy az o6rvénydiffuzié a valésagban nem figgetlen a linearis sebességtdl,
illetve az egyenlet nem kilénbdzteti meg az anyagatadas allo- illetve mozgoéfazis jarulékat),
de els6 kozelitésben jol szemlélteti, hogy az anyagatadasi tag a szemcseatmérd négyzetétdl
fugg. Az egyenletbél egyértelmiien kovetkezik, hogy a szemcseatmérd csokkentése jelentds
tanyérmagassag csokkenést (tanyérszam ndvekedést) eredményez. Masik kdvetkezmény,
hogy az egyenlet altal leirt gérbe minimum helye a nagyobb linearis sebességi tartomanyba
tolédik, ha a szemcseatmérét csokkentjuk. A fuggvény optimum (minimum) helye ott van,
ahol a dH/du = 0 teljesul. Ekkor az optimalis linearis sebesség (Uopt) a kbvetkezok szerint

irhato le:

_ Dy B 1 (28)

Uy ~
” d C dp

P

Tehat a linearis sebesség optimuma forditottan aranyos a szemcseatmérével. A (28)-as
egyenletet a (27)-be helyettesitve megkapjuk a tanyérmagassag elérhetdé minimum értékét
(Hmin):

H,.=d,(4+2/CB)~d, (29)

Azaz az elérhetd legkisebb tanyérmagassag (legnagyobb tanyérszam) egyenesen
aranyos a toltet szemcseatmérdjével. Lathatjuk, hogy a szemcseatméré csdkkentés elényods

az elvalasztas gyorsitasa és a kinetikai hatékonysag fokozasa szempontjabdl is.
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Héhatasok okozta zonaszélesits tag (hns)

Ahogy korabban mar emlitettik, a kolonnaban fellépd keresztiranyu hd-gradienseknek
jelentds zonaszélesité hatasa lehet, féleg ha nagy nyomason dolgozunk. Keresztirdnyu hé-
gradiens soran a kolonna fal kdzelében alacsonyabb a hémérséklet, mint az oszlop
kézépvonalaban. A kdzépvonal menti magasabb hdémérséklet kdvetkezménye még a
gyorsabb molekularis diffuzid, a kisebb mozgdéfazis viszkozitas és a megoszlasi hanyadosok
kiuldbnbsége a kdzépvonal és a fal kozott. Ezek egyittes hatdsaként a mérendd
komponensek a kdzépvonal mentén gyorsabban haladnak, mint a fal kdzelében. Az aramlasi
profil torzul, amelynek kdvetkeztében széles kromatografias csucsokat kaphatunk.

Gritti és Guiochon szerint a kovetkez6 0Osszefliggés adhaté meg a surlodasi hé
zbnaszélesito jarulékara:

hyy = (30)

1 1

24, 20,V

ahol Ans a surlédasi héhdz kapcsolodd drvénydiffuzios tényezé és wps a surldédasi hé Aris
diffuziéhoz tartoz6 komponense. Egyes tanulmanyok szerint 1000 bar nyomason dolgozva 5-
10 % hatékonysag csokkenés varhatdé 100 bar nyomashoz képest, amit elsésorban a
surlodasi héeffektusoknak tulajdonitanak. Elsésorban kis atméréjd kolonnak (2,1 vagy 1 mm)
alkalmazasaval csokkenthetjuk a surlodasi héeffektusokat, hiszen ekkor a hdleadas

kedvez6bben alakul.
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3.2. Teljesen porézus, kis szemcseatmérdjii toltetek

Ahogy az el6z6 fejezetben emlitettlk, belathatd hogy az elérhetdé legkisebb
tanyérmagassag (legnagyobb tanyérszam) egyenesen aranyos a toltet szemcseatmérdjével.
A szemcseatmérd csOkkentése elényds az elvalasztas gyorsitasa és a kinetikai hatékonysag
fokozasa szempontjabdl is. Azt is lattuk, hogy a szemcseatmérd6 csokkentésével
négyzetesen n6 az oszlopon létrejové nyomasesés. Ma szinte mar minden készilékgyartd
forgalmaz UHPLC készuléket, amelyek 1000 - 1400 bar tartomanyig is képesek a
mozgdéfazist szallitani.

Egybevetve az eddigieket megallapithatdé, hogy gyors folyadékkromatografiat teljesen
porozus toOltetekkel, kis szemcseatmérével és kis kolonnatérfogattal lehet megvalositani.
2004 mérfoldkd volt a folyadékkromatografia torténetében. Ekkor a Waters cég kibocsatotta
az els6é 1000 bar-ig (15000 psi) mikédé — és kis kolonnan kivili térfogatu — gyors
folyadékkromatografias rendszerét. Ezt UPLC-nek nevezte el, amely az ultra performance
liquid chromatograph betliszava. Ezzel egyidében 1,7 um atlagos szemcseatmérdji
szervetlen és szerves sziloxanbdl (brigde ethylene hybrid, BEH) készllt teljesen pordzus
allofazissal toltétt  kolonnakat is forgalomba bocsatottak. A szemcse teljesen
gbmbszimmetrikus, a felUletén nincsenek kiugrasok vagy mélyedések. Ez tébb szempontbdl
is fontos, egyrészt a mechanikai stabilitis miatt, masrészt a szemcsét korulvevd allo
folyadékfilm okozta zénaszélesedés kisebb. A tdltet szemcseatmérd eloszlasa is szlikebb a
hagyomanyos HPLC-s toltetekhez képest. A 17. abran az 1,7 pm-es BEH toltet
elektronmiszkopos felvételét mutatjuk be. A szakirodalomban jelenleg is vita van a
szemcseatmérd eloszlas szerepérél, elsésorban a kinetikai hatékonysagra gyakorolt
hatasarol (6rvénydiffuzio, toltet sdrlség, toltési tulajdonsagok), mdveleti szempontbdl
elényds a kis szemcseatmérd eloszlas. Wang és mtsai az els6k kézott mutattak be, hogy a
hagyomanyos HPLC-s mddszerek (25 cm-es, 5 ym-es kolonna, 400 bar nyomas) analizis
ideje akar a hetedére is csokkentheté 5 cm-es 1,7 ym-es BEH kolonnat és 900-1000 bar
nyomast alkalmazva. A 18. abran egy hagyomanyos modszer gyors modszerre torténd
sikeres transzferalasanak eredményét lathatjuk.

A Waters BEH 1,7 uym-es toltet sikere utan hamarosan mas gyartok is forgalomba hoztak
2 ym-es vagy az alatti tolteteket. El6sz6r az Agilent Zorbax RHD 1,8 ym-es, a Thermo
Hypersil Gold 1,9 um-es majd a Grace Vision HT 1,5 pm-es tdltetei jelentek meg. Mara mar
minden kolonnagyartd cég ajanlja a sajat teljesen porézus UHPLC-s toltetét. A 2. tablazat a

2013-ig kereskedelmi forgalomban megjelent 2 um és az alatti tolteteket foglalja dssze.
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17. abra: 1,7 um-es teljesen pordzus Acquity BEH téltet elektronmikroszképos felvételei.
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18.abra: Izokratikus hagyomanyos HPLC elvalasztas UHPLC-s felgyorsitédsa
gyogyszerhatbanyagok elvalasztasara.

A 2 um alatti toltetek abszolut értékben j6 tanyérmagassagokat (Hmin) valositanak meg,
de a redukalt tanyérmagassag minimuma ezeknél a toltetekkel elmarad a 3 - 5 pm-es
toltetekhez képest. A redukalt tanyérmagassag egy dimenzidmentes mérészam, amivel a
kllénbdz6 szemcseméretli kolonnak hatékonysagat vethetjuk Ossze fliggetlenll a
szemcsemérettél (lasd a 3.1. fejezetben). Az elmélet szerint egy jol toltott, teljesen porézus
toltetl kolonnanak hpin = 2 - 2,5 kdz6tti redukalt tanyérmagassag minimumot kellene adnia.
Sok esetben a szemcseatmérd és a redukalt tanyérmagassag kozott forditott arany
figyelhetd meg. Ez azt jelenti, hogy a 2 ym alatti téltetek hatékonysaga a gyakorlatban
elmarad az elméletileg elvarhatétdl (hmin ~ 3). Ennek tdbb oka lehet, a mar emlitett hé
effektusok, a kolonna téltési problémak, illetve a karos oszlopon kivili térfogatok is nagyban

leronthatjak a kolonnak hatékonysagat.
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2. tablazat: Kereskedelmi forgalomban megjelent (2014-ig)
2 um-es és az alatti teljesen porozus toltetek.

gyarto kolonna/termék neve szemcr;ée\gterngsé (um)

Alltech (Grace Davison) VisionHT 1,5
Shant Laboratories Pathfinder 1,5
Waters Cortecs, Acquity-BEH, -CSH, -HSS 1,6, 1,7, 1,8
Fortis Technologies Fortis 1.7 1,7
Orochem Technologies Gazelle 1,7
Phenomenex Luna, Kinetex, Aeris 2,0,1,7,1,3
Sepax GP-8 and GP-18 1,7
Thermo Syncronis, Hypersil Gold 1,7, 1,9
Agilent Technologies Zorbax Rapid Resolution HT/HD 1,8
Bischoff ProntoPEARL TPP Ace-EPS 1,8

ES Industries Epic Sub-2 1,8
Knauer BlueOrchid 1,8
Macherey-Nagel Nucleodur 1,8
MicroSolv Technology Cogent Diamond & Silica-C 1,8
Micro-Tech Scientific Microsil 1,8
Perkin Elmer BrownLee 1,9
Restek Pinnacle DB/ Ultra Il 1,9
Sigma-Aldrich Titan 1,9
YMC Triart, Ultra-HT 1,9, 2,0
Varian Pursuit UPS 1,9
Agela Technologies Rapid aSB 2,0
Hitachi LaChromUltra 2,0
Imakt Presto 2,0
Shiseido Capcell Pack 2,0
Tosoh Haas TSKgel SuperODS 2,0
Zirchrom Zirchrom 2,0
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Az aldbbiakban néhany korszerl gyégyszer analitikai példat mutatunk be a teljesen
porozus 2 um alatti toltetek alkalmazasara.

Etinil-6sztradiol tartalmu készitmény tisztasagvizsgalati maodszerben 8
szennyezdt/bomlasterméket valasztottak el egymastdl és a hatéanyagtol mindossze 2,5 perc
alatt. A tanulmanyban 1,9 ym-es C18-as szemcsékkel toltott 50 x 2,1 mm-es kolonnat és
egyszer( acetonitril-viz linearis gradienst alkalmaztak (19. abra). A modszer érdekessége,
hogy hasonlé feladatra 30-60 perces konvencionalis HPLC-s elvalasztasok talalhatok az

irodalomban (150 x 4,6 és 250 x 4,6 mm-es kolonnakon).

i W 1

ratandids ids (perc)

19.abra: Etinilbsztradiol tartalmu készitmény bomlasvizsgalata. Kolonna: Restek Pinnacle C18 1,9 um

(50 mm x 2,1 mm), mozgdfazis: ,A”: acetonitri—viz 5-95 V/V%, ,,B”: acetonitril, gradiens program: (35—

70% B, 2.3 perc alatt), térfogataram: 0.5 mL/perc (p = 299 bar), oszlop hémérséklet: 50 C, injektalasi

térfogat: 1 uL, detektalas: 220 nm. Komponensek: (1 - 6 és 8) bomlastermékek, (7) etinilésztradiol és
(9) ismeretlen szennyezé.

Masodik példankban készilék tisztitas-validalasara mutatjuk be a 2 um alatti toltetek
elényét. A bemutatott izokratikus moddszer alkalmas egy szteroid gyartésor tisztitasi
muiveletének, illetve a készulékek tisztasaganak megitélésére szamos gydgyszerkészitmény
gyartasakor. A minddssze 3 perces elvalasztdssal hét hormon hatéanyagot lehet pontosan
és torzitatlanul meghatarozni rendkivil kis koncentracidban (meghatarozasi hatar: 0,05 - 0,3
pMg/mL) (20. abra). A modszer tovabbi érdekessége, hogy alkalmazhatdé a készllékekben
eléforduld dsszes mintavételi fellletre (rozsdamentes acél és PTFE alkatrészek, illetve

szilikongumi anyagu tomitések, dsszekotd elemek).
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20.abra: Szteroid gyartosor szilikon feliiletérdl vett minta kromatogramja. Kolonna: UPLC BEH C18
1,7 um (50 % 2,1 mm), mozgofazis: acetonitril-viz (48:52, v/v), térfogataram: 0,55 mL/perc, oszlop
hémérséklet: 50 “C, injektalt térfogat: 5 ul, detektalas: 210 nm. Komponensek: (1-7) szteroid
hatbéanyagok, A, B és C csticsok a mintavételi hely (szilikon) anyagabdl kiold6dd komponensek.

A kis szemcséjl toltetek nem csak gyors elvalasztasokra hasznalhaték, hanem un. nagy
felbontasu (a szakirodalomban ,high resolution”) elvalasztasok is megvaldsithatok
segitséglkkel. Nagy felbontasu elvalasztasokra akkor van szikség, ha a mintak igen
Oszetettek, szamos komponenst tartalmaznak és mi a lehetd legtdbb informaciot akarjuk
kinyerni a kromatogrambdl. Tipikusan ilyenek a biologiai mintak, ndvényi extraktumok,
proteomikai mintak vagy példaul fehérje emésztmények. Egy nagy fehérje vagy fehérje
keverék triptikus emésztménye tdbb szaz peptidet is tartalmazhat.

A gyakorlatban ezeket a méréseket gradiens médban végezzuk, hosszu kolonnakat és
kis aramlasi sebességet alkalmazva. A gradiens ellciéra azért van szikség, mert sokféle
kalénbdz6 szerkezetl vegyuletet kell meghataroznunk, a hosszu kolonnara pedig azért, mert
az elérhetd tanyérszam az oszlop hosszaval aranyos (lasd az 1. fejezetben). Azaz minél
hosszabb a kolonna, annal tébb komponenst tudunk elvalasztani, annal jobb csucsfelbontas
varhaté. A kis aramlasi sebesség pedig abbdl adddik, hogy a 2 pm-nél kisebb szemcsék
aramlasi ellenallasa igen nagy. Mivel 1000 — 1400 bar jelenleg a felsé nyomashatar ezért
egy 30 vagy 60 cm-es kolonnat csak alacsony térfogataramon tudunk tzemeltetni. A 30, 45
vagy 60 cm-es kolonna hosszakat gyakran alkalmazzak nagy felbontasu elvalasztasokra. Ezt
a kolonna hosszt ugy érhetjik el, hogy pl. egyszerlien sorba kdétink 15 cm-es (2,1 mm

atmérgji) kolonnakat. Figyelnink kell viszont arra, hogy ne ndveljik meg jelentésen az
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oszlopon kivili térfogatokat az altal, hogy 6sszekotd vezetéket alkalmazunk a kolonnak
kozott. Tipikusan 1 pl térfogatu dsszekdtbelemeket hasznalnak erre a célra.

Mivel a nagyfelbontasu elvalasztasokat gradiens eluciés modban végzik, érdekes roviden
attekintenti a csucskapacitas fogalmat. A csucskapacitas annak a mérészama, hogy adott
id6 alatt (pl. a gradiens program ideje) hany darab csucsot tudunk egymastol elvalasztani
egy meghatarozott csucsfelbontassal (altalaban Rs = 1). Szamos Osszefliggés talalhaté az
irodalomban a csucskapacitas (n) leirasara, a gyakorlatban altalaban a gradiens id6 (tg) és a
csucsszélesség (w) hanyadosat vessziuk alapul. A kovetkezd egyszerli Osszefuggeést

hasznalva kdnnyen meghatarozhatjuk az un. gyakorlati vagy mért csucskapacitast:

n=1+ (31)
w

ahol a nevez8ben a csucsszélességek atlaga szerepel. Természetesen a csucskapacitas
sok valtozotol fugg. Nagymeértékben flgg a gradiens id6tdl, a térfogataramtdl, a gradiens
meredekségétdl, a mozgdfazis hédmérsékletétél és természetesen a kolonna hosszatol. A
kovetkez6 Osszefliggés jol szemlélteti, hogy az elméleti csucskapacitas (n.) a kolonnahossz

négyzetgyokével aranyos.

n, =1+ VL1 -ln(b+leSA®—lj (32)
4JH b+1 b b

ahol

 _ LADS -

ahol S a gradiens eluciéra jellemzé paraméter (az un. linaris olddszer-erésségi egyenlet
meredeksége, értéke fligg a molekula jellegétél, méretétdl és a szerves modositd tipusatol),
A® pedig a gradiens program soran a kiinduldsi és végsé mozgofazis Osszetétel kozti
valtozast fejezi ki.

Gyors UHPLC-s elvalasztasoknal a tipikusan alkalmazott 5 cm-es kolonnakkal koéralbelll
n = 80 — 180 csucskapacitas érhet6 el (a komponensek jellegétdl fliggéen). Ennél nagyobb
csucskapacitas csak hosszabb kolonnakkal valésithaté meg.

A kovetkez6 példa joI szemlélteti az oszlophossz és a csuUcskapacitas kozotti
Osszefliggést (21. abra). Egy monoklonalis antitest tripszines emésztésével kapott peptideket
valasztottunk el 15, 30 és 45 cm-es, 1,7 ym-es teljesen porézus szemcsékkel toltott

kolonnakon. Lathatd, ahogy a csucskapacitas n = 326-r6l (15 cm) n = 704-re né (45 cm).
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21. abra: Egy 1gG2 tipust monoklonalis antitest peptid térképe kiilbnb6z6 hosszusagu kolonnakon
mérve. Oszlop: Acquity BEH300 C18 150 mm x 2,1 mm, 1,7 um (1, 2 és 3 kolonna sorba kétve).
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3.3. Héjszerkezetii (mag-héj) toltetek

Az utdbbi évek legnagyobb sikerét egyértelm(ien a héjszerkezeti tdltetek hoztak. Néhany
év alatt ugy elterjedtek (vagy még jobban), mint a 2 ym alatti teljesen porozus toltetek.
Nézzik at roviden, mi okozza ezen tdltetek sikerét.

A zbnaszélesedés csokkentésének egyik megoldasa lehet, ha az un. diffuziés uthosszat
lerdviditjuk. Ez hozta el a héjszeri toltetek jelenlegi reneszanszat. Horvath és Kirkland kozel
negyvendt éve bevezette ezeket a tdlteteket, amelyeket akkor pellikularisnak neveztek.
Horvathék el6szor a 60-as évek legvégeén, 50 pum-es Uveggydngyot hasznaltak, amelyet 1
pMm szerves polimer alapu ioncserélével vettek koral. Utana Kirkland volt az, aki 30-40 ym
atmérgji toltetet készitett 1 um-es aktiv réteggel. Az ilyen tipusu tolteteknek az anyagatadasi
ellendllasa kedvez6bb, mint a hasonld méretl teljesen porozus tolteteknek. Ez a toltet
azonban nem lett népszerli a folyadékkromatografidas tarsadalomban, mert a teljesen
porézus szilikagél alapu toltetfejlesztés valt dontévé és megjelentek a 10, 5 késébb a 3 pm
szemcseatmérdjl, teljesen porozus toltetek. A kezdeti sikertelenség oka a nagy inaktiv mag
(az aktiv réteghez képest), aminek a kdvetkezménye a kolonndk kis terhelhetésége és a
visszatartas csokkenése volt. 2007-ben ujbol megjelentek ezek a toltetek (harmadik
generacio), amikor a szemcseatmérd mar kisebb volt, mint 3 um. Ez driasi attoérést hozott a
gyors folyadékkromatografiaban. Az elsé 2,7 um-es héjszerkezeti toltetek Halo és Ascentis
Express néven keriltek kereskedelmi forgalomba, s ismét Kirkland volt az, aki bevezette
azokat.

Kezdetben az alapkoncepcid az volt, hogy makromolekulak (fehérjék, peptidek)
elvalasztasanak hatékonysagat javitsak ugy, hogy a csokkentett diffuzios uthossz
kdvetkeztében felgyorsulnak a szemcsén bellli anyagatadasi folyamatok. A makromolekulak
ugyanis lassu diffuziéval haladnak a porézus toltetekben, Iényegesen ,lomhabbak” mint a
kismolekulak. Ha a toltet tartalmaz egy nem porézus magot és ezt veszi korul az
elvalasztasban szerepet jatszo aktiv pordzus réteg, akkor a lassu diffuziét (anyagatadasi

folyamatot) kompenzalhatjuk. A 22. dbra a héjszerkezetl toltetek sematikus képét mutatja.
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22.abra: Héjszerkezetl téltetek sematikus képe (balra), illetve elektronmikroszkdpos felvétele (jobbra).
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Az Ujgeneraciés héjszerkezetl toltetek kis szemcsemeéretébdl adodik az elényds drvény-
és hossziranyu diffuzios tulajdonsag, a vékony porozus réteg kdvetkeztében pedig gyorsabb
részecskén bellli anyagatadas és kedvez6bb hossziranyu diffuzié varhatd. Kaczmarski és
Guiochon levezetései alapjan, a részecskén bellli diffuzivitas a belsé mag atmeéré és a teljes
szemcse atmérd hanyadosanak (p) figgvényében irhaté le. Ahogy ez az arany ndvekszik (p
= 1 megfelel a nem-pordzus toltetnek, mig p = 0 a teljesen porézusnak), ugy valik egyre
gyorsabba az anyagatadasi kinetika az aktiv héjban (van Deemter 6sszefliggés C tagja,
nevezetesen az alléfazis jaruléka). Ez az elényds tulajdonsag elsésorban a nagy linearis
sebességeknél jelentkezik. Masrészt a hossziranyu diffuzidonak is csdkkennie kell az inert
bels6 mag miatt (van Deemter 6sszefiiggés B tagja). Ennek elssorban a kis linearis
sebességi tartomanyban van jelentésége. Az Aaltalanos sebességi elméletbél az is
levezethetd, hogy az anyagatadas mozgofazis jaruléka kdzvetve is fligg a héjvastagsagtol
(mert a visszatartas csokken a rétegvastagsag csOkkentésével). Az elméleti levezetések
szerint korlUlbelll 2,3-szor, illetve 1,7-szer gyorsabb részecskén bellli anyagatadas varhato a
kereskedelmi forgalomban kaphatd 2,6 és 2,7 ym-es héjszerkezetli tdltetekkel (Kinetex és
Halo/Ascentis Express/Poroshell-120, p = 0,73 és p = 0,63), mint az azonos méretl teljesen
porozus toltetekkel.

Teljesen porézus toltetekkel, egy jOl toltdtt kolonna esetén a legkisebb elérhetd redukalt
tanyérmagassag hnin = 2,0, mig a jelenlegi héjszerkezetl toltetekkel hpin = 1,2 - 1,5 kordli
redukalt tanyérmagassag minimum varhato és érhet6 el. Meg kell jegyeznunk, hogy az
irodalomban talalhaté rendkivil j6 hatékonysagi adatok kromatografiasan kis molekulakra
nem magyarazhatéak a jelenlegi elméletekkel. Kromatografidasan kis molekulatomegi
anyagokon azokat értjiuk, melyek egy 10 nm-es porusatmerdjii téltet porusaiban gatlas nélkil
diffundalhatnak. Ezek molekulattmege 1000 - 2000 Da-nal kisebb. Toébb szerzd is
Iényegesen kedvezébb 6rvenydiffuzios tulajdonsagot figyelt meg a héjszerkezetli toltetekre,
mint a teljesen pordézusokra. Elvileg a szemcse szerkezetének nincs hatasa az
orvénydiffuziora, ebben az esetben is mashol kell keresnink a magyarazatot. Egyik
magyarazat, hogy a héjszerkezetl toltetek kis szemcseméret eloszlassal rendelkeznek, s
ezért javul a kinetikai hatékonysaguk. A 23. abran 1,7 um-es teljesen porézus és 3,6 pm-es
héjszerkezetl toltetek szemcseméret eloszlasait lathatjuk. A masik kisérletileg bizonyitott
tény, hogy viszonylag egyenetlen, gdbds fellletlik miatt a téltésnél homogénebb tdltetagy jon
létre. Ezt a viszonlyag gobos szemcsefelUletet (ami altaldban jellemzi a héjszerkezet(
tolteteket) a 24. abran lathatjuk. Ezek a gébds szemcsék jobban ,egymasba kapaszkodnak”
és toltés soran kisebb valdszinlséggel csusznak szét egymason. Még egy elényds
tulajdonsaguk a teljesen porozus toltetekhez képest, hogy a tdmoér magnak sokkal
kedvezébbek a hbéatadasi tulajdonsagai, mint a pordozus toltetnek. Ezért a surlédasi

héeffektusok (mind a hossz-, mind a sugar iranyuak) kevésbé jelentések héjszerkezetl toltet
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esetén, mint a porozus tolteteknél, és nagy linearis sebességen tudunk dolgozni anélkul,

hogy a fellépd surlédasi hé miatt drasztikusan csokkenne a kolonna hatékonysaga vagy a

komponens retencidja. Jelenleg

a héjszerkezetli toltetek reneszanszukat élik, remek

hatékonysagot produkalnak mind folyadékkromatografiasan kis és nagy molekulatémegi

anyagok elvalasztasakor.

140
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100

0.0 0.5 1.0

o) Aess We C4
[0 Asss WP C18
(5] BEH00 C18
5] BEH300 C4

23. abra: Héjszerkezetli (Aeris WP C4 és C18) és teljesen porézus (BEH300 C4 és C18) téltetek

szemcsemeéret eloszlasa.

24. abra: Halo 2,7 um-es héjszerkezetl tltet elektronmikroszképos felvétele.
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Az eddig targyalt elénydk mellet néhany hatranyos tulajdonsagot is meg kell emliteni. A
vékony aktiv porézus réteg miatt kdnnyen belathatd, hogy azonos méretl teljesen porézus
toltethez képest kisebb a terhelhet6ségik és a visszatartas is csdkken a kolonnaban 1évd
Osszes fellllet aranyaban. A héjszer( toltetek aktiv pordzus része ~25 - 40%-al kisebb, mint a
hasonld méreti teliesen pordzus tolteteké. Kisérleti adatok alapjan az a megallapitas
szilletett, hogy az Uj generacids héjszerkezetl tolteteknél a terhelhetéség kdzel esik a 2 pm-
nél kisebb teljesen porézus toltetekéhez. Az is bebizonyosodott, hogy a visszatartas
csOkkenése a jelenlegi p = 0,6 - 0,8 szemcseszerkezet esetén még nem kritikus. Elsésorban
p > 0,8 szemcseszerkezet esetén (pl. Aeris WP toltet) varhatd jelentés visszatartas

csOkkenés. A 25. abran a porozus réteg fajlagos térfogatat mutatjuk a szemcseszerkezet (p)

fuggvényében.
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25. abra: A héjszerkezetl tdltetek pordzus rétegének fajlagos térfogata.

Napjainkra szinte minden toltet-gyartd forgalmaz Ujgeneraciés héjszerkezetd
allofazisokat. El6szor a 2 - 3 um szemcseatmérd kdzotti toltetek jelentek meg, amelyeknél a
héj vastagsaga 0,35 - 0,50 um kozoétt volt (Halo, Ascentis Express, Poroshell, Kinetex).
Erdekes, hogy ezen tdltetek atlagos pérus atméréje 90 - 100 A kdzétti volt, holott a

héjszerkezetl toltetek az elmélet szerint makromolekulakra teljesitenek jobban. Mara mar
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megjelentek a 160, 200, 300 és 400 A korlli héjszerkezet(i allofazisok is (Halo Peptide ES,
Aeris WP...), amelyek j6 hatékonysaggal alkalmazhaték fehérje elvalasztasokra.

A 3. tablazatban a jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté Uj generacids
héjszerkezetl tolteteket foglaltuk dssze. A 2 uym alatti szemcseméretli héjszerl tolteteken
eddig nem tapasztalt kinetikai hatékonysagot érhetiink el, mig a 3 - 5 ym szemcseatmérét a
hagyomanyos, teljesen porézus HPLC-s tdltetek helyettesitésére javasoljak a gyartok. A 26.
abran az 1,3, 1,7, 2,6 és 5 ym-es héjszerkezetl (Kinetex) toltetekkel mért H-u goérbéket
mutatjuk be. Figyelemremélto, hogy az 1,3 pm-es toltettel Hnin ~ 2 um érheté el. Ez megfelel
20000 — 25000 elméleti tanyérszamnak egy 5 cm-es kolonnan. A legjobb 2 um alatti teljesen
pordzus toltetekkel ennek a hatékonysagnak kortlbelll csak a fele érhet6 el (Hmin ~ 3,5 - 4,5

um). Egy 1,7 ym-es teljesen pordzus toltetli 5 cm-es kolonnaval tipikusan 10000 — 12000
elméleti tanyérszam érhet6 el.

14_‘

X

12 B
] - # Kinetex 1.3 um

10 B e T L
E i i - Kinetex 1.7 um

gl.e e T, < Kinetex 2.6 um .._....__..

» Kinetex 5 um

u (cm/sec)

26. abra: 1,3, 1,7, 2,6 és 5 um-es héjszerkezetli toltetekkel mért H-u gérbék
(butilparabén tesztvegydilet, acetonitril-viz mozgoéfazis 30 °C, 0,1 uL térfogatu injektalas).
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Kismolekulas elvalasztasoknal az 1,3 pym-es toltet még ,tul hatékony” is lehet. Ezalatt azt
ertjuk, hogy a jelenlegi készilékteljesitmények mellett (nyomasteljesitmény) nem mindig
tudunk olyan mozgéfazis sebességgel dolgozni, hogy elérjik a H-u goérbe optimumat. Az 1,3
um-es téltetnek rendkivill kicsi a permeabilitasa (K, = 1,7x10™"" cm?). Ez azt jelenti hogy 40%
acetonitril tartalmu mozgofazissal egy 50 x 2,1 mm-es kolonnan mar 0,7 mL/perc
térfogataramnal elérjik az 1000 - 1200 bar maximalis nyomasteljesitményt. Tehat ujbol arra
a kovetkeztetésre juthatunk, hogy a jelenlegi oszlopok hatékonysaga tulhaladta a készilékek
JLudasat”. A mar részletesen targyalt oszlopon kivili térfogatok mellett a masik probléma,
hogy egyértelmiien magasabb nyomasra volna szikség, hogy a kolonnak lehetdségeit
kihasznaljuk. Modell szamitasok alapjan legalabb 2000 bar nyomas kellene ahhoz, hogy az
1,3 um-es toltet lehetéségeit kiaknazzuk.

Mas a helyzet, ha nagymolekulak elvalasztasat tervezzik. A peptidek és fehérjék
lényegesen ,lomhabbak”, mint a kismolekulak. Esetikben a hossziranyu diffuzi6 hatasa
elhanyagolhaté és elsésorban a szemcsén belili anyagatadas lesz az, ami meghatarozza a
zbnaszélesedést (C tag a van Deemter egyenletben). A 27. &abran a redukalt
tanyérmagassag alakulasat mutatjuk be a redukalt sebesség flggvényében egy szteroidra,
inzulinra és egy 10 kDa tomegU fehérjére. Ebb6l kdvetkezik, hogy fehérjék elvalasztasara a
kis szemcsén bellli diffuzidos uthosszakkal rendelkezé héjszerkezetli szemcsék hatékony

elvalasztasokat tesznek lehetéveé.

30
10 kDa fehérje
25 1
20 -
h 45 | inzulin
10 7

-— szteroid

0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

27. abra: A redukalt tanyérmagassag fliiggése a redukalt linaris sebességtél kiilébnbz6 moltémegd
komponensekre (szteroid /300 g/mol/, inzulin /5,7 kDa/ és egy 10 kDa témegqd fehérje).
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Az ujgeneraciés héjszerkezetli toltetek nagy sikerét bizonyitja, hogy a megjelenésuk 6ta
eltelt 6 - 7 év alatt rengeteg alkalmazast dolgoztak ki ezekre a kolonnakra. Néhany példat mi
is bemutatunk.

Fehérjék elvalasztasara tervezték az Aeris névre keresztelt nagy porusu 3,6 pm-es
toltetet. Csak a 2011-es év végén kerult kereskedelmi forgalomba, de mara el is terjedt a
fehérjeanalitkai laboratériumokban. A 28. abran egy 19 kDa tomeg( terapias fehérje
(interferon-alfa-2a) tisztasagvizsgalatara mutatunk be egy példat. A példaban egy 150 x 2,1
mm-es Aeris C18 kolonnat alkalmaztunk. Fehérjék forditott fazisu elvalasztasanal altalaban
magas hémérsékleten (T = 60 °C) dolgozunk, ezzel gyorsitva a diffuziés folyamatokat. Egy
gyors (5 perces) gradienst alkalmazva, megfelel§ elvalasztassal mérhetdk a fehérje oxidalt

és redukalt bomlastermékei. A csucsalak és csucsszélesség is figyelemremélto.
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28. abra: Interferon alfa-2a oxidalt és redukalt bomlastermékeinek gyors és hatékony elvalasztasa
nagyporusu, héjszerkezetd téltetes kolonnan.
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3.4. Monolit kolonnak

A monolit sz eredeti jelentése nagy ké. Kromatografias szempontbol ez annyit jelent,
hogy egyetlen polimer alkotja a toltetet, amelyben kétfajta porus talalhatd (szilikagél alapu
monolitok esetén). A nagyobbik porus atméréje 1 - 3 um, ezt nevezzik atfolyoé porusnak, mig
a szilard polimerben talalhatok a mezopdrusok, amelyek a komponensek megkotédését
biztositjak. A kereskedelmi forgalomban mind szerves polimer, mind szilikagél alapu monolit
kolonnak kaphatdk. El6szor a szilikagél alapt monolitok tulajdonsagait foglaljuk 6ssze.

Uttéré munkat végzett ezen a teriileten Hjertén, Svec, Horvath, Tanaka és az altaluk
kialakitott mihelyek és azok munkatarsai. Kereskedelmi forgalomban a Merck és a
Phenomenex cég altal forgalmazott termékek vannak kereskedelmi forgalomban (Chromolith,
illetve Onyx). Az utdbbi a Merck szabadalma alapjan gyartja a kolonnat. Az elsd generacios
szilikagél alapu monolit 2000-ben kertlt kereskedelmi forgalomba. 2011-ben jelent meg a
tovabbfejlesztett valtozat, ami a masodik generacids monolit nevet kapta. A toltetek

elektronmikroszképos felvételét a 29. abran mutatjuk be.

29.abra: Elsé (balra) és masodik generacids (jobbra), szilikagél alapu monolitok
elektronmikroszkoépos felvételei.

A 29. abran a vilagos részek adjak a szilikagél alapvazat (skeleton), mig a s6tét részek a
nagy atmérdji porusokat (atfolyd porusok). A szerkezet olyan szivacshoz hasonlit, ahol a
porusok nyitottak és egymassal dsszekottetésben vannak. A mozgoéfazis aramlasa ezekben
a um-es nagysagrend(i pérusokban torténik. Ahogy a 29. abran is jol lathatod, a pérusok
atméréje kozel allando. Ebbdl kdvetkezik, hogy aramlasi ellenallas oldalardl nézve nincs
szUk keresztmetszet, amelyet a szemcsés tolteteknél a legkisebb atméréjl csatorna ad meg.
Toltetes kolonnaknal az aramlasi csatornak atméréjét a szemcseatmérébdl lehet becsilni.
Szabalyos alaku, gdmbszimetrikus tolteteknél ez altalaban a szemcseatméré 1/3 része.

Tehat egy 3 pm-es téltetnél ez 1 um-nek felel meg. Ez csak akkor igaz, ha a t6ltés soran a
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részecskék nem sérllnek és a szemcseatmérd eloszlas szik és az atlagos
szemcseatméronél sokkal kisebb szemcséket toltés el6tt eltavolitottak. A mozgdéfazis
aramlasa ezekben az egymassal 0Osszekottetésben 1évé poérusokban torténik, mig a
visszatartast a vazban lévé mezopodrusok adjak meg. Az aramlast lehetévé tevd pérusok
atmeérdje 1 - 3 um, a visszatartast eredményezé mezopdrusok atlagos atmeérdje 10 - 20 nm,
a kereskedelmi forgalomban 1évd els6é generacié monolité 13 nm volt. Ennek a toltetnek a
fajlagos felllete nagyobb, mint 100 m?*g, ami megfelel a szemcsés tolteteknél mért
értékeknek. Az abrabdl az is lathatd, hogy a poérustérfogat (sététebb rész) aranya nagy a vaz
(vilagosabb rész) aranyahoz képest (kis fazisarany). A monolit kolonna porozitasa,
Osszevetve a szemcseés toltetld kolonnakkal, sokkal nagyobb. Ez megszabja a kolonna
aramlasi ellenallasat (permeabilitasat), és ebbdl kdvetkezik, hogy ugyanolyan térfogat-
aramlasi sebességhez sokkal kisebb nyomasesés tartozik. Ez igaz mind a szilikagél alapu,
mind a szerves polimer alapu monolitokra. Az els6 monolitok 10 cm hosszuak voltak, nagy
aramlasi sebesség mellett hasznaltak azokat az elemzési id6 csokkentése érdekében. Ezek
nem feleltek meg a folyadékkromatograf-tdmegspektrométer (LC-MS) csatolt technikanak.
Ez vezetett el az ultragyors monolit kialakitasahoz. El6sz6r a kolonna hosszat csokkentették
5 majd 2,5 cm-re, majd a kolonna belsdé atméréjét 4,6 mm-rél 3, majd 2 mm-re. Az 5 cm
hosszi 2 mm atmeéréji monolit kolonna (Chromolith FastGradient) jol alkalmazhaté LC-MS
modszerekhez, illetve UHPLC készilékekben hasznalva gyors és hatékony elvalasztasok
megvalositasara.

Az egybefliggd, és kdzel azonos atmérdjli pérusok a kolonna permeabilitasat nagyban
novelik. Elméletileg visszajutunk a klasszikus Karman-Kozeny 0Osszefliggéshez. A

folyadékkromatografias gyakorlatban hasznalt gyakori formaja:

g’ 5

== 34
’ 180(1—5)2dp 4

ahol a K, jelenti a kolonna permeabilitdsat, d, a szemcsés toltetli kolonnaknal a
szemcseatmérdt, mint karakterisztikus paramétert (domain size), mely monolit kolonnaknal
az aramlast biztositdé porusok atmérdjének és a szilard fazis vastagsaganak az dsszege. A
kolonna porozitasat a hagyomanyos médon tudjuk értékelni, nevezetesen a kolonnan beldl
talalhato Ures térfogat és a kolonna dssztérfogatanak hanyadosaként. A permeabilitas és a
kolonnan Iétrejovd nyomdasesés kozott a kovetkezd Osszeflggés teremt fuggvény
kapcsolatot:

u-n-L

K, = 35
T A (35)
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Atrendezve az egyenletet Ap-re a kdvetkezd dsszefiiggést kapjuk:

ap =4 (36)

Tehat a kolonna aramlasi ellenallasa (permeabilitasa) kdzvetlenul megszabja a kolonnan
a nyomasesést. Ez viszont a kolonna porozitasaval fugg 6ssze. Szilikagél alapu monolit
kolonnaknal a teljes porozitas €1~ 81 %. Szemcsés kolonnaknal, amelyeket a hagyomanyos
HPLC és UHPLC technikanal hasznalunk ez az érték 50 - 70 % ugyan, de az aramlasi
csatornakat adé szemcsék kozotti porozitas kisebb, mint 40 %, ehhez jarul a nem egyenletes
csatorna-atmérd, aminek kovetkeztében a K, értéke tovabb csdkken. Bevezethetjuk a ¢

paramétert, amely az aramlasi ellenallassal aranyos tényez6:

d> 42
— )4 — dom 37
¢ K, K, (37)

Az Osszefuggés egyértelimli fuggvénykapcsolatot ad a karakterisztikus méret
(szemcseméret vagy domain méret /dgom/) é€s az aramlasi ellenallas, valamint a
karakterisztikus méret és a ¢ kdzott. A monolit kolonnaknal, ahol az atfolyd porus és a vaz
atmeérd viszonya kozel allandd, a ¢ értéke is allandd, dsszevetve egy 5 um atlagos
szemcseatmérdjl kolonnaval, kézel egy nagysagrenddel kisebb. Az aramlasi ellenallas tehat
kevésbé szab hatart az elemzések gyorsitasanak. Ha figyelembe vesszik a kolonna altal
elért tanyérszamot, a retencios id6t és a létrejovd nyomasesést (azaz a permeabilitast),
akkor a kolonna abszolut teljesitménye az elvalasztasi ellenallassal (E) definidlhaté. Ez a
dimenzidmentes mérészam kifejezi, hogy egy adott hatékonysag milyen ,aron” (nyomason)

érhet6 el:

t,Ap

TN+ k) (38)

Ha a ma hasznalt monolit kolonnat 5 pum szemcseatmérdjlii kolonna kinetikai
hatékonysagaval vetjuk 0ssze, akkor a két rendszer csak a nyomasesésben kulonbozik és
igy az elvalasztasi ellenallas tizede a monolit kolonndk alkalmazasakor. A monolit kolonnak
elméletileg nagy lehetéséget adnak a gyors elvalasztasokra, az elvalasztasi ellenallasuk igen
kedvezb, sok esetben jobb, mint a szemcsés tolteteké. Gyakorlatban azonban technikai
problémak okozzak, hogy az elméletinél kisebb hatékonysagot lehet velik elérni. Ezt a
nemrég megjelent masodik generacidos monolit toltetek részben kikliszdbolik, ahol az atfolyd

porusok egyenletességének ndvelésével nagyobb kinetikai hatékonysagot tudtak elérni. A
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masodik generaciés monolit porozitdsa azonos az elsd generacioséval, viszont az atfolyd
porusok és a falvastagsag valamivel kisebbek, mint az el6djénél voltak. Ennek
kovetkezménye természetesen az aramlasi ellenalldas novekedése. Azonos dimenzioju
masodik generacids kolonnan — azonos térfogat aram mellett — kb. két és félszer nagyobb
nyomas esik, mint egy els6é generaciés monoliton. A 30. abran a két oszlopon létrejovo
nyomasesést mutatjuk be a linearis sebesség fuggvényében, mig a 31. abran a két
oszloppal elérheté tanyérmagassagokat hasonlitiuk 6ssze. A szilikagél alapu monolit
kolonnakat rud formaban allitjak elé (32. abra) és mianyag hazban kerilnek forgalomba
(poliéter-éter-keton, PEEK), ez behatarolja az alkalmazhaté felsé nyomast, ami ~200 bar.
Amennyiben a monolit kolonnan a nyomasesést 200 bar-ra korlatozzuk, még igy is
képesek lehetink 6-9 mL/perc térfogatarammal dolgozni ezeken a kolonnakon (a
mozgofazis Osszetételétdl, viszkozitasatdl fliggden). A térfogataramlasi sebesség jelentés

novelésével az elemzési id6 nagymeértékben csokkenthetd.

140 4
0 m 1. generachis monolit &

& 7. pinaracios monali

120 4

[MPa/m]

=
i

. . e .
0 1 2 3 4 5
u [mmis]

30. abra: Nyomasesés 6sszehasonlitasa elsé és masodik generacios szilika monolitok kézott
Oszlopdimenzio: 100 x 4,6 mm, mozgoéfazis: acetonitril-viz 40/60 v/v.
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31. abra: H-u gérbék 6sszehasonlitasa elsé és masodik generacids szilika monolitok k6zott
Oszlopdimenzié: 100 x 4,6 mm, mozgoéfazis: acetonitril-viz 40/60 v/v, teszt komponens: butilbenzén.

32. abra: Szilikagél monolit rudak és a PEEK hazak.
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Meg kell emliteniink a szerves polimer alapu (polimetakrilat, poliakrilamid, polisztirol-
divinilbenzol) monolitokat is, amelyeket els6sorban makromolekuldk (fehérjék, peptidek,
oligonukleotidok) elvalasztasara alkalmaznak sikeresen. Elsésorban jo pH- és héstabilitasuk,
valamint a szilanol csoportok hianyabdl eredé — karos masodlagos kdlcsdnhatasok,
ioncserés hajlam hianya miatti — kedvezd tulajdonsagaik miatt terjedtek el a fehérje
analitikaban. Kereskedelmi forgalomban a Thermo Scientific cég ProSwift név alatt megjelent
kolonnai (RP-1S, RP-2H, RP-3U és RP-10R) kaphatok. Nagy elényuk, hogy a fehérjék

hogy a mezoporusos szerkezet hianya miatt, a felbontd erejik és terhelhetéséguik
lényegesen kisebb, mint a szilikagél alapu monolitoknak. A 4. tablazatban a kereskedelmi

forgalomban kaphaté monolit kolonnakat foglaltuk 6ssze.

4. tablazat: Kereskedelmi forgalomban megjelent monolit kolonnak.

o ] atfolyoporus mezoporus .
gyarto kolonna/termék neve alléfazisok
(um) (hm)

Chromolith (1. generacid) 1,9 12-13 RP-18, RP-8
Merck Si, CN, NH,,

Chromolith (2. generacid) 1,2 14-15 Diol
Phenomenex Onyx 1,9 12 C8, C18

Proswift RP-1S 1,0 -

Proswift RP-2H 2,2 - fenil
Thermo Scientific

Proswift RP-3U 51 -

Proswift RP-10R nem ismert -

A fehérjeanalitikaban elvileg nagy attorést jelenthetnének a nagy poérusu szilikagél alapu
monolitok (pl. 20 - 30 nm-es poérusok). Kisérleti fazisban mar léteznek 26 nm-es
mezopdrussal rendelkezd masodik generacios szilika monolitok, és valdban jol teljesitenek
peptid és fehérje elvalasztasokban. Egy nemrég megjelent tanulmany szamos fehérje
elvalasztasi példaval igazolta a nagypérusu szilika monolitok Iétjogosultsagat.

Jelenleg a szilkagél alapu monolitok nem terjedtek el, a kismolekulas
gyogyszeranalitikaban a teliesen pordézus és héjszerkezet(i toltetek uralkodnak.
Fehérjeanalitikdban a forditott fazisu elvalasztdsokra viszont gyakran alkalmaznak szerves
polimer alapu monolitokat. A 33. abra négy kulonbdzb inzulin és két konzelvaldszer
készitmény gyors elvalasztasat mutatjuk be nagy poérusu, masodik generaciés szilikagél

alapu monoliton.
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33. abra: Inzulinok (1-4) és konzerval6- segédanyagok (*) gyors elvalasztasa, masodik generacios
nagy porusu szilikagél alapt monoliton (kisérleti minta, jelenleg nem kaphat6 kereskedelmi
forgalomban). Kolonna: 100 x 4,6 mm, mozgoféazis “A” 0,1% trifluorecetsav vizben, mozgofazis “B”
0,1% trifluorecetsav acetonitrilben. Gradiens program: 25-60% “B” 6 perc alatt. Térfogat aram: 1,5
mL/perc; kolonna hémérséklet: 45 °C; injektalt térfogat: 5 uL, detektalas: UV 210 nm.

A 34. abra pedig az els6-, masodik- €s masodik generacios nagypoérusu szilika monolitok
hatékonysagat veti 6ssze 19 kDa fehérje és bomlastermékeinek elvalasztasara. Az abrakon
feltintetett csucskapacitasok (n) egyértelmien ndvekedd tendenciat mutatnak a monolit
kolonna generacio fejlédéseivel. A méréseket azonos mérési kérulmények mellett és azonos

oszlopdimenzidval végezték.

150 3
130
110 1 % 4
mbsodil generdeiba uwpﬁrulﬁ
a0 o n =123
a TO

50 mésodik generdclds J]L n =80

a0

10 o, eisd generdchis ﬂ\ 1 A =51
-10

0 1 2 3 o 5 B 7 B
retention time (min)

34. abra: 19 kDa témegqdi fehérje és bomlastermékeinek gyors elvalasztasa, els6-, masodik- és
masodik generaciés nagyporusu szilikagél alapt monoliton (kisérleti minta, jelenleg nem kaphaté
kereskedelmi forgalomban). Kolonna: 100 x 4,6 mm, 7 perces gradiens program 1,5 mL/perc aramlasi
sebesség mellett; kolonna hémérséklet: 45 °C; injektalt térfogat: 3 L.
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A folyadékkromatografias rendszerek majd mindegyike lehetévé teszi, hogy mérés soran
a térfogataramlasi sebességet id6ben valtoztassuk. A megnovelt térfogataramlasi
sebességgel aranyosan csokken az elemzési id6. A szemcsés tolteteknél ritkan alkalmazzuk
a térfogataramlasi sebesség idébeli valtoztatasat két okbdl is, egyrészt a nyomasesés az
adott kolonnan az aramlasi sebességgel aranyosan né, masrészt a kinetikai hatékonysag az
anyag atadasi ellenallas miatt csékken (H nd). A kis szemcseatmérdji tolteteknél az aramlasi
sebesség az elméleti tanyérmagassag csak kis mértékben nd, az elvalasztas
hatékonysagara gyakorolt hatasa még kisebb. A nyomasesés meg kis hosszusagu kolonnak
esetén sem teszi lehetévé nagyobb térfogataramlasi sebesség alkalmazasat. Monolit
kolonnak hasznalatakor egyrészt az aramlasi ellenallas kdzel egy nagysagrenddel kisebb,
masrészt a H érteke csak kis mértékben flugg attél. Ezzel lehetbvé valik az elemzési id6
csOkkentése az elvalasztas hatékonysaganak csdkkenése nélkil.

Az altalanositott karakterisztikus paraméter monolit kolonnaknal a mar emlitett ,domain
size” (dq). A dg és az elméleti tanyérszam kozotti sszefliggés alapjan megallapithatd, hogy
a nagy linearis sebesség értékeknél a H érték veszteség kismértékld (lasd 31. abra). Ez
annyit jelent, hogy a térfogataramlasi sebességet ndvelhetjik jelentds elvalasztasi veszteség

nélkdl. A csucsfelbontas csdkkenése ugyanis H négyzetgydkének reciprokatol figg (lasd 1.

fejezetben):
R~ 1
T IH (39)

Monolit kolonnakra gyakran szoktak felirni a kovetkez6 tanyéregyenletet:

2
1 L CuDy , Cdiu 0
1 . 1 u D,
C,d, \(C,d2u)/D,

H =

A fenti 6sszefliggést szemcsés toltetl kolonnakra dolgoztak ki, ahol a Cy, Cp,, Csm €5 a
Cq4 a mozgofazis okozta anyagatadasi ellenallast jellemzik. Amennyiben a szemcseatmérét a
karakterisztikus (domain size) paraméterrel helyettesitjuk, akkor az elsé generaciés monolit
viselkedését (amennyiben csak az elméleti tanyérmagassagot vesszik figyelembe), a
kinetikai hatékonysag oldalarél nézve ugy értelmezhetjik, mintha a kolonna egy 3 - 4 um-es
szemcsés toltettel lenne téltve. A masodik generacids szilika monolit pedig egy 2,5 - 3 um-es
szemcsés tolteté kolonnahoz hasonlé tanyérszamokat produkal.

Monolitokra jellemzé. hogy a megndvelt térfogat aramlasi sebesség (elméletileg a linearis

aramlasi sebesség), csak kismérték(i elvalasztas csokkenést ad (ha a 3 — 4 pm-es szemcsés
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toltetekhez hasonlitjuk). A kinetikai hatékonysag oldalarol nézve ezt toébb publikacié is
alatamasztotta.

A monolit morfolégidja — csakugy, mint a toltetes kolonnaknal — megszabja a
kromatografias hatékonysagot és a kolonnan létrejové nyomasesést. Els6 |épés az atfolyo
porusok atméréjének meghatarozasa és a szilikagél vaz atmér6jének meghatarozasa. Az
elsé paraméter megszabja a kolonna hidrodinamikai paramétereit (aramlasi ellenallasat), a
masodik az anyagatadasi ellenallast. A két jellemzd paraméter mérését pasztazo (scanning)
elektron mikroszkopiaval (SEM) végzik el a szaritasi Iépés utan. Ahogy a szemcsés toltetl
kolonnaknal fontos a szemcseatmérd-eloszlas, a monolitoknal az atfolyd porusok
egyenletessége. Ezt a monolit rud hossziranyu metszetének vizsgalataval tudjak ellenérizni.
Hidrodinamikai szempontbdl az azonos falvastagsagu monolitoknal a nagyobb atméréji az
elénydsebb.

Az atfolyd poérusok atméréjét 1 - 8 ym kozott lehet valtoztatni az ismert eldallitasi
modszerekkel. Az dsszefiuiggés értelmében a 8 uym-es toltetnél hatvannégyszer kisebb az
aramlasi ellenallas. Ez mikoédési paraméter szempontjabol annyit jelent, hogy 64-szer
gyorsabb elvalasztast tudunk elérni. A mai korulmények kozott ez jelenti az un. ,high through
put” technikat. Az aramlas a csatornakban laminaris, ekkor viszont a nagyobb atfolyd pérus
atmérd a megnovekedett diffuzidos uthossz miatt nagyobb elméleti tdnyérmagassagot jelent.
Ebbdl az kdvetkezne, hogy a nagyobb kinetikai hatékonysag elérésére tehat a kisebb atfolyd
porusatmérdji monolit kolonnak a megfelelék. Az aramlasi rendellenességek a kis atmérgja
csatornakban nagyok. Desmet és munkatarsai elméletben bizonyitottdk, hogy a nagyobb
porozitasu monolitoknal kisebb a zonaszélesedés. A kinetikai hatékonysagot a szilikagél vaz
nagysaga is megszabja. Az altalanosan alkalmazott monolit kolonnaknal a vazban talalhaté
porusok a mezoporus tartomanyba esnek (10 - 15 nm). Ebben a pérusatméré tartomanyban
a folyadék stagnal a porusokban csakugy, mint a szemcsés tolteteknél. A komponensek
diffuzidval jutnak be és ki a mozgofazisba. A kinetikai hatékonysag ismételten diffuzio
kontrollalt. A hatékonysagot az szabja meg, hogy milyen hosszu a diffuziés uthossz és
milyen mértékben gatolt a diffuzié a pérusokban, tovabba a pérusok geometriaja. A diffuziés
uthosszt a falvastagsag szabja meg, minél kisebb a szilard vaz vastagsaga, annal kevesebb
a deszorpcios lépés idbigénye. A hatékony elvalasztashoz tehat kis falvastagsagu és nagy
atfolyd porusatméréji monolit kolonnak a megfelelék. Irodalmi adatok alapjan, ha a
karakterisztikus méret 5,8 um, akkor 15 um kortli elméleti tanyérmagassag varhatd, ha a
karakterisztikus méret 2,9 ym akkor az elméleti tanyérmagassag varhatdéan 5 um.

A jelenlegi kolonna technolégia mellett azt a becslést adhatjuk, hogy az els6 esetben egy
7,5 ym-es, mig a masodik esetben egy 2,5 pm-es szemcseés toltetl kolonnaval valthatnank ki

a monolit kolonnat, ha csak a hatékonysagot nézzuk.
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Amennyiben a szilikagél vazban a porusok atméréje olyan nagy, hogy a folyadék
aramolni tud ott is, akkor a diffuziés hatasok csokkennek, a konvekcid jelentésen lecsokkenti
az anyagatadasi ellenallast, és a monolitok hatékonysaga jelentésen né. El6zetes kisérleti
eredmények alapjan ez 140 nm-nél nagyobb porusuaknal lehetséges.

A masodik 6sszehasonlitasi alap a pérus gatolt diffuzié nagysaga. Ez viszont kdzvetlen
kapcsolatban van a poérusok geometrigjaval. A hatas kuléndsen a kémiailag modositott
tolteteknél valik érzékelhetévé. Ehhez kapcsolodnak a fajlagos felilet megadasaval és
mérésével kapcsolatos problémak és a fajlagos porustérfogat kérdése. A
folyadékkromatografias kolonnakat elballitok a toltet specifikacidjanal megadjak ugyan a
fajlagos fellletet, de ez az alapfazisra (szilikagélre) vonatkozik, nem a mddositottra. A
mérést a fizikai-kémiai gyakorlatban jol ismert BET mérési és szamitasi méd alapjan végzik.

Elsének nézzik a pérus geometriat. A hagyomanyos folyadékkromatografias tolteteknek,
amelyeket kis molekulatdmeg( anyagok elvalasztasara hasznalunk, a porusatméréje 20 nm
alatt van. A porusok a nem porozus szilikagél részecskékbdl jottek létre ugy, hogy azok
egymassal kapcsolodtak, az igy kialakult szerkezetet globularis szerkezetnek nevezzik. A
porusok alakja nem szabalyos, vannak benne kis gorbuletl részek és tintasiuveg alaku (zart)
porusok is keletkeznek. Kinetikai hatékonysag szempontjabol a hengerszer(i, atmend
poérusok a kedvezdk. Az 1 - 2 uym falvastagsagu szilikagél monolit kolonnaknal az atmend
porusok valdszinlisége nagyobb, kisebb a valdszinlsége a tintastveg alaku porusoknak.
Tehat az alap szilikagél (modositas el6tti) poérusszerkezete kinetikai hatékonysag
szempontjabdl jobb. Meg kell jegyezni, hogy a nagy porusatméréji tolteteknél mas a helyzet,
mert hidrotermikus kezelés hatasara a porusszerkezet atalakul, és a globularis szerkezet
eltlnik, helyette a pérusalakok hengerszimmetrikusak lesznek. Mddositasnal, a kapcsoldédo
részeknél a nagy térigényl modositdszerek nem férnek hozza a szilanol csoportokhoz. Mivel
a monolit kolonnak porusszerkezete jobb, ezért a fellleti médositas elméletileg nagyobb, és
energetikailag homogén fellletet eredményez.

A visszatartas oldalardl nézve a fajlagos felllet névekedésével ez az érték is n6. Az
elézbekben jeleztik, hogy a gyartdok a fajlagos fellletet az alap szilikagélre adjak meg,
melyet BET mddszerrel hataroznak meg. Biztos, hogy médositas utan kisebb lesz a toltet
fajlagos felllete, mint a médositas el6tt. A mérésnek tobb elvi problémaja van, az elsd, hogy
a nitrogén kis molekula, igy messze tulbecsuli a folyadékkromatografias elvalasztasnal
tapasztalt hasznos feluletet. Ezt egyesek ugy veszik figyelembe, hogy a nitrogén
helyszikségletét megndvelik. Mérések alapjan még ez is nagyon messze esik a
folyadékkromatografiasan realizalhatotél. Ez az érték oktadecil csoporttal modositott
szilikagélnél 2 - 3 nm-re van a felllettél, amely a nitrogénnel végzett mérési eredményekbdl
szamolhatdé. Az eddigi tapasztalataink azt mutatjak, hogy monolit kolonnanal az egységnyi

feluletre jutd retencid nagyobb, mint az azonos fajlagos fellletl szemcsés toltetnél
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tapasztalttal, igy kozvetett bizonyiték van arra, hogy a globularis szerkezet adta kedvezétlen
porusszerkezet kisebb mértékda.
A tovabbiakban példat mutatunk be egy elvalasztas gyorsitasara. A 35. abran R-

blokkolok elvalasztasat szemléltetjuk 1, 5, illetve 9 mL/perc térfogataram mellett.

F =1 mL/perc F =5 mL/perc
p =17 bar p = 85 bar

F =9 mL/perc
p = 153 bar

35. abra: Chromolith™ Performance RP-18e kolonna (100 x 4,6 mm), elvalasztott anyagok: 3-
blokkolok, térfogataramlasi sebesség: 1, 5 illetve 9 mL/perc, nyomasesés a kolonnan:
17, 85, illetve 153 bar. Az X tengelyen az idét adtuk meg.

Az abran lathatd, hogy még 9 mL/perc térfogataramlasi sebességnél is csak 153 bar a
nyomaseses, viszont az elemzési idé 10 percrél 1,5 perc ala csdkkent. A hagyomanyos
folyadékkromatografias készilékkel altalaban 10 mL/perc a legnagyobb térfogataramlasi
sebesség. Tehat lehetéséglink van, hogy a térfogataramlasi sebességet noveljik. Az utolso
abran lathaté kromatogramnal az elemzési id6 1 perc koruli. Nézzik meg, hogy ez milyen
hatassal van az elvalasztasra. Az elvalasztas hatékonysaga 9 mL/perc térfogat aramlasi
sebességnél: a kromatografias csucsok kozti elvalasztds csak kis mértékben csdkkent, a
kromatografias rendszer minta atbocsaté kapacitasa viszont jelentésen nétt.

A bemutatott monolit kolonna alkalmazasanak elénye (azon tul, hogy a hagyomanyos
HPLC rendszeren alkalmazhatd) az is, hogy sem térfogati, sem témeg tulterhelés nincs az
eddig alkalmazott kolonnakhoz képest. Gyakorlati oldalrél nézve ez annyit jelent, hogy a
megszokott 10 - 20 yl minta mennyiség adagolhaté a kinetikai hatékonysag csokkenése

nélkal.
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A gyorsasag nemcsak az analitikai elvalasztasoknal fontos, hanem a félpreparativ és
preparativ elvalasztasoknal is. Ahhoz, hogy a monolit kolonnak terhelhet6ségét noveljék a
gyartott kolonnak atméréjét meg kellett névelni. A rad (tdltet) atméréjének ndvelésekor az
egyenletes monolit kialakitdas nehezebb feladat. A félpreparativ. monolit jellemzdi
gyakorlatilag megegyeznek az analitikai monolitéval, a preparativnal az atfolyd poérusok
atmérdje 3 ym, az analitikainal ez az érték 2 pym. A méretndvelés térvényeit kihasznalva
gyors preparativ elvalasztasok valdsithatok meg ezzel a megoldassal. A 10 mm-es kolonna
alkalmazasaval a kolonna terhelhetésége (10/4,6)? szerint megndé. A kis nyomasesés miatt
az elvalasztas sebessége megnodvelhetd. Az analitikai folyadékromatografiaban alkalmazott
10 mbL/min térfogataramlasi sebesség gatat jelent ennek, tehat a monolit kolonnak
félpreparativ alkalmazasahoz nagyobb szallité teljesitményli nagynyomasu szivattyu kell.
Ennél a technikanal az a cél, hogy az ismeretlen szerkezetli anyagbdl, amely lehet
szennyez® vagy bomlastermék, példaul a gyégyszer alapanyagoknal, vagy toxikus anyagok
esetén kornyezetvédelmi mintaban, annyit nyerjink kevés szamu adagolasbol, amely a
szerkezetvizsgalati és/vagy toxikoldgiai vizsgalatokra elegendé.

Osszegezve az el6zéekben leirtakat a szilikagél alapi monolit kolonnak alkalmazasa a
gyakorlati problémak megoldasaban a kdvetkez6 elénydkkel jar:

e a hagyomanyos HPLC-ben (4,6 mm-es kolonnaval) altalanosan alkalmazott 1-2
mL/min térfogataramlasi sebességek helyett akar 6 - 9 mL/perc térfogatdrammal is
dolgozhatunk

e a hagyomanyos (400 bar felsé nyomas) készulékeknél alkalmazhaté

e a kolonnan kivuli zénaszélesitd hatasok nem minden esetben kivannak meg Uj
készulék konstrukciot (nem annyira jo a kinetikai hatékonysaguk)

o elméletileg ez adja a legkisebb elvalasztasi ellenallast, ami féleg a nagyfelbontasu
elvalasztasokban jelent elényt (sok kolonnat lehet sorba kapcsolni)

e amennyiben a retencids idok kdzott nagy a kildnbség, az elemzési idét csOkkenteni
lehet a térfogataramlasi sebesség programozasaval

Hatranyai k6zll a ma kaphato kolonnak alapjan az mondhato el, hogy a kolonna feluleti
kémiaja korlatozott. Ez annyit jelent, hogy elsddlegesen az oktadecil és oktil modositasu
fazisok kaphatok, de ujonnan megjelentek a normal fazisu és HILIC elvalasztasokra is
alkalmas allofazisok (4. tablazat). Meg kell jegyezni, hogy a mai technolégiai fejlédés mellett
ez csak iddlegesnek tekinthet§. Varhatéan a jovében mindazok a kémiailag ismert és
elterjedt toltetek megjelennek, amelyek mar ismertek a szemcseés tolteteknél.
jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphaté Chromolith kolonnak jellemzéit a II. — IV.
Mellékletben foglaltuk &ssze. Tovabbi alkalmazasi példakat mutatunk be a V. — XVIIL
Mellékletekben.
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3.5 Nagyhémérsékletii elvalasztasok

A folyadékkromatografias elvalasztasok sebessége gyorsithatd a mozgdéfazis
hémérsékletének emelésével is. A hdmérséklet emelésével ugyanis csokken a mozgodfazis
viszkozitdsa és gyorsul az anyagatadas (n6 a diffuziés allando). A H-u gorbék optimuma a
nagyobb linearis sebességek iranyaba tolddik el és felszallo aguk (C tagra jellemzé
tartomany) meredeksége csdkken. Ez kdnnyen belathaté a 28. egyenletbdl, hiszen a linearis
sebesség optimuma a diffuziés allandé négyzetgyokével aranyos. A csokkent viszkozitas
miatt a nyomaseseés is kisebb lesz, tehat a linearis sebességet tudjuk fokozni anélkil, hogy
nagy nyomas teljesitményre volna sziikség. EIméletileg tehat nagyon igéretes a mozgofazis
hémérsékletének emelése. Természetesen a hémérséklet elényds hatasat mar nagyon
koran felismertéek és 1969-ben a technikat HTLC-nek (High Temperature Liquid
Chromatography) nevezték el. Antia és Horvath kiléndsen nagy elénydket tapasztalt
makromolekulak elvalasztasakor. Késdbb, 1995-ben Chen és Horvath fehérjéket valasztott el
120 °C-os mozgdfazis hdmérsékletet alkalmazva, az elvalasztas mindéssze 10 masodperces
volt! Akkoriban ez megddbbentette a kromatografias vilagot, senki nem gondolta, hogy
fehérjéket lehet ilyen magas hémérsékleten vizsgalni. Azota viszont a 70 - 90 °C-os
mozgofazis hémérséklet teljesen rutinszer( lett a fehérjék forditott fazisu elvalasztasaiban.
Makromolekulak anyagatadasi tulajdonsagai nagymértékben javithatok a diffuziés
tulajdonsagok fokozasaval. A molekulak diffuzios allandojat pedig elsésorban a hémeérséklet
szabja meg.

Az un. kinetikus gorbék modszerével (lasd 4. fejezet) is egyszerlen lehet szemléltetni a
hémérséklet elvalasztasi idére gyakorolt hatasat. Ekkor még figyelembe kell vennink a
viszkozitas csdkkenését is. A 36. abra egy 1,7 um-es toltettel 30, 60 és 90 °C-on varhato
idéegységre esd tanyérszam (to/N) értékeit mutatja be. Egyértelmien lathaté a varhaté
analizis id6 csokkenése (kisebb to/N értékek) a kisebb tanyérszam tartomanyokban. Példaul
ha N = 6000, akkor, ha 30 °C-rél 90 °C-ra emeljik a hémérsékletet, elvileg kb. felére
csOkkenthetd az elemzési id6 (ez persze nagyban fligg az alkalmazott mozgofazistdl, illetve
attol, hogy viszkozitdsa hogyan valtozik a h6mérséklettel, és hogy a komponensek retencios

tulajdonsagai hogyan fliggnek a hédmérséklettél).
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36.abra: A mozgofazis h6mérsékletének hatasa az idéegyséq alatt elérhetd tanyérszamra
(1,7 um-es télteten).

A HTLC-s mddszerek egyik kritikus eleme a mozgdéfazis megfeleld elémelegitése (pre-
heating). Ennek mar 60 °C felett is donté jelentésége lehet. Nagyhdmérsékleti
folyadékkromatografidban a csucsalak nagymeértékben fligg az el6fltdtt mozgdfazis
tomegétdél (pre-heater térfogattdl), az adagolt térfogattdl és a mintaoldat oldészerétdl. Azok a
készllékek, amelyek csak az oszlopteret fltik (lehet statikus vagy dinamikus f(ités pl.
levegbBkevertetéssel), altalaban nem hasznalhatéak 60 °C feletti elvalasztasokhoz. A 37.
abran szemléltetjik a mozgofazis eléflités szerepét. A kolonna utan viszont a mozgofazis
leh(itésére van szikség, hogy a karos detektorzajokat csOkkentsik. A detektor cella
termosztalasa nélkuldzhetetlen, illetve megfeleld hosszusagu 06sszekdtd vezetékre van
szlkség a kolonna kimenete és detektor cella kdzoétt, hogy a lehilés megtérténhessen. Ez
természetesen ndveli a kolonnan kivili térfogatokat.

B
M oC

37.abra: Csucsszélesedés a nagyhémérseékletii folyadékkromatografiaban mozgdfazis eldfiitést
alkalmazva (a), illetve csak a kolonna teret fiitve (b).
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A nagyhémérsekletl elvalasztasok nem nagyon terjedtek el a gyakorlatban, persze van
néhany specialis terilet, ahol jol alkalmazhaték. Ennek két f6 oka van, kevés héstabil
alléfazis kaphatdé kereskedelmi forgalomban, illetve a nem hé-stabil komponensek
lehetséges kolonnan létrejévé termikus bomlasa. Alléfazis oldalrél elsésorban a cirkdnium-
oxid alapu toltetek ugyan igéretesek, de a retencios tulajdonsagok lényegesen eltérnek a
szilikagél alapu toltetekhez képest, ezért a gydgyszeripar még ,nem fogadta el” ezt a tipusu
alléfazist. Néhany szerves polimer és grafit alapu allofazis is igen jo6 hdéstabilitasi
tulajdonsagokat mutat, akar 150 - 200 °C-ig is alkalmazhatdak.

Jelenleg a hémérséklet adta lehetéségeket elsésorban az elvalasztas szelektivitdsanak
moédositasara/hangolasara hasznaljuk, nem pedig a modszerek gyorsitasara. Ebbdl a célbol
a mozgofazis hdmérsékletet altalaban 30 - 60 °C kozott szoktuk valtoztatni. A komponens
visszatartasa a hémérséklettel a kdvetkez6 altalanos dsszefiiggéssel irhatd le (van’t Hoff
egyenlet):

AH AS
Ink=———+—+1In 41
27 TR B (41)

ahol AH a standard entalpiavaltozas, R az egyetemes gazallanddé, T az abszolut
hémérséklet, AS a standard entropia valtozas, B pedig a fazisarany. A hdmérséklet
emelésével a visszatartas altalaban csokken. Ha konformaciés valtozas kovetkezik be a
hémérséklet-valtoztatassal — féleg peptidek vagy fehérjék vizsgalatakor — akkor bizonyos
esetekben a visszatartds ndvekedhet, ahogy emeljlk a mozgdéfazis hémeérsékletét (pl.
inzulin).

A 60 - 90 °C-on végzett elvalasztasoknak nagy jelentésége lehet az UHPLC és HTLC
technikak kombinalasakor. A kis szemcseés toltetek alkalmazasa megemelt hémérsékleten
nagyon igéretes lehet, hiszen a viszkozitast csdkkentjlik, azaz nagyobb térfogatarammal is
tudunk dolgozni. Szerencsés esetben a szelektivitas is kedvezbéen alakulhat a magasabb
hémérsékleten, ekkor jelentésen csdkkenthetjlik az elvalasztas idejét. Erre mutat egy példat
a 38. abra. Egy masik gyodgyszeranalitikai példa pedig levonorgeszirel szennyezdk
metanol-viz mozgdéfazist alkalmaztak. Izokratikus médban 6 komponenst valasztottak el 6

percen belll.
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38. abra: Kismolekulas gyogyszerhatéanyagok elvalasztasa 1,7 um-es télteten 30, illetve 90 °C-on.
Kolonna: Acquity BEH C18 (30 x 2,1 mm), mozgofazis: acetonitril — viz (0,1 % hangyasav) gradiens
eltcio, komponensek: (1) paracetamol, (2) phenazone, (3) phenobarbital, (4) methylphenobarbital, (5)
propyphenazone, (6) nitrazepam, (7) flunitrazepam, (8) diazepam.
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39. abra: Levonorgeszirel szennyezbinek elvalasztasa nagy hémérsékleten (T = 150 °C),
cirkénium-oxid alapu alléfazison, metanol-viz mozgoéfazist alkalmazva.
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4. Kinetikus gorbék médszerének alapjai

A gyakorlatban altalaban arra vagyunk kivancsiak, hogy melyik kolonna adja a
leggyorsabb vagy a legnagyobb hatékonysagu elvalasztast. Eddig sz6 esett a van Deemter
tipusu (H-u) gorbékrdl, amelyek megmutatjak, hogy adott kolonnaval milyen elméleti
tanyérmagassag érhetd el egy adott linearis sebesség (vagy mozgofazis térfogataram)
tartomanyban. Ezekkel a gdrbékkel dsszehasonlithatjuk a kildnb6zé kolonnakat aszerint,
hogy melyik kolonna ad jobb tanyérszamot egy adott linearis sebességnél. Viszont ezek a H-
u gorbék nem adnak tajékoztatast arrdl, hogy egy adott elvalasztas mennyi id6ét igényel,
iletve hogy mi is az a maximalis tanyérszdm vagy leggyorsabb elvalasztas, ami
megvalosithatd az adott kolonnaval. A 3.4 fejezetben részletezett elvalasztasi ellenallas
ugyan mar egy atfogdbb képet ad a kolonnak hatékonysagarol és permeabilitasarél, de még
mindig nem elegend® ahhoz, hogy meghatarozzuk az adott kolonnaval maximalisan elérhetd
tanyérszamot. Hogy ilyen kdvetkeztetéseket vonjunk le, figyelembe kell vennink a kolonnak
mechanikai stabilitdsat is (nyomasallésagat) és a készilékink maximalis mudkdodtetési
nyomasat. Masik nehézség a H-u gorbékkel a kilénb6zd morfologiaju tdltetek
Osszehasonlitasa, hiszen a karakterisztikus tulajdonsagok eltéréek egy monolitnal, egy
teljesen porozus vagy egy héjszerkezetl szemcsés toltetnél.

A kinetikus gorbék mddszerével — a kisérletileg felvett H-u adatokat felhasznalva —
egyszerlien elvégezhetjik az analizis id§ és tanyérszam ,extrapolalasat” egy adott (pl.
maximalis) nyomasértékre. igy megtudhatjuk, hogy mi a maximalisan elérhetd tanyérszam
adott analizis idén beldl, illetve hogy mi a legrovidebb id6 egy adott tanyérszam
megvalositasara. Ehhez el6szor kisérletileg meg kell hataroznunk a kolonna permeabilitasat
(lasd 35. egyenlet).

Ezutan, — a mozgoéfazis viszkozitasanak ismeretében — egy adott nyomasesésre (Apmax)
egyszerlUen kiszamolhatjuk to (holtidd), illetve N (tanyérszam) extrapolalt értékét az alabbi

Osszefliggéseket alkalmazva:

A
n u,

NzApmax (&j

n \uH (43)
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Ahhoz, hogy a kolonnak permeabilitasat nagysagrendileg érzékelni tudjuk, szamszer(ileg

megadunk néhany adatot a monolit és a szemcsés toltetl kolonnakra (5. tablazat).

5. tablazat: Néhany gyakori, modern kolonna permeabilitasa és morfologiai jellemzéi.

szemcse- vagy . mechanikai
) permeabilitas .
Gyarto/kolonna atfolyéporus méret morfoldgia (cm?) stabilitas
cm
(Hm) (bar)
Merck Chromolith 1. generacios 1,9 monolit 74x10™ 200
Merck Chromolith 2. generacios 1,2 monolit 2,7x10™ 200
Phenomenex Kinetex 5 p=0,76 2,5x 10" 600
Phenomenex Kinetex 2,6 p=073 55x 10" 600
Phenomenex Kinetex 1,7 p=073 3,1x10™ 1000
Phenomenex Kinetex 1,3 p=0,69 1,7x 10™" 1000
Waters Cortecs 1,6 p=0,70 3,5x10™ 1200
Waters Acquity BEH 1,7 porézus 3,6x10™" 1000

A kapott adatokat tébbféle képpen is abrazolhatjuk. Leggyakrabban a to, to/N vagy to/N?
ertékeket szoktuk megjeleniteni a tanyérszam fliggvényében. Mindharom érték aranyos az
analizis id6vel. Tovabba az adott tanyérszamhoz tartozé kolonna hossz is meghatarozhato,
hiszen kisérletileg megmértik a H értékeket és kiszamoltuk a maximalis nyomashoz tartozo
tanyérszamot. A kettd szorzata megadja azt a kolonnahosszt, amivel az adott tanyérszam
elérheté:

L — Apmax[<V (44)

m

4.1. Eltéré morfologiaju toltetek 6sszehasonlitasa

A kinetikus gorbék modszerének egyik leggyakoribb alkalmazasi tertilete a kilénbdzé
0ssze egy masodik generacios monolit, egy 1,7 um-es teljesen porézus toltet és egy 2,7 um-
es héjszerkezetl toltet kinetikai hatékonysagat butilparabén tesztvegyilet alkalmazasaval.
Acetonitril-viz 60/40 v/v eleggyel eludlva 30 °C-os mozgofazis hédmérsékletet alkalmazva a
butilparabén mindharom kolonnarél (C18 fazisok) k = 6 — 8 visszatartassal elualédik. Ez a k
érték megfelel a kolonna hatékonysagok Osszehasonlitasara, mert ilyen k-nal a
csUcsvariancia mar elég nagy és a készllék zénaszélesité hatasa mar elhanyagolhaté lesz

(de természetesen korrigalhatunk is a készulék varianciara). Elészor fel kell vennink a H-u
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gorbéket. Ez annyit jelent, hogy kulonboz6 térfogatdramok mellett megmérjuk a
tanyérszamot. A kolonnahosszakat ismerve ezutan atszamoljuk H értékre a tanyérszamokat.

El6szor érdemes a H-u gorbéket szemugyre venni (40. abra).

HETP (um)

u (cm/sec)

40. abra: Butilparabén tesztvegydilettel mért H-u gérbék monolit,
teliesen porozus és héjszerkezetdi téltettel.

A 40. abran bemutatott H-u goérbe annyit arul el, hogy a monolit kolonna adja a legkisebb
tanyérszamokat (legnagyobb HETP érték) és a héjszerkezetli 2,7 um-es, valamint a teljesen
porézus 1,7 pm-es toltetekkel korllbelil azonos maximalis tanyérszam (Hmin) érhetd el.
Viszont nem tudunk meg semmit az elvalasztasok idéigényérél. Hogy errdl is informaciot
nyerjink, a (42) és (43) egyenlet alapjan a H-u gorbe pontjait transzformalni kell egy adott
nyomashoz tartozd t, és N értékre. Ehhez el6szor szikségink lesz a mozgofazis
viszkozitasara. Ezt irodalomban ko&zoélt tablazatokbdl vehetjik, illetve szamos empirikus
Osszefuggést is taldlhatunk az irodalomban. Akar kisérletileg is meghatarozhatjuk példaul a
Hagen-Poiseuille 6sszefliggés alapjan. Megjegyezzik, hogy a viszkozitas nagyban fligg az
alkalmazott hémérséklettél és valamennyire a nyomastdl is. A példankban irodalmi adatok
alapjan vegyunk n = 0.73 cP-t. A kovetkez6 kérdés, hogy az adatok transzformacidjakor
milyen értéken rogzitsiik a nyomast? Elészor nézziik meg, hogy mi torténik Apmax = 200 bar
nyomason, hiszen ez a monolit kolonna alkalmazhaté maximalis mikodtetési nyomasa. A
(42) és (43) egyenletek szerint szamolva majd abrazolva a t/N hanyadost az N

figgvényében a kdvetkezd gorbéket kapjuk (41. abra).
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41. abra: tyN — N tipusu kinetikus gérbék, n = 0.73 cP, Apmax = 200 bar.

A 41. abra arrél tanuskodik, hogy annak ellenére, hogy a monolit kolonna viszonylag kis
tanyérszamokat produkal, mégis a leggyorsabb elvalasztast adja, ha N > 12 000 elméleti
tanyérra van sziukségink. (A rutin gyakorlatban legtobbszor N = 5000 — 40 000
tanyérszamok kozott dolgozunk, a kinetikus gérbéken ez az N tartomany a legfontosabb a
gyakorlati elvalasztasok szempontjabdl.) A to/N érték aranyos az analizis idével (t,=to(k+1)),
minél alacsonyabban fut a gérbe, annal gyorsabb az elvalasztas. Az abran az N > 12 000
tartomanyban ez a gorbe fut a legalacsonyabban. Tovabba az is latszik, hogyha 12 000-nél
kisebb tanyérszam is elegendd az adott elvalasztashoz, akkor azt leggyorsabban a
héjszerkezetl toltettel tudjuk elérni (ebben a tartomanyban ez a gdrbe fut alul). A kis
permeabilitasu 1,7 ym-es teljesen pordzus tdltet nem a legjobb valasztas, mert 200 bar
maximalisan megengedett nyomason nem tudjuk kihasznalni a lehetéségeit. A kis
permeabilitasu és nagy hatékonysagu toltetek elsésorban nagy nyomas alkalmazasa mellett
hasznosak.

Arra is van mod, hogy megjelenitsik az abran az adott tanyérszam eléréséhez
szlikséges holtiddt (to). A tipikusan jelolt ertékek altalaban a to = 0,1, 1 és 10 perc (ezek a
rutin gyakorlatban eléfordulé jellemzé holtidék). Ha abrazoljuk az adott N értékhez tartozé
to/N hanyadosokat, akkor a kolonnakhoz tartozé gorbék és az adott t, egyenesek
metszéspontja jelzi a kolonnaval elérheté tanyérszamhoz tartozé holtidét. A 41. abran
lathatjuk, hogy az N = 12 000 tanyérszamhoz t, = 0,3 perc tartozik. Ez azt jelenti, hogy egy k

= 10 visszatartassal elualédé komponens esetén a retencios idé (analizis iddigénye) t, = 3,3
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perc mind a monolit, mind a héjszerkezet(i tolteten. Mig a kis permeabilitasu 1,7 pm-es
tolteten, ehhez a tanyérszamhoz koérulbeldl t, = 0,4 perc azaz t, = 4,4 perc (k = 10) tartozik.

Fontos megjegyezni, hogy a gorbe pontjai mas-mas kolonnahosszaknak felelnek meg,
mivel a gorbe az adott nyomashoz tartozé un. kinetikai hatart abrazolja. Ez annyit jelent,
hogy az eredetileg kilénb6zd mozgofazis sebességekkel felvett N értékeket egy adott
maximalis nyomasra extrapolalunk. Tehat ha példaul egy 5 cm-es (2,1 mm atmérgji) 1,7 um-
es toltetld kolonnat 0,1 mL/perc térfogatdrammal m(ikddtetve az adott kérilmények kozott p =
65 bar nyomas esett, akkor p = 200 bar nyomasra extrapolalva egy 15,4 cm-es kolonnat
tudnank Uzemeltetni az adott 0,1 mL/perc térfogatdrammal. Viszont ezen a 200 bar-on, ha
0,5 mL/perc térfogatarammal akarunk dolgozni, akkor csak egy 3,1 cm hosszu kolonna
alkalmazasara van lehet6ségink. Ezen a rdvid kolonnan nyilvan nem tudunk nagy
tanyérszamokat elérni. Tehat a kinetikus gorbék elsésorban elméleti jelentéséglek (a
gyakorlatban nem tudunk alkalmazni 3,1 vagy 15,4 cm hosszusagu kolonnakat), de nagyon
j6 tampontot adnak ahhoz, hogy adott tanyérszam és rendelkezésre all6 nyomas
tartomanyban melyik kolonnat érdemes hasznalni, hogy az analizis id6 a lehetd legrévidebb
legyen.

Nézzik meg, mi torténik, ha az emlitett oszlopokat egy konvencionalis HPLC
készulékben akarjuk Uzemeltetni a lehetd legnagyobb nyomason (400 bar). A monolit
kolonna gorbéje nem fog valtozni, hiszen a PEEK haz miatt nem tudunk 200 bar-nal nagyobb
nyomason dolgozni. Viszont a szemcsés tolteteket minden tovabbi nélkul hasznalhatjuk 400
bar nyomason. Ekkor a kinetikus gorbék a kdovetkez6 modon alakulnak (42. abra).

Azt lathatjuk, hogy a szemcsés toltetld kolonnakhoz tartozéd gorbék a jobb iranyba
tolédtak és a gorbék metszéspontjai valtoztak. Logikus modon a nagyobb maximalis
nyomason a héjszerkezet(i tdltet és monolit kolonna gérbéjének metszéspontja a nagyobb
tanyérszamok iranyaba tolodott. A monolit kolonna most mar ,csak” az N > 30 000
tartomanyban adja a leggyorsabb elvalasztast. A gyakorlati szempontbdl igen fontos N =
5000 — 30 000 tartomanyban a 2,7 um-es héjszerkezetl toltettel lehet a leggyorsabb
elvalasztasokat végezni. Ez abbdl fakad, hogy az Uj generacios héjszerkezetli 2,5 — 2,7 pm-
es toltetekkel elérheté H értékek nagyon hasonléak az 1,7 - 1,9 pym-es teljesen porozus
toltetekkel elérhet6 értékekhez, viszont a 2,5 — 2,7 um-es toltetek permeabilitdsa kb. kétszer
nagyobb. Példankban 400 bar nyomason dolgozva a 2,7 ym-es toltettel az N = 30 000
tanyérszamhoz t, = 0,8 perc tartozik, ami megfelel egy 8,8 perces elvalasztasnak (k = 10).
Tovabba kb. 1 perces elvalasztassal is mar N ~ 10 000 elérhetd! Azaz hagyomanyos HPLC
készllékeken ezekkel a 2,5 — 2,7 um-es héjszerkezetl toltetekkel tudjuk jelenleg a

leggyorsabb elvalasztasokat megvaldsitani.
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42. abra: tyN — N tipusu kinetikus gérbék, n = 0.73 cP, Apmax = 400 bar /HPLC kériilmények/
(monolit kolonnénal csak 200 bar).

Végul nézzik meg, mi térténik UHPLC-s kortlmények kézott, azaz ha Apmax = 1000 bar.
A monolit kolonnat egy UHPLC készliléken is csak legfeliebb 200 bar nyomason
hasznalhatjuk. A legtdbb 2,5 — 2,7 pm-es szemcseméret tartomanyba esé héjszerkezetl
toltet nyomasallosagat Apmax = 600 bar-nak adjak meg a gyartdék. Tehat tételezzlk fel, hogy
600 bar nyomason Uzemeltetjik a héjszerkezetl téltetet. A 2 pm-nél kisebb, teljesen porozus
tolteteket viszont alkalmazhatjuk 1000 bar nyomason is. Ekkor a kinetikus gdrbéink a
koévetkez6 mddon valtoznak (43. abra).

A 43. abran mar egyértelmiien megjelenik a telijesen porézus 1,7 uym-es toltet elénye.
llyen nagy nyomason dolgozva ez a kolonna adja a leggyorsabb elvalasztast az N = 20 000
— 60 000 tartomanyban. Példaul, 17 cm-es kolonnahosszal 37 000 tanyérszam érhetd el ty =
0,6 perc mellett. Viszont a kis tanyérszamok tartomanyaban tovabbra is a héjszerkezet(
toltet adja a leggyorsabb elvalasztasokat. Tehat gyors elvalasztasokra tovabbra is ezek a
legelénydsebb kolonnak. Amennyiben viszont nagyfelbontasu elvalasztasokat akarunk
végezni, akkor a monolit kolonnakat célszer(i alkalmazni. N > 60 000 esetén — nagy
permeabilitasanak kdszdnhetéen — ez a legjobb valasztas. A 43. abra jol példazza, hogy
nem létezik ,legjobb” vagy ,tokéletes” kolonna, hiszen mindegyik toltet tipusnak megvan a
maga alkalmazasi terllete, ahol a legjobban teljesit. A kolonnat mindig a feladatnak
megfeleléen kell valasztanunk. Az viszont altalanossagban elmondhaté, hogy a Kkis

permeabilitasu és nagy kinetikai hatékonysagu toltetek a gyors elvalasztasokra alkalmasak,
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szemben a kisebb hatékonysagu, de nagy permeabilitadsu tdltetekkel, amik viszont nagy

tanyérszam igényl elvalasztasokra alkalmazhatok.
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43. abra: ty/N — N tipusu kinetikus gérbék, n = 0.73 cP, Apmax = 1000 bar /UHPLC kériilmények/
(monolit kolonnanal 200 bar, héjszerkezetiinél 600 bar, 1,7 um-es téltetre 1000 bar).
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4.2. Szemcseméret és a nyomas hatasa azonos morfolégiaju tolteteknél

Elméletileg és gyakorlatilag is az kovetkezik, hogy a kisebb szemcsék a gyors
elvalasztasokra elénydsebbek, mig a nagyobb szemcseatmérd (vagy nagyobb
permeabilitasi monolit kolonna) f6leg a nagy felbontasu elvalasztasokra nézve kedvezdbb.
Tehat rovid kolonnakkal pl. N = 10 000 - 20 000 tanyérszamot el lehet érni 0,5 - 1 perc alatt
is (pl. 3 vagy 5 cm-es kolonnaval), de mivel egy kis szemcsékkel toltétt kolonnanak a
permeabilitasa kicsi, ezért nem tudunk hosszu kolonnat alkalmazni, hiszen a készllék vagy a
toltet nyomasallésaga hatart szab a kolonna hossz ndvelésének. Ezért igazan nagy felbontas
(pl. N = 100000) nem is érhet6 el egy kis permeabilitasu toltettel. A nagyobb
szemcseatmérdji toltetek permeabilitasa viszont Iényegesen nagyobb, tehat nagy kolonna
hossz is alkalmazhaté. Mivel a tanyérszam aranyos a kolonna hosszal, ezért valéban nagy
kinetikai hatékonysag érhet6 el, de hosszu kolonnakat (vagy sorba kotétt kolonnakat)
alkalmazva, nyilvan az elvalasztas id6igénye is meg fog néni. A kdvetkez6 példaban 1,7, 2,5
és 5 um-es tolteteket hasonlitunk 6ssze a kinetikus gorbék moddszerével. A 44. abrardl
leolvashatd, hogy az 1,7 pm-es toltet adja a leggyorsabb elvalasztast, ha a mérés
tanyérszam igénye N < 40 000. Viszont a 40 000 és 80 000 tanyérszam kozott mara 2,5 ym-
es szemcse biztositja a leggyorsabb elvalasztas lehetéségét. Ha nagyobb tanyérszamokra
van szukseég, akkor az 5 um-es toltet a legjobb valasztas. A példabdl ismét jol latszik, hogy
az elvalasztas céljanak megfeleléen kell kolonnat valasztanunk. Nem mondhatjuk ki, hogy
melyik kolonna vagy melyik szemcsemeéret a legjobb.

Az is kdvetkezik az eddigiek alapjan, hogy adott tdltet tipust alkalmazva, annal nagyobb
tanyérszamokat tudunk elérni, minél nagyobb a rendelkezéstinkre allé nyomas. Ezt két dolog
szabja meg, vagy a kolonnank mechanikai stabilitdsa, vagy a készllékink fels6
nyomasteljesitménye. Ma a legtobb UHPLC-s kolonna 1000 — 1200 bar nyomasig
hasznalhat6. A kereskedelmi forgalomban kaphaté készllékek nyomasteljesitménye pedig
mar 1200 — 1400 bar-nal jar. Megjegyezzuk, hogy kisérleti fazisban ennél mar lényegesen
nagyobb nyomastartomanyokban is dolgoztak (~7000 - 8000 bar). Az eddiekbdl az is
belathatdé, hogy minél nagyobb nyomason dolgozunk, annal rovidebb id6 alatt érhetd el

azonos tanyérszam. A jelenséget a 45. abran mutatjuk be.
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44.4bra: Osszehasonlité kinetikus gérbék azonos szerkezetd, kiilénb6z6 szemcseatmérdji toltetekre
(1,5, 2,5 és 5 um-es porézus téltetek, hipotetikus nyomas: Apmax = 1000 bar /UHPLC kériilmények/).
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45.4bra: Osszehasonlité kinetikus gérbék azonos szerkezetii 1,7 um-es szemcseétmérdjii pordzus
toltetekre, eltéré miikbdtetési nyomasokon.
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A 44. dbra alapjan azt mondhatjuk, hogy a szemcseméret névelése a kinetikus gérbéken
ugy jelenik meg, mint egy jobb-fels§ iranyba torténé fliggvenytranszformacié. Tehat a
szemcseméret novelésével adott nyomas mellett egyre nagyobb tanyérszamok érheték el,
de természetesen ez egyutt jar az analizis idé ndvekedésével. Ugyanakkor a Kkis
szemcseméret(i kolonnak pedig gyors elvalasztasokra alkalmasak. Adott nyomas mellett — a
kisebb tanyérszamok tartomanyaban, ami az X tengely baloldali tartomanyanak felel meg —
kisebb t, tartozik a kis szemcséji téltethez, mint a nagyobb szemcseméretiihoz.

Az egyre nagyobb nyomason torténd elvalasztasok pedig ugy jelennek meg a to/N-N
tipusu fuggvényeken, mintha a gorbék jobb iranyba ,kinyilnanak” (45. abra). Ez jelzi a
nagyobb nyomashoz tartozé lehet6ségeket. Nagyobb nyomas mellett egyre nagyobb

tanyérszamok érhetdk el és egyre révidebb analizis idé mellett tudunk dolgozni.
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4.3. A kinetikus gorbék transzformacioja

Minden tudomanyagban, koztik az alkalmazottakban is kialakultak bizonyos
formalizmusok és a hozzatartozé vizualis képi megjelenités. Kromatografiaban ilyen az
altalanosan ismert van Deemter, Knox vagy Golay egyenletek, illetve azok képi
megjelenitése a H-u vagy h-v gorbék alapjan. Akkor, amikor a kolonnak megitélése torténik,
minden folyadékkromatografiaval vagy altalanosabban elvalasztastechnikaval foglalkozé
szakemberben az a minimummal jellemzett gorbe él, amely jellemz6 a fenti
Osszefuggésekkel irhatdk le. Az adott kolonnaval elérhet§ kinetikai teljesitményt, ehhez a
minimumhoz tartoz6 adatparral szokas jellemezni (Hmin, Uopt). Ebben a megkozelitésben,
ahogy mar tdbbszér hangsulyoztuk, nincs benne a teljesitmény eléréséhez szikséges
nyomasesés (elvalasztasi ellenallas), valamint csak morfolégiailag azonos kategdriaba
tartozo toltetek vethetbk dssze. A kinetikus elmélettel eddig bemutatott gorbék alakja viszont
eltér a klasszikus van Deemternél megismertekt6él. Ahhoz, hogy vizudlisan
Osszeegyeztethetd legyen a két megkdzelités, de a kinetikus elmélet adta tdébbletinformaciot
ne veszitsuk el az abrazolasnal, tovabbi két transzformaciot kell végrehajtani. Az egyik az Y
tengelyen a to/N3-t érték megadasa a szokasos to/N vagy t, érték helyett. Ekkor a van
Deemter tipusu gdrbéhez hasonléan minimumos goérbét kapunk. Viszont a hossziranyu
diffuziéra jellemzd része (B-tag meghatarozé tartomany) és az anyagatadasi ellenallasra
jellemzé tartomany (C-tag meghatarozé tartomany) a gorbe ellentétes oldalan jelentkezik.
Ahhoz, hogy formailag a két eltéré6 megkdzelités azonos jelleget adjon a masodik lépés,
hogy az X tengelyen a szamegyenest megforditjuk. Azaz balrdl jobbra csékkennek az
értékek ezen a tengelyen. igy formailag mar telies az 6sszhang a van Deemter féle
reprezentacioval. A minimumtdl balra a zénaszélesedést a hossziranyu diffuzié szabja meg,
a minimumtdl jobbra pedig az anyagatadasi ellenallas.

A 46. abran bemutatjuk a 4.1. fejezetben targyalt kinetikus gérbék transzformaciojat. Ez
az abrazolas ugyanazt az informaciot adja, mint a korabban targyalt to/N tipusu kinetikus

gorbe, de formailag megeggyezik a szokasos H-u goérbékkel.
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46. abra: Kinetikus gérbék transzformacioja, hogy jellege megegyezzen a van Deemter
reprezentacioval. Az X tengelyen az N, mig az Y tengelyen a ty/N? szerepel
tovabba az X tengelyen felcserélt a szamegyenes iranya.

A (38) oOsszefluiggésben is szerepel a t/N?, amelyet az elvalasztas ellenallasanak
nevezhetjuk, azaz milyen raforditas kell egy adott elvalasztas eléréséhez. Akkor célszeri ez
az abrazolas, ha arra vagyunk kivancsiak, hogy milyen kénnyen valésithaté meg egy adott
kolonnaval egy-egy elvalasztas. Sok esetben a t/N*> hanyadost csak egyszerlen E-vel
jelolik.

Ez a fajta abrazolas még vilagosabba teszi, hogy bonyolult elvalasztasoknal a nagy
permeabilitasu monolit, mig a gyors elvalasztasoknal a kis szemcseatmérdji kolonnak
alkalmazasa az elényosebb. A kinetikus gorbéknél az Emin €s Nope Mmindig egyutt kell megadni,
mert ez megmutatja, hogy milyen elméleti tanyérszamnal milyen kolonna alkalmazasa a

legmegfelelébb.
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5. Fejlesztések a szuperkritikus és szubkritikus fluid kromatografiaban

A kovetkez6kben réviden bemutatjuk a szuperkritikus fluid kromatografia (SFC) torténetét
és jelenlegi lehet6ségeit. Azért tartjuk fontosnak, mert mara mar ezen a terlleten is
megjelentek a 2 um-nél kisebb porézus toltetek, illetve az ujgeneracids, héjszerkezeti
alléfazisok. Az utobbi években a készulékfejlesztés terén is sok ujdonsag szlletett. A
modern SFC nagyon igéretesnek tlinik és a gyégyszeripar is kezd megbaratkozni a technika
lehetbségeivel.

A szuperkritikus fluid kromatografia olyan kromatografias elvalasztasi modszer, melyben
a mozgofazis szuperkritikus vagy szubkritikus allapotu fluidum. Az oszlopban talalhato
alléfazis vagy kismeéretli, szilard szemcsékbél all, mint a folyadékkromatografiaban is
hasznalt szilikagél, porézus grafit és kémiailag modositott alléfazisok, vagy kapillaris
oszlopok esetében lehet térhalds folyadékfilm, mely egyenletes filmbevonatot képez az
oszlop falan.

Ez a kromatografias mod mar tobb mint 50 éve ismert. Klesper nevéhez kotik, aki mar
1962-ben beszamolt a technika lehet6ségeirdl. Az SFC-ben még akkor — mivel kapillaris
kolonnakkal dolgoztak — sok technikai nehézség lépett fel, s a készulékek technikailag nem
voltak megfeleléek, a mérések nem voltak reprodukalhatok. Egészen 2008-ig, amikor az
acetonitril valsag idején mind az ipari, mind az akadémiai szakemberek ujra gondoltak az
SFC lehetbségeit. Szuperkritikus vagy kozel szuperkritikus allapotban bizonyos anyagok
slirlisége és oldoszer er6ssége hasonld a folyadékkromatografias mozgofazisokéhoz, mig
viszkozitasa és diffuzios tulajdonsagai pedig a gazok és a folyadékok kdzott van. Ebbdl
kdvetkez6en az anyagatadas gyorsabb, mint a folyadékkromatografiaban, de lassabb a
gazkromatografiaban mértnél. A szuperkritikus fluidumok kisebb viszkozitdsa miatt a
nyomaseseés is kisebb, mint a folyadékkromatografiaban. A szuperkritikus fluidokban a
komponensek diffuziés allandéi nagyobbak, mint folyadékokban, az anyagatadasi ellenallas
kisebb nagy linearis sebességeken is. Ez az oka, hogy hatékony elvalasztasokat lehet
elvégezni, ndévelve a mozgdfazis linearis sebességét. igy ma mar ezt a modszert is a gyors
folyadékkromatografias médszerek kdzé sorolhatjuk.

Novotny és Lee munkainak kdszOnhetéen el6szdr a kapillaris-SFC-t vezették be a
gyakorlati életbe (c-SFC). A c-SFC-ben a szén-dioxid mellett szénhidrogéneket, dinitrogén-
oxidot és ammoniat alkalmaztak mozgofazisként, és a gazkromatografia egyfajta
kiterjesztésének tekintették. Biztonsagi és technikai okokbdl azonban hamarosan a
széndioxid (szuperkritikus pontja: 31 °C, 74 bar) vette at a mozgofazisok kozott a vezetd
szerepet. A szuperkritikus széndioxid mozgofazist sikeresen alkalmaztak hélabilis

komponensek elvélasztdsara. Ebben az id6ben gazkromatografokat uzemeltettek
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szuperkritikus mozgofazissal, leggyakrabban langionizacios detektorokat alkalmaztak. Az
elsé SFC készulék 1983-ban kertlt piacra a Hewlett Packard jovoltabdl. Ez a készulék mar
lehetbvé tette a toltetes kolonnak (p-SFC) alkalmazasat, s6t el6szor nyilt lehetbség arra,
hogy a szuperkritikus mozgofazist egyéb oldészerekkel (pl. metanol) keveriék. A p-SFC
szamos elényt mutatott (tdbb lehetéség a szelektivitasban, gyors analizis idd, lehetéség
polaris komponensek elvalasztasara), mégis egy évtizedbe telt, mire elfogadott
kromatografias technikava érett. A 90-es évekre a kapillaris SFC kezdett visszaszorulni
technikai problémak és kis alkalmazasi terllete miatt. A tiszta szén-dioxid mivel apolaris,
csak apolaris komponenseket old, igy alkalmazasi teriilete csak a nem-polaris komponensek
és a petrolkémiai alkotdk elvalasztasara korlatozddott. Ezzel szemben a p-SFC alkalmazasi
lehetdségei viszont kiterjedtek. Berger szerint, — aki a modern SFC egyik uttéréje — a
kétkomponensl mozgdéfazisok alkalmazasaval (széndioxid és egy szerves modifikator) az
SFC alkalmazasi lehet6ségei és az elvalasztasok kinetikai hatékonysaga valahova a gaz- és
folyadékkromatografia k6zé esik. Elsésorban metanolt, etanolt és izopropanolt hasznaltak
szerves modifikatorokként. Ezek a polaris oldoszerek jelentésen novelték a vegyuletek
oldhatasagat, és egyuttal a megfefé6 mozgofazis er6sséget is be lehet allitani segitségukkel.
Kis mennyiségl polaris modifikator hozzaadasaval, a szuperkritikus fluid még megtartja kis
viszkozitasat, igy gyors marad a diffuzid, amely eredményeként az anyagatadas sebessége
nod.

Jelenleg az SFC legfébb elényei a kdvetkezdkben foglalhatd dssze:

- a mozgofazis viszkozitasa kisebb, mint a folyadékoké, ebbdl kdvetkezéen gyorsabb a

molekularis diffuzio, keskenyebbek a kromatografias csucsok

- a kis viszkozitdas megengedi a nagy aramlasi sebességek hasznalatat a kinetikai

hatékonysag csdkkenése nélkil

- kritikus elvalasztasok is megvaldsithatok a kolonnak sorba kapcsolasaval

A gyakorlatban altalaban 2 - 25 % szerves modifikatort adunk a mozgoéfazishoz, tehat a
szerves oldoszer felhasznalas kicsi. Ezért sokszor un. ,z6ld” vagy kdrnyezetbarat
elvalasztasi technikanak is szoktak nevezni az SFC-t. Ennek kilondsen a félpreparativ és a
preparativ elvalasztasokkor van jelentésége. A gyogyszeriparban gyakori, hogy preparativ
elvalasztasokra alkalmazzak az SFC-t.

A masik gyakran emlegetett elényds tulajdonsag, hogy a forditott fazisu kromatografiahoz
képest (ami a leggyakoribb gyogyszeranalitikai elvalasztasi mod) un. ortogonalis vagy
alternativ szelektivitast biztosit az SFC. A széndioxid apolaris mozgoéfazis, az SFC-ben
alkalmazott alléfazisok pedig polarisak, tehat a szelektivitas a normal fazisu

kromatografiahoz hasonld. Jol alkalmazhato kirdlis elvalasztasokra is, a legtébb enantiomer
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elvalasztas megoldhato polaris poliszacharid tipusu alléfazisokon szuperkritikus kdrilmények
kozott.

Jelenleg a modern SFC alkalmazasi terulete rendkivil nagy. Olyan polaris komponensek
is mérheték SFC-vel, amelyeket forditott fazisu kromatografias korlilmények kozott nem
tudunk mérni, mert nincs megfelel6 visszatartasuk. SFC-ben a szelektivitas és a visszatartas
els6sorban az allofazissal valtoztathatd, de mindkét kromatografias paramétert a polaris
modifikator minésége és koncentracidja nagyban befolyasolja. A leggyakrabban alkalmazott
polaris alléfazisok a szilika-, diol-, ciano- és 2-etilpiridin tipusuak, ezeket féleg polaris vagy
konnyen ionizalhaté komponensek elvalasztasara hasznalhatjuk.

Jelenleg az SFC fejlesztési iranyai azonosak a forditott fazisu kromatografiaval;
megjelentek a 2 ym alatti porézus tdltetek, a kis atmérdjd, rovid kolonnak és a kis oszlopon
kivili diszperzidval rendelkezd, ujgeneracids készulékek. A 2 ym alatti toltetekkel hasonlo
kinetikai hatékonysag érhetd el, mint a forditott fazisi UHPLC-ben, ez vezetett az (j
nomenklatira megsziletéséhez, nevezetesen az UHPSFC-hez (ultra nagyhatékonysagu
szuperkritikus fluid kromatografia). Nemrégiben héjszerkezetl toltetek alkalmazasarol is
beszamoltak, korilbelll 50%-os kinetikai hatékonysag novelés érhetd el a 3 uym-es teljesen
porozus toltetekhez képest (hasonldan, mint forditott fazisu kromatografiaban). Jelenleg két
gyarté forgalmaz UHPSFC késziiléket, nevezetesen a Waters UPC%t és az Agilent Aurora
rendszereket. EI6bbi 414 bar-os, utobbi 600 bar-os maximalis nyomasteljesitménnyel. Ezen
rendszerek oszloponkivilli varianacidja 0% = 80 — 100 uL? kdézé esik, ami a korabbi
rendszerekhez képest oriasi elérelépést jelent. A teljes oszlopon kivili térfogat pedig 55 — 60
uL. llyen készulék teljesitményjellemzdk mellett jelenleg a 100 x 3 mm kolonnadimenzié az
optimalis. Sajnos a 2,1 mm atmérdjd kolonnak még mindig csak igen nagy hatékonysag
veszteség mellett hasznalhatok.

A modern SFC, UHPSFC sokszinliségének koészonhetéen — a korabban emlitett
preparativ és kiralis elvalasztasok mellett — egyre jobban kezd elterjedni a gydgyszeripari
kutatd és mindségellen6érzd laboratoriumokban. Alexander és mtsai. forditott fazisu
folyadékkromatografias és ortogonalis szelektivitast biztosit6 SFC mddszert mutattak be
antiretroviralis hatdéanyagokat tartalmazoé (lamivudin, efavirenz és fesztinavir) kombinalt
gyogyszerkészitmény mindsitésére. A mobdszert be is vezették a gyogyszeripari

min&ségellenérzd laboratoriumban. A 47. dbran a kétféle elvalasztast mutatjuk be.
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47.abra: Antiretroviralis hatbanyagokat tartalmazé kombinalt gyégyszerkészitmény
bomlasvizsgalata forditott fazist kromatografiaval (RP-LC, feliil) és
szuperkritikus fluid kromatografias médszerrel (SFC, alul).

Taylor és mtsai. peptideket valasztottak el SFC korlilmények kozott. A terner mozgofazis
(széndioxid-metanol-viz) vizes részébe ionparképzd adalékot (trifluorecetsav, ammonium
acetat) adtak. Perrenoud gydgyszerhatéanyagok elvalasztasara dolgozott ki UHPSFC
mobdszereket és részletesen tanulmanyozta a kinetikai hatékonysag fokozasanak
lehetdéségeit. Kolonnak sorba kapcsolasaval és a gradiens korulmények megfelel
moddositasaval igen nagy csucskapacitasokat értek el viszonylag rovid analizis id6 mellett (48.
abra).

A szuperkritikus fluid kromatografia — elsésorban az UHPSFC - egyre jobban kezd
elterjedni, és ugy tlinik, a gyodgyszeripar is kezdi elfogadni a technikaban rejl6 lehet6ségeket.

A forditott fazisu folyadékkromatografia igéretes kiegészité mddszere lehet a kdzeljovdben.
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48.abra: Benzodiazepinek UHPSFC-s elvalasztasa. Eltcios sorrend: prazepam, flunitrazepam,
klorazepate, dezmetilflunitrazepam, nitrazepam, klonazepam, midazolam, brotizolam, 7-
aminoflunitrazepam, alprazolam és triazolam). Kolonna: Acquity UPC2 BEH 100 mm x 3 mm, 1,7 um,
mozgoéfazis hémeérséklet: 40 °C, hatsé nyomas: 150 bar, gradiens eltcio: 2—17% MeOH, térfogataram:
2,5 mL/perc, gradiens id6: 5 perc, (A) és 10 perc (B). Két oszlop sorba kétésével (20 cm oszlop),
térfogataram: 1,25 mL/min, gradiens idé: 20 perc (C) és 40 perc (D).
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6. A pH mérés és hatasa a folyadékkromatografias elvalasztasra

6.1. A pH definicidja, elsédleges és masodlagos pufferek

A folyadékkromatografiaban a gyengén savas vagy bazikus csoportot tartalmazé
vegylletek elvalasztasakor a pH helyes megvalasztasanak alapvetd szerepe van. Kérdés,
hogy ezzel a latszolag egyszeriinek tin6é mdvelettel hogyan birkozunk meg a
folyadékkromatografias gyakorlatban. A probléma a pH értelmezésénél kezdddik vizes
kdzegben, majd folytatddik, amikor attérink viz-szerves oldoszer elegybe.

A pH eredeti definicidjat 1906-ban Sérensen adta meg a mai nomenklatura nyelvén a

kovetkez6 6sszefluiggéssel:
C
pH=-lg (45)

ahol a Cy a hidrogénion koncentraciéja mol/dm?® koncentraciéban, a C° jelentette a
standard allapotot, amely szamszer(ien megegyezett 1 mol/dm3*rel. Az, hogy a pH
mértékegység nélkuli szam legyen, igy volt elérhetd. Késbbbiekben az valt elfogadotta, hogy

a pH-t a hidrogénion relativ aktivitdsaval jobban lehet jellemezni vizes oldatokban.

m
pH =-lga, =-lg"71 (46)
m
ahol az ay molalitas alapon megadott relativ hidrogén aktivitas, yq a molaris aktivitasi

koefficiens, m° standard molalitas.

A pH eredeti célja az volt, hogy a hidrogén-ion aktivitast mérje vizes oldatban, a definicié
szerinti mérést azonban termodinamikailag érvényes médon nem lehet kivitelezni. igy a pH
nem mas, mint egy megallapodason alapuld definicio, amelyet, ha pontosan ugyanolyan
modon végzunk el, akkor az adatok dsszehasonlithatok lesznek. A gyakorlati méréseknél a
pH munkadefiniciojat alkalmazzuk. Ennek soran kivalasztunk olyan anyagokat, amelynek
meghatarozott Osszetételéhez adott hémérsékleten pH értékeket rendeliink. Ezekkel
meghatarozzuk az elektromotoros erét 1, 2, vagy 5 kiildnb6z6 értékre, olyan galvancellakkal,
amelyeknél a hatarfelileten nem lép fel kilén potencial, majd megmérjik a mintaban az

elektrodpotencialt, és a Nerst-torvény érvényességét feltételezve szamoljuk a pH értéket (47).
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70’0591{%0}1 (47)

E=E, +ElnaH ~ E,+

zF

ahol E az elektrédpotencial, Eq a standard elektrodpotencial, R az egyetemes gazallando,
T a hémérséklet és z az oxidalt és redukalt forma oxidacios allapotanak kiuldnbsége
(esetinkben z = 1).

Az els6dleges standardokat, az azokhoz rendelt adatokat (melyeket abszolut pH
méréssel allapitottak meg), valamint a pH mérésnél alkalmazott elsédleges és masodlagos
referencia anyagokat a XIX. — XXI. Mellékletben adtuk meg. A masodlagos standardokat
olyan elektrokémia cellaval mérték, ahol a folyadék hatarfelileten fellépd potencial
elhanyagolhato. A gyakorlatban Uvegelektrodot hasznalunk a mérésre, ahol ez a feltételezés
mar nem tehet6 meg. A folyadékkromatografids gyakorlatban viszont, kilénbdzé okokbdl,
amelyeknek egy részét a tovabbiakban targyaljuk, a 0,05 - 0,1 pH egység megfelels és
toleralt. Az uUvegelekiroddal torténé mérés kielégiti a kovetelményeket. Tehat adott
els6dleges vagy masodlagos puffer oldatban kalibraljuk az Gvegelektrodot, és a kdvetkez6

Osszefuggés adja a pH értéket.

i = PHS)+[E©S) = EC)

59 (48)

ahol pH(S) a kalibralé puffer pH-ja, E(S) az ebben mért elektréd potencial mV-ban, E(X)
a mintaban mért elektréd potencial 25 °C-on.

Az elméleti hattér és a mérések részletezése nélkul az IUPAC (International Union of
Pure and applied Chemistry) ,Measurment of pH. Definition, standards, and procedures”
szerint a kalibracional a kévetkez8 bizonytalansagok lépnek fel a kalibralé oldatok szamatdl
fuggben:

- Ketténél tobb pontos kalibraciénal (5 pont): 0,01-0,03

- Két pontos kalibracional (a mérendé a kettd kézé esik): 0,02-0,03

- Egy pontos kalibraciénal (ApH=3, 59 mV/pH): 0,3

A fenti mérési bizonytalansagokat dsszevetjik a folyadékkromatografia megkdvetelte
pontossaggal, akkor a kétpontos kalibracié elegendd, ha a beallitandé puffer pH-ja a ketté
kézé esik. Forditott fazisu folyadékkromatografiaban, a szilikagél alapu télteteknél a pH-t
behatarolja az alléfazis. A hagyomanyos forditott fazisu tolteteknél ez a tartomany 2 - 8 pH
kozé esik. A kalibracidonal tehat, ha egyet-egyet az elsédleges vagy a masodlagos referencia
anyagokbol valasztunk a kis (2) és a nagy (8 - 9) pH-ra javasoltak kozil, és ezekre

kalibralunk, akkor a folyadékkromatografia megkovetelte pontossagnak eleget teszink.
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6.2. A pH mérés lehetéségei és gyakorlata a folyadékkromatografiaban

A pufferek pH-jat viszonyitva az els6dleges és/vagy masodlagos pufferekhez,
egyeértelmien és reprodukalhatéan lehet mérni. Kérdéses viszont, hogy mit értunk a
mozgofazis pH-jan és hogyan mérjuk azt. Harom lehetéség kinalkozik a mozgofazis pH-
janak beallitasara:

- Mérjuk a puffer pH-t és ehhez adjuk a szerves olddszert.

- Kalibréaljuk az Gvegelektrédot az elsédleges és/vagy masodlagos pufferekre, és utana

a kész mozgofazisban mérjuk a pH-t.

- A kalibracional az elsédleges és/vagy masodlagos puffereket a mozgoéfazisba mérjuk

be, és a mérést is a mozgofazisban végezzuik el.

Az els6 esetben a pH als6 és fels6 indexében is ,w” kell, hogy szerepeljen, a masodik
esetben, az als6 indexben ,w”, a felsében ,s”, a harmadik esetben mind az als6, mind a felsé
indexben ,s”-nek kell szerepelni. A harom mérési moédszer harom eltéré eredményt (szamot)
ad. Kérdés, hogy milyen szempontbdl lehet érdekes a ,valodi” hidrogén-ion aktivitas. Az elsd
lényeges kérdés, hogy a gyartdé cégek altal megadott pH tartomany a forditott fazisu
toltetekre milyen moédon mért értékre értendd. A masik 1ényeges kérdés kapcsolodik a proton
funkcids vegylletek elvalasztasahoz (a savas vagy bazikus csoportot tartalmazokra). Az
ilyen tipusu elvalasztasoknal a pH alapvetd paraméter, mert a vegyulletek pK, értékéhez
képest kell beallitani.

Ahhoz, hogy a hidrogénion aktivitas hatasat megértsuk, vissza kell mennink az
ionaktivitas altalanos elméletéhez, nevezetesen a Debey-Hickel kdzelitéshez és a Bates-
Guggenheim konvenciohoz. Az elébbi a termodinamikailag nem mérhet6 egyedi hidrogén-
ion aktivitas becslését teszi lehetévé, az utdbbi ezt kiterjeszti mas oldészerekre is.

A Debey-Hlickel 6sszefliggés:

AII/Z

S 49
1+a,BI" (49)

logy, =

ahol yy az egyedi hidrogén-ion aktivitas, | az ionerésség, A és B konstansok, amelyek az

olddszertdl és a hédmérséklettdl fliggenek, és a, a szolvatalt ionméret.
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Az eredeti Bates-Guggenheim konvencid szerint az oldoszer viz és a standard allapotot
is erre vonatkoztatjuk, ugyhogy a hidrogén-ion koncentraciot vegtelen kicsinek vesszik,
akkor az a,*B értéke 1,5. Ha a fenti adatokat atvisszlik mas oldészerekre is, akkor az elébbi

megkozelités szerint az alabbi 6sszefliggést kapjuk:
a,°B = I,S[Wgsp /(SEW,D)]”2 (50)

ahol a felsd index s az adott oldészert, mig w a vizet jelenti, € az adott oldészer és viz
permittivitasat, p pedig a slrliséget.

Amennyiben a pH-t értelmezni akarjuk a forditott fazisu mozgdéfazisoknal, akkor a
standard allapot nem lehet mas, mint az adott oldészer, és ebben a hidrogén-ion
koncentraciot végtelen kicsinek vesszik. Ez egy Ujabb hidrogén-ion skalat jelent. A vizre
vonatkozo6 pH skalat szokas ,.abszolut” pH skalanak nevezni.

A két pH skala megkllonboztetésére az IUPAC (Robinson és Stoke alapjan) a kdvetkez6
megkozelitést javasolja, amennyiben a pH-t az abszolut értékhez akarjuk hasonlitani, vagy
kifejezni vele, akkor a pH alsé indexében ,w” szerepel, és a fels6 indexben ,s”. Ha az adott

kozeg (oldészer) a viszonyitasi alap, akkor az also és a fels6 indexben is ,s” szerepel:
2 pH=3pH ~log,$75)) (51)

amennyiben a vizre definidljuk a standard allapotot, akkor a két skala megegyezik.

Ezeket a meggondolasokat kell alkalmaznunk az 6sszes sav-bazis egyensulyra is, ahol a
pH-nak szerepe van. Ennek megfeleléen a savi disszociacios alland6 negativ logaritmusara
is (PKa):

S pK,=SpK, —log(,574) (52)

Ebben az dsszefliggésben a hidrogén-ion standard allapota, a viz és koncentracidja,
illetve az aktivitasi koefficiens értéke tart az egyhez, ha végtelen hig oldatban van, de az
egyensulyban résztvevé egyéb ionok vagy molekuldknal a viszonyitasi alap az adott
mozgdéfazis.

A XXII. — XXIV. Mellékletben, a folyadékkromatografiaban leggyakrabban alkalmazott
olddszerekre adunk meg adatokat, amelyek segitségével a kiilénb6z6 skalaval definialt pH-k
atszamolhatok. A tablazatban megadott pK., megegyezik az el6bbi 6sszefliggésben
megadott, és az ,abszolut” pH skalara visszavezetett értékkel. Itt jegyezzik meg, hogy pH*
vagy pK.* az adott mozgdéfazisra vonatkozo (,s” alul és felll) jeldlése volt régen.

Az el6zbkben lathatd, hogy a gyakorlatban miért lehet eltéréen megadni és mérmi a

mozgodfazis pH-jat, amely értékek a kdzegtdl fliggben mas és mas hidrogén-ion aktivitast
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jelentenek. Itt ismét vissza kell kanyarodnunk a pH munka-definicidjahoz, hogy egyértelmien
értelmezni tudjuk a hidrogén-ion aktivitast a mozgéfazisban. Tovabbiakban kérdés, hogy a
standard allapotot mire vonatkoztatjuk. Amennyiben indexek nélkul hasznaljuk a kifejezést,
akkor mindig a viz jelenti az olddszert. Folyadékkromatografias gyakorlatban, ahol az esetek
donté tobbségében vizzel elegyedd oldoszereket hasznalnunk, meg kall adnunk a

vonatkoztatasi (standard) allapotot. A mozgofazisra vonatkoztatva ez a kdvetkez6t jelenti:
ngX :ngs _(SEX_SES )/g (53)

ahol s°pHx jelenti a mozgéfazisra vonatkoztatott pH értéket, s°pHs jelenti az ugyanolyan
oldészerelegyben mért referencia pH értéket, mint a mozgéfazis, SEx jelenti az ismeretlen
oldatban mért elektromotoros erét, mig az SEs jelenti a referencia oldatban mért
elektromotoros erét, a g (ha mV-ban adjuk meg az elektromotoros erét), akkor 59 mV (Nersti
viselkedés), masképpen a kalibracidés egyenes iranytangense. Ennél a kifejezésnél a
hatarfeltleten fellépd potencialtdl eltekintiink.

Ez egyben annyit is jelent, hogyha nem a&llnak rendelkezésunkre Osszefliggések a
mozgéfazis Osszetételének figgvényében a pH valtozasrél, akkor minden egyes
Osszetételnél kalibralnunk kell!

Néhany oldoszerelegyre, bizonyos dsszetételig ezek az adatok rendelkezésre allnak. igy
példaul viz-acetonitril elegyre 75 tf.%-ig és viz-tertrahidrofuran 72 tf.%-ig. A mérési adatokra
gOrbéket illesztettek és ez alapjan adtdk meg az adatokat (XXV. — XXVI. Melléklet). A
tablazatokban mért adatokat késébb felhasznaljuk a kulonb6zé6 pH  skalak
0dsszehasonlitasanal.

A kovetkez6 lehetbség a pH mérésére a vizes kdzegben kalibracié és a mozgdéfazisban a

meres:
VprH}{ :VVII//pHS - (SEX_WES)/g (54)

Ennél a médszernél csak a vizes puffer oldatra kell kalibralni. Tehat az el6z6 mddszerhez

képest egyszerlbb a kivitelezése.
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A két eltérd moédon mért pH érték egymasba atszamolhaté a kdvetkezd dsszefiggések

segitségeével:
5=E, ~log\$7% JspH-SpH (55)
E; :(SEJX_WEJS)/g (56)

ahol E; a hatarfellleti potencial, amely a referencia oldat és a mozgofazis kozott fellép.
Ennek értéke egy jol tervezett kombinalt Gvegelektrédanal 0,01 pH nagysagrendbe esik. A
gyakorlati szamitasoknal csak azzal a hatassal kell szamolnunk, amely akkor lép fel, ha a

hidrogén-iont a vizes kdzegbél atvisszik a nem vizes kdzegbe.

5=—log(wfj/2,) (57)

Ezeket az adatokat viz-metanol elegyre a teljes koncentracié tartomanyban ismerjuk
valamint részben a viz-acetonitril elegyre (lasd XXII. — XXIIl. Mellékletben).

A két médon mért pH ugyanarra az oldoszerre vonatkozik, csak a standard allapotban
kllénbdznek, amelyre az aktivitasi koefficienst egységnyinek tekintjik. Metanolra vonatkozé
adatokbdl lathaté, hogy jelentés eltérés csak a nagy szerves olddszer tartalomnal van.
Acetonitrilre az adatok csak 60%-ig vannak és itt az eltérés -0,44.

Folyadékkromatografias gyakorlatban elterjedt, hogy csak a puffer pH-jat mérjuk. Ez
gyakorlatilag a wW“pH, ennek atszamolasa az el6z6 két pH-ra nehézségekbe (itkdzik. Amig a
wPH és a s°pH értékek killdnbségét csak az olddszerek kodzotti dnprotonalodasi
tényezékbeli kiildnbség adja, addig csak a puffer pH-n alapulé mozgdéfazis megadasnal mar
a vizsgalt vegyulet is kdzbejatszik. Mas oldalrél nézve viszont a folyadékkromatografiaban
arra kell valaszt adni, hogy a pKa, £ 0,5 egységnél ne legyen nagyobb a kilénbség a mért és
a valédi pH érték kdzott. Ennek oka, hogy ebben a tartomanyban nagy a pH valtozas okozta
szelektivitasvaltozas, és a kromatografias gyakorlatban soha nem az abszolut értékek
jatsszak a fOészerepet az elvalasztasban, hanem a retenciok egymashoz valo viszonya.
Amennyiben a teljesen ionvisszaszoritott vagy ionizalt értéket akarjuk elémi, akkor is, ha
vizben mért értékekhez képest a hatart pK, = 2-ben adjuk meg, akkor sem okoz 0,5 pK,
egység elcsuszas az ionizacid mértékében nagymeértékd valtozast. A XXIl. — XXIV.
Mellékletben az s°pH-ra adtak meg empirikus Osszefliiggést az acetonitril, metanol és
puffer volt. Az adatok alapjan megallapithaté, hogyha + 0,50 pH egység kritériumot
alkalmazzuk, akkor a pufferre vonatkozé pH érték alkalmazhaté a mozgoéfazisra anélkiil,

hogy a szelektivitas (relativ retencid) jelentésen valtozna. Mivel a protolitikus folyamatokra a
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vizes és nem vizes kozegben ugyanazok az elméleti megfontolasok igazak, mint amit
bemutattunk a pH-ra, az el6z6ekben eléadottak érvényesek a pK,-ra is. A tovabbiakban ezt
nézzik at részletesebben. A 6. tablazatban néhany vegyllet vizes kbzegben mért pK,

ertékét mutatjuk meg.

6. tablazat: Nénany vegylilet pK, értéke vizes kbrnyezetben.

Puffer pK. pH tartomany UV cut-off
Trifluorecetsav <2 <25 210nm (0,1%)
Foszfat (pK) 2,1 1,1-31 < 200nm (10mM)
Citrat (pK4) 3,1 2,1-41 230nm (10mM)
Formiat 3,8 2,8-4,8 210nm (10mM)
Citrat (pKy) 4,7 3,7-57 230nm (10mM)
Acetat 4,8 3,8-5,8 210nm (10mM)
Citrat (pKs) 54 44-6,4 230nm (10mM)
Karbonat (pK,) 6,4 54-74 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKy) 7,2 6,2 -8,2 < 200nm (10mM)
Trietanolamin 7,8 6,8-8,8 200nm (10mM)
Tris 8,3 7,3-8,3 205nm (10mM)
Dietanolamin 8,9 7,9-99 200nm (10mM)
Ammonia 9,2 8,2-10,2 200nm (10mM)
Etanolamin 9,5 8,5-10,5 200nm (10mM)
Karbonat (pKy) 10,3 9,3-11.3 < 200nm (10mM)
Dietilamin 10,5 9,5-11,5 < 200nm (10mM)
Trietilamin 11,0 10,0-12,0 < 200nm (10mM)
Foszfat (pKs) 12,3  11,3-13,3 < 200nm (10mM)

6.3. A pK, értékek a mozgéfazisban és alkalmazasuk a folyadékkromatografias

gyakorlatban

Savas vagy bazikus csoportot tartalmazé vegyulleteknél elérkeztink az egyik kdzponti
kérdéshez, milyen pH értéken dolgozzunk, vagy meddig noévelhetjuk a pH értéket ahhoz,
hogy a szabad bazist kapjuk meg, vagy a savas csoportot tartalmazé vegyulleteknél meddig
csOkkenthetjilk a pH-t anélkil, hogy a kolonnat tonkretennénk. Az el6z6 pontok
kimondatlanul is arrél szoltak, hogy a pH, mint fogalom egy mliveleti paraméter, amely
mérésének megvannak az egyértelmld szabalyai. A protonalédast, a deprotonalédast, és a
kolonna ténkremenetelt viszont az oldatok hidrogén-ion aktivitdsa szabja meg. Megallapitast

nyert, hogyha csak a puffer pH-jat mérjik, akkor a nem vizes oldatban a hidrogén-ion
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aktivitas nem adhaté meg. igy a vizes pufferoldatokra megadott kolonna stabilitas értéke
nem szamolhato ki csak a puffer pH ismeretében. A mozgdéfazisban meért, de vizre kalibralt
pH mérésnél mar a hidrogén-ion aktivitasok a megadottak alapjan szamolhatok, amennyiben
az elektrédoknal a hatarfeluleti potencial elhanyagolhaté. A XXII. — XXIV. Mellékletben két
oszlop is erre a célra szolgal, az egyikben a viz-szerves oldoszer pK, értéke talalhatd, mig a
masikban a & érték, mely a szerves oldoszerben mért és a szerves olddszert, mind standard
allapotot hasznald és a valodi hidrogénion aktivitast megkozelité pH szamithato.

Nézzink erre egy példat: 25°C-on a viz &nprotonalddasi allanddjanak negativ
logaritmusa 14, azaz a pH skalat 0 és 14 kozott értelmezzik. Metanolnal ez az érték 16,77, a
pH skala ennek megfeleléen 0 és 16,77 kdzott értelmezendd. Acetonitril-viz esetén a pK,
érték 34,40, tetrahidrofuran-viznél 34,70 értékig terjed. A tablazatokbdl kiolvashaté masik
jellegzetesség, hogy ezek a pK, értékek, kiléndsen a nagy szerves olddszer tartalomnal
valtoznak meg jelentésen. Sajnalatos mdédon adatok az irodalomban még nem jelentek meg,
hogy a vizre megadott 1-8 pH kozétti stabilitas hogyan vihetd at a szerves olddszer tartalmu
mozgofazisban mért pH stabilitasra. Spekulativ médon azonban kdvetkeztethetink ezekre
az adatokra. Példaul 70 tf.% acetonitril-viz elegynél a pH skala kitolédasa 3,14, igy a forditott
fazisu toltet felsd pH (s>pH) hatara 11 koriil van. Ismételten fel kell hivni a figyelmet, hogy ez
nem az alkalmazott puffer pH-ja!l Mindezekbdl latszik, hogy a viszonylag egyszeri pH
megadasi és mérési médszer (puffer pH-ja, vagy masképpen vizben mért és viz, mint
standard allapot, melyben a hidrogén-ion aktivitasi koefficiens 14, ha végtelen hig az oldat)
adja a hasznalhaté kolonna pH tartomanyardl a legkevesebb informaciét. Gyakorlati
szempontbdl is elérkeztink egy lényeges dologhoz, hogyan lehetséges puffer oldatokat
készitenlink, hogy azok reprodukalhatéak legyenek. Ez a kérdés ismételten visszavezethet6
arra, hogy az oldatban mért hidrogén-ion aktivitds még vizes oldatban sem térvényszerien
egyezik meg a mért pH értékkel, tovabba az ion koncentracio is befolyasolja. Kovetkezmeény,
hogy az eltérben készitett és a pH mérd altal azonos értéket add oldatok hidrogén-ion
aktivitasa eltérd, és a modszer reprodukalasanal eltérd eredmeényt kapunk. Ezek utan nézzik

meg, hogy hanyféleképpen készithetjik el a puffert.

1. moddszer: Az ajanlott modszer, hogy az elsédleges és/vagy masodlagos pufferekbdl
tdomeg szerint dsszemérjik az oldatokat, és a nemzetkdzileg elfogadott értéket hasznaljuk.
Ez egyértelm(i, mindenhol reprodukalhato. Amennyiben tablazatban az adott 6sszetételt és a
hozza tartozé pH értéket nem talaljuk meg, akkor a tiszta komponensekbdl tdérzsoldatot
készitlink, ezek pH-ja adott és a megadott aranyokban 6sszemérjik, és mérjik a pH értéket.
A tdmegmérés az egyik legpontosabb analitikai mérésunk. A 7. tablazatban 0,1 M-os

pufferek készitésére adunk javaslatot.
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7. tablazat: 0,1M-os pufferek készitése.

oH A-oldat B-oldat oH C-oldat  D-oldat oH B-oldat  E-oldat
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
2,0 565 435 3,6 926 74 5,6 948 52
2,2 455 545 3,8 880 120 5,8 920 80
2,4 345 655 4,0 820 180 6,0 877 123
2,6 250 750 4,2 736 264 6,2 815 185
2,8 175 825 4.4 610 390 6,4 735 265
3,0 110 890 4,6 510 490 6,6 685 315
3,2 55 945 4,8 400 600 6,8 510 490
5,0 296 704 7,0 390 610
52 210 790 7,2 280 720
54 176 824 7.4 190 810
5,6 96 904 7,6 130 870
7,8 85 915
8,0 53 947

A-oldat: 0,1M foszforav

B-oldat: 0,1M natrium-dihidrogén-foszfat
C-oldat: 0,1M ecetsav

D-oldat: 0,1M natrium-acetat

E-oldat: 0,1M dinatrium-hidrogén-foszfat

2. modszer: Az analitikai-kémiai szamitasoknal megismert kozelité képlet alapjan

szamitast végzunk:

pH = pK +log g” (58)

sav

A képlet alapjan kiszamoljuk, hogy 0,01 mol/dm® savhoz mennyi bazist kell adni, hogy 4-
es legyen a pH értéke. Készitsiink ecetsav-natrium-acetat puffert (pK,=4,76). Bemérink
0,01 mol ecetsavat egy 1000 mil-es normallombikba, majd a szamitas alapjan hozzaadunk
0,015 mol natrium-hidroxidot és jelre toltjik a lombikot. A pH csak kdrtlbelll lesz 4-es értékd,
mert a bazisnal nem vettlk figyelembe az aktivitasfiggést (lasd Debye-Hlickel elmélet vagy
Bates-Guenheim kozelités). A hidrogén-ion aktivitds fugg a disszociacios allandétol, az
egyéb ionoktodl, a mozgd fazisban mért valodi hidrogénion aktivitastol és az dnprotonalédasi
allandotol. Hogy a bazikus karakterl anyagoknal ez milyen mértékd, irodalombdl vett

példaval illusztraljuk:
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Legyen az oldatunk 0,01 mol/dm® NaOH, ekkor az aktivitdsa, a; = Cyu, ez 0,01-0,9 =
0,009. Az ay=K,/as = 1,11:(-14), a vizre vonatkoztatott pH érték 11,95. Itt az eltérés a
kromatografias viselkedésben csak kismeértékl. 50 tf.%-o0s acetonitril-viz elegyben yy értéke
0,856, igy az as érteke 0,00856, a mozgofazis pK, értéke 10(-15,48) és az oldoszerre
vonatkoztatott pH = 13,41.

Ez ismét ramutat arra, hogy a hidrogén-ion aktivitds pH értelmezésnél is problémak
vannak, igy a puffer elkészités modja eltéré aktivitast, pH-t jelent, amely a retenciét nagyban
befolyasolja. A pH szamitasahoz és puffer-oldatok készitéséhez segitséget nyujthatnak
szamitogépes szoftverek is, mint pl. a BufferMaker program. A XXVII. — XXX.
Mellékletekben a leggyakrabban alkalmazott pufferek elkészitéséhez talalunk szamitott

osszetételeket.

3. modszer: Bemérjuk az ecetsavat és NaOH-dal 4-es pH értékig titraljuk. Ismételten a
hidrogén-ion  aktivitds meghatarozatlansaga okoz bizonytalansagot a retencié

reprodukalasaban.

4. mobdszer: A fenti milveletet a mozgdfazisban hajtjuk végre. A mozgdfazishoz
hozzamérjik az ecetsavat, és NaOH oldattal titralva allitjuk be a pH értéket. Ekkor a vizre
vonatkoztatott értékhez képest megkapjuk a vizre kalibralt, de a mozgd fazisban mért pH

értéket, amely eltér a vizre vonatkoztatottdl és a szerves oldészerre vonatkoztatottdl is.

A puffer készitésnél, tehat az els6 modszer ajanlott. Modszer atvételnél mindig ellendrizni
kell, hogy hogyan készitették a puffert és mit értettek mozgofazis pH alatt.

Ahogy az el6z6kben a pH mérésénél és értelmezésénél targyaltuk, ha a vizes k6zegben
elkészitett puffert a szerves oldoszer tartalmi mozgofazisba tesszik, megvaltozik a
hidrogén-ion aktivitasa, mert megvaltoznak a disszociacios viszonyok. Természetesen ez
igaz a savas vagy bazikus csoportokat tartalmazé vegyuletekre is. Mas lesz a disszociacios
allanddjuk vizben, és mas lesz a mozgofazisban. Mivel a savas és/vagy bazikus csoportokat
tartalmazo vegytleteknél az optimalizalas sarkalatos pontja a mozgéfazisban mért pK, érték,
és ehhez viszonyitott hidrogén-ion aktivitas, tovabbiakban ezeket a hatasokat vesszik
figyelembe és nézzik, hogy milyen megkozelitéseket hasznalhatunk majd.

A pK, érték ismerete alapveté a folyadékkromatografias elvalasztas tervezésénél. A
gyakorlati adatok alapjan az mondhaté el, hogy a valtozas vegyiletrél vegytlletre valtozik.
Néhany altalanos trend azonban megadhaté. Ezek kozll ketté emelendd ki. Az egyik, hogy a
savas csoportot tartalmazo vegyuleteknél a forditott fazisu korilmények kozott a pK, értéke

novekszik. Ez annyit jelent, hogy a vizben mért értékekhez képest az ionizalt forma aranya
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megvaltozik, mert a pH skala megvaltozott. A novekvd szerves olddszer koncentracioval

megvaltoznak a szolvatacios viszonyok.

6.4. A pH és pK, érték valtozas savas pufferek alkalmazasakor savas csoportot

tartalmazé vegyiiletek meghatarozasakor

Elméleti alapon mar targyaltuk a savas és bazikus csoportot tartalmazé vegyuletek
visszatartasanak valtozasat a pH-val, amelyet a hidrogén-ion aktivitdsaval vettik
egyenértékiinek, most részletesen targyaljuk, hogy a gyakorlatban milyen kozelitéseket
alkalmazhatunk.

A pufferek alkalmazasanal alapvetdé szempont, hogy a legkisebb koncentraciéban
alkalmazzuk. (A XXVII. Melléklet néhany puffer oldhatosagat szemlélteti viz-szerves oldoszer
elegyben). Ahhoz, hogy ez a feltétel teljesiljon, az kell, hogy a pufferkapacitas az adott pH
értéken nagy legyen. Jol ismert, hogy a pufferkapacitas a puffer pK, £ 1-es pH tartomanyban
megfeleld. Amennyiben a szerves oldészer hatasara a pK, érték kikerul ebbdél a
tartomanybdl, akkor a vart hatas, azaz a pufferkapacitas akar egy nagysagrenddel is kisebb
lehet, amelynek az a kdvetkezménye, hogy az eltérd pH-ju mintanal a komponensek
molekularis formait nem képes a mozgoéfazis megszabta aranyra a kolonna elején gyorsan
atallitani, és ez csucsszélesedést vagy csucs megosztast eredményez (splitting). Nézzuk
meg eldészor is, hogy milyen iranyban valtozik meg a savas pufferek pK, értéke. Savas
pufferek alatt azokat értjiik, amelyeket egy gyenge sav és annak er6s bazisbdl eldallitott
s6jabol készitink. Ebbe a csoportba tartoznak a foszfat, az ecetsav/natrium-acetat,
citromsav/natrium-citrat pufferek, hogy a legtdbbet alkalmazottakbdl néhanyat emlitstink.

A pK, érték valtozasa a puffer savas jellegének megvaltozasaval fligg dssze. A savas
jelleg névekedése vagy csOkkenése viszont azzal fligg 6ssze, hogy a kdzeg — esetiinkben az
alkalmazott mozgofazis — milyen mértékben képes szolvatalni (hidratalni) a hidrogén-iont.
Az olddszereknek ez a képessége nagyban 6sszefiigg a dielektromos allanddéjukkal. A viz,
amely ebben az esetben a viszonyité olddszer nagy dielektromos allandéju (¢ = 80,
szobahdmérsékleten), ha ehhez szerves oldoszert adunk, akkor az oldészerelegy
dielektromos allanddja csokken. Ebbél kdvetkezéen a szolvatald képessége is csOkken,
amely a savi er6sség csokkenését eredményezi. Anélkil, hogy az dsszetett elméleti
levezetésbe belemennénk, az Izmailov A&ltal levezetett Osszefiiggést adjuk meg, az

el6zéekben bemutatott pK, valtozas (shift) alatamasztasara:

__vac 62 (Z - 1) Z:S’SG;)OLV

K, - -
weP s 303 (S T 2.303RT

sPK,=1wpK,, (59)
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ahol a mozgdéfazisban mért pK, értéket az oldészer dielektromos allanddjaval (g) és a
szolvatacios energiaval (Gsov) hozza 6sszefliggésbe. Viszonyité alap a vakuum, ahol
nincsenek specifikus szolvatacios hatasok, e az elektron toltését, z a toltésszamot, T a
hémérsékletet, k a Boltzmann allandét, r az ionok atlagos atmérdjét adja meg.

Az 0Osszefuggésbdl egyeértelml, hogy a szolvatacids energia csOkkenésével a
vakuumban mért aciditas csokkenése kisebb mértékd, igy egy relativ skalan mérve ez pK,
novekedést ad. Az ion visszaszoritott savaknal z = 0 és ezért a dielektromos allandot
tartalmazo tag is pozitiv lesz, ami egyértelmiien noveli a pK, értéket.

Bazisos puffereknél a konjugalt sav toltése 1, igy az elektrosztatikus tag nem valtoztatja
meg a pK, értéket, csak a szolvatacios tag, ahogy mar az el6z8ekben hangsulyoztuk, hogy a
forditott fazisu folyadékkromatografiaban alkalmazott oldészerek az ionos formaban 1évd
anyagokat kevésbé szolvataljak, mint a viz, igy ez a tag a bazikus pufferekre a pK, értékben
csOkkenést eredményez. Bazikus pufferekrél akkor beszélink, ha tompité oldat egyik
komponense gyenge bazis, és/vagy gyenge bazisnak erés savval képzett soja.

Felhasznalva az el6z6 6sszefliggést és megnézzik a pK, valtozast savas pufferekre,

akkor a kdvetkezb Osszefliggést kapjuk:

g PK _VVVVPKHA ::ZEPK —aPK

D _ 62(2_1) 1 _L _<ng§0LV _ZVV;G;)OLV) (60)
thoT ST 2 303rkT &
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Feltételezve, hogy a vizben és a mozgofazisban a szolvatacios energiak csak kevésbé
térnek el, akkor a valtozast els6dlegesen a kdzeg dielektromos allanddjanak valtozasara
vezethetjuk vissza. A XXII. — XXIV. Mellékletben ezeket a dielektromos allandokat megadtuk.
Acetonitril-viz elegynél a valtozas el6szor kisebb mértékli, majd a valtozas nagysaga
valamelyest né. Folyadékkromatografias gyakorlatban, ahol a pufferekkel egy adott
tartomanyban kell dolgoznunk (pK, = 1), a pK, valtozast savas puffereknél linearis

Osszefliggés alkalmazasaval kdzelithetjik:
N _ /4
s PKy = agy pKy, + by (61)

Az Osszefliggést az elézbvel dsszevetve a tengelymetszet értékét (b), az elsé harom
tagja, mig a meredekségét az eltér§ szolvataciés hatasok szabjak meg. Minél kisebb a
mozgofazis szolvatacios hatdsa a vizhez képest, annal nagyobb a meredekség.

A savas pufferek oldalarél nézve egyértelmd pH eltolédast kapunk, mégpedig a nagyobb
értékek felé. Minél nagyobb a szerves olddszer tartalma a mozgofazisnal, annal nagyobb ez
a saveltolodas. A vizsgalandd szerves oldoszer oldalardl is meg kell hataroznunk ezt az
eltolédast. A szerves vegyuletekre is a vizes kdzegre ismertek (mértek vagy intelligens

programmal elére jeleztek). A fenti gondolatmenet a folyadékkromatografiasan mért savas
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csoportot tartalmazé vegyuletekre is pontrol-pontra alkalmazhato. Az eltolédas mértéke itt is
linearisan kozelithetdé. Amennyiben az adott pH értéken a puffer tdltésszama megegyezik a
vizsgalt molekulaéval, akkor az egyenes tengelymetszete azonos lesz, az eltérés az
egyenes iranytangensében varhatd, attél fiuggéen, hogy a pufferhez képest mennyivel
valtozik meg a szerves vegyulet szolvatacidja. A valtozas iranya mind a pufferre, mind a
szerves vegylletre ugyanolyan iranyu. Kérdés, hogy vajon a vegyllet pK, értéke egy
egységnél nagyobb értékkel valtozott-e meg a pufferhez képest. Gyakorlati
folyadékkromatografias szempontbdl a kdvetkez6 kdzelitést tehetjik: Ha szerves vegylletet,
akkor az altalanos szabalynak megfeleléen pH < pK,+ 2. Figyelembe véve, hogy a szerves
vegyllet pK, valtozasa, az esetek dontd tobbségében nagyobb, mint a pufferé, igy vizre
mért vagy elére jelzett (prediktalt) adatok megfeleléek, hiszen a pH-k azon a szakaszan
vagyunk, ahol a valtozas elhanyagolhaté, ezt a 49. abran mutatjuk be.

|
1 4

027 telies lonizacid

05 4

ionvisszaszoritott
forma

pH

49. abra: Savas csoportot tartalmazo vegydliletek elvalasztasa savas pufferrel.
A vizes kbzegre mért pK, értéket lehet alkalmazni az elvalasztasnal a pH kivélasztaséra.

Alapszabaly, tehat hogyha lehetséges, akkor a savas csoportot tartalmazé vegytleteknél
savas puffereket alkalmazzunk, mert ekkor az elvalasztas tervezésénél a vizben mért vagy
elére jelzett pK, értékek hasznalhatok.

Amennyiben a szelektivitas ndvelése érdekében a savas csoportot tartalmazé vegyulet
pK. értéke korul kell dolgoznunk, akkor mar az elébbiekben leirtak csak részben
alkalmazhatok. 30-40 tf.% szerves oldoszer tartalomig a puffer pK, £ 1 tartomanyabdl
valdészinlileg nem csuszunk ki. Ez ugyan pufferkapacitas oldalrol nézve megfeleld, de
lehetséges, hogy nem vagyunk abban a pH tartomanyban, ahol a legnagyobb a szelektivitas.
Ezért a tervezésnél a nagyobbik pK,-t kell figyelembe venni és az indulasnal ezt a pH-t
alkalmazni. Annak eldéntésére, hogy megfelelé pH-t alkalmazunk-e, a masodik Iépésben

noveljik meg a pH-t 0,5 értékkel, és nézzik meg a szelektivitast. Ha csdkken, akkor a vizre
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mért pK, adatok megfeleléek, ha nd, akkor ezt az uj pH-t kell alkalmaznunk. A valtozasokat

az 50. abran is megadjuk.

50. abra: pH tartomany kivélasztés a 30-40% szerves oldoszer tartalmu mozgofézisig.

40-70 tf.% acetontril tartomanyban a vizben mért pK,-hoz képest egy egységgel novelni
kell a pH-t a kisebb pKa-ju komponenshez képest. Majd az ellenbrzés soran késziteni kell
egy puffert, amelynek a pH-ja 0,5 egységgel kisebb és egyet, amelynek a pH-ja 0,5
egységgel nagyobb az elsé méréshez képest.

A legnagyobb pH valtozas a 80-100 tf.% acetonitril tartalmd mozgofazisoknal kdvetkezik
be. Ez a valtozas igaz mind a savas pufferre, mind a vizsgalt vegyuletekre. Ebben az
esetben is kihasznalva a linearis figgését a pH-nak, ekkor 80-90 tf.% acetontril tartalomig, a
vizben megadott pK, értékeket 1,5 egységgel noveljik, és ennek megfeleléen a savas puffer
pH értékét is, majd a mérés utan az el6z6ekben megadottak szerint el6szor 0,5 egységgel
csOkkentjik, majd 0,5 egységgel noveljik a mozgofazis pH értékét. 90 tf.% felett az elsd
lépésben 2 egységgel noveljuk a mozgdfazis pH értékét, azutan a = 0,5 egységes
valtoztatdsokat végezzik el.

A savas csoportokat tartalmazé vegylleteknél a teljesen ionizalt formaban a mérést
ritkan végezzik. Ennek egyik oka, hogy a vegylletek visszatartasa tul kicsi, vagy pedig a
teljesen ionizalt format csak a forditott fazisu toltet fels6é pH hataran tul érjik el. Ha a
vegylletek stabilitasa miatt kénytelenek vagyunk nagy pH értékeknél dolgozni, akkor a pH
ndvelésére gyakorlatilag ugyanazok a szabalyok vonatkoznak, mint amelyeket a pK, érték

kordl leirtunk. Ezeket a kdvetkez6kben foglaljuk 6ssze:

0-40 tf.% acetonitril-viz pH = pK, + 2, ellenérzés + 0,5 pH
40-70 tf.% acetonitril-viz pH = pK, + 2,5, ellen6rzés + 0,5 pH
70-90 tf.% acetonitril-viz pH = pK, + 3,0, ellenérzés + 0,5 pH
90-100 tf.% acetonitril-viz pH = pK, + 3,0, ellenérzés + 0,5 pH
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A fentiekben leirtak akkor és csak akkor igazak, ha savas jellegi puffereket alkalmazunk,
mert ekkor a pK, értéke a puffernek és a vizsgalando vegyulleteknek azonos iranyban

valtozik. Mindkét esetben nd, és ezaltal bizonyos mértéki kompenzacio torténik.

A forditott fazisu folyadékkromatografiaban a masik, sokat alkalmazott oldészer elegy a
viz-metanol. A tovabbiakban ebben a mozgdéfazisban vizsgaljuk a savas pufferek hatasat a
savas csoportot tartalmazé vegyulletek elvalasztasara. Metanol-vizben mutatunk be néhany
szemléletes példat a 8. tablazatban vizben mért puffer és a szerves kdzeg pH-ja kozotti

kUldnbségre .

8. tablazat: Elterés a pH,s) és a pH* ) k6zott

Metanol Oxalat Szukcinat
m/m% alapu pufferek
0 2,15 4,12
vizes oldatban
10 2,19 4,30
20 2,25 4,48
50 2,47 5,07
80 3,13 6,01
90 3,73 6,73
100 5,79 8,75
T=25°C

A tablazat adataibdl jol 1athatd, hogy a vizre vonatkoztatott puffer pH és a mozgdéfazisban
mért érték kdzott kb. 80 tf. % folott valtozik meg a mért érték ugy, hogy a pK, + 1 puffer
tartomanybdl kikerdlink.

Natrium-acetat puffernél ez a valtozds az elméleti levezetésekben megadott linearis

valtozast koveti (51. abra).
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51. abra: A vizre megadott puffer pH és a mozgdfazis pH-ja kézti kiilbnbség
natrium-acetat puffer alkalmazasakor.

Ahhoz, hogy az el6zéekben sokszor hangsulyozott puffer pK, + 1 szabalyt megértsuk,

bemutatjuk az ammonium-acetat pufferkapacitdsanak pH figgését (52. abra).

EI:I,B / \ 0, 1ol / \

] 7 NV 7 N
S T
B 7 N S BN

4 =3 8 10 12 14
pH

52. abra: A pufferkapacitas pH és koncentraciofiiggése ammonium-acetat puffer alkalmazasakor.

A bemutatott puffernek két pH tartomanyban van maximalis pufferkapacitasa, a savas
tartomanyban az ecetsav és az ammoénia pK, értékek koruli (4,8+1 és 9,2+1, lasd 6.
tablazat) tartomanyban. Ezek az értékek vizben igazak.

A 51. abran megadottaknak megfeleléen ezek az értékek linearisan valtoznak a metanol
koncentracidjanak fliggvényében. Amennyiben a csuszas egységnyi, akkor még a
pufferkapacitds kisebb lesz, de az elvalasztds hatékonysaga nem romlik. Ha ebbdl a
tartomanybdl kikerlink, akkor mar csucsszimmetria romlas lehet az eredmény. Mivel a
savas komponensek pK, értéke is hasonléan ndvekszik, igy a +1 tartomanyt csak a nagy

metanol tartalmu mozgoéfazisoknal 1épjuk tul. A valtozast az 53. abraval szemléltetjik.
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53. abra: Az ammonium-acetat pK, értékének valtozasa a
mozgofazis metanol tartalmanak fliiggvényében.

Az 54. abran a pufferkapacitas valtozasat adtuk meg, amennyiben a mozgéfazis metanol
tartalma 50 tf.%. A pK, értékben a valtozas csak 0,5 egységnyi, ha hozzavesszik, hogy a
vizsgalt savas csoportot tartalmazé vegyilet pK, értéke is azonos iranyban tolodik el, akkor
11 szabaly alapjan a vizben mért pK, adatokat hasznalhatjuk és a maximalis pufferkapacitas

csak kis mértékben csokken.

Rz Ka=05
JL ﬂpﬂ—l

50wty
MeOH
Hz0

pH

54. abra: A pufferkapacitas valtozasa a mozgoéfazis metanol tartalmanak fliggvényében. 50 tf%
metanol koncentracioig a vizben mért pK, értékeket hasznalhatjuk az elvalasztas tervezésekor.

Ahogy kdzeledink a metanol felé ez a pK, eltolédas egyre nagyobb lesz, azaz a
pufferkapacitasban jelentés eltolédasok varhatok. A szerves oldoszerben a kis ionok
(ammoénium-, acetat-ionok) szolvatacidja csokken, mig a szerves anyagoké, esetiinkben az
ion visszaszoritott savé és a disszocialt savé viszont ndvekszik. Az ammdnium-acetatra

vonatkozdan ezt az alabbiakban adjuk meg (55. abra).
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55. abra: Az ammonium-acetat pK, értékének valtozasa a metanolban a vizhez viszonyitva.

Az abrabdl jél lathatd, hogy a valtozas mértéke mar olyan nagy, hogy sok esetben nem
fériink be a savas csoportot tartalmazé vegyullet pK, értékének eltolédasaval korrigalt +1-es
tartomanyba. A vizben mért pK, értéket 1 - 2 egységgel korrigalni kell.

A harmadik olddszerelegy, amelyet még alkalmazunk, a tetrahidrofuran-viz elegy.
Amennyiben a XXII. — XXIV. Mellékletben talalhatd adatokat Osszevetjuk, akkor az
acetonitril-viz elegyhez képest azonos Osszetételnél a dielektromos allando jelentdsen eltér,
a mozgofazisokra megadott Onprotonalédasi adatok viszont kdzel esnek. A kisméretd
szerves ionok szolvataciéja a mozgofazis dielektromos allandojaval hozhatd 6sszefliggésbe,
a nagyméretl vizsgalt ioné viszont a dielektromos allandon kivll az oldészer apolaris
jellegétél is figg. A tetrahidofran-viz elegyben tehat a pK, értékek eltolodasa (savas jellegi
puffer, mérendd vegylilet) jelentésebb, mint az acetonitril-viz elegyben. Az irodalomban is
kevés adat talalhatd, gyakorlati szempontbdl a jelentésége is kisebb, mert tetrahidrofuran-viz
elegyet ritkdbban alkalmazunk. A szelektivitds ndvelésére metanol-viz-tetrahidrofuran vagy
acetonitril-viz-tetrahidrofuran elegyet hasznalhatunk. Ezekben a terner elegyekben a
tetrahidrofuran koncentracidja altaldban nem haladja meg 40 tf.%-ot, igy a puffer pK,
értékére gyakorolt hatasa kisebb. A + 1 pH szabaly alkalmazasat az acetonitril-viz elegynél

megadottak szerint végezhetjuk el.
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6.5. A pH és pK, érték valtozas bazikus pufferek alkalmazasakor, savas csoportot

tartalmazoé vegyiiletek meghatarozasahoz

A bazikus pufferek valamely gyenge bazist, és annak erd6s savval képzett sojat
tartalmazza. Példaul klasszikus puffernek tekintheté az ammodnium-hidroxid-ammaonium-
klorid, vagy az aminok és foszforsav alkotta pufferek, a tris, piperazin-piperazin fosztat.
Ezeknél a puffereknél a pK, értéket a konjugalt sav (protonalt) bazis disszociacidja szabja
meg. A pK, érték valtozasanak iranyat és nagysagat a kdzeg azon sajatossaga is megszabja,
hogy a hidrogén-iont milyen mértékben tuja szolvatalni (hidratalni). Metanol-viz, acetonitril-
viz, tetrahidrofuran-viz, vagy ezek terner elegyeiben a bazikus pufferek pK, értékei
csOkkenek. Az el6z8 fejezetben megadottak szerint a savas csoportot tartalmazé vegytilet
pK, értékei viszont a szerves oldoszer tartalommal nének.

A bazikus puffer pufferkapacitasa a kisebb pH értékek felé, mig a vizsgalt vegyuletek

ionizacioja a nagyobb pH értékek felé tolddik el. Ezt a helyzetet illusztraljuk az 56. abran.

bazikus puffer
wizbhen

savas vegyllet
wizhen

0.5 savas vegyllet

B0 If.% szerves
olddszerben

B0 {f % szerves
oldészer

teljes ionizacio

pH

56. abra: A bazikus puffer és a vizsgalt vegylilet pK, értékének valtozasa

a mozgofazis szerves olddszer tartalmanak véltozasaval.

s

az ion visszaszoritott formaban t6rténd elvalasztas adja a legjobb lehetéséget.

Az amin tipusu pufferek pK, értéke 5 korul van. Szerves oldoszer hozzaadasaval ez az
érték a kisebb pH-k felé tolédik el. A savas csoportot tartalmazé vegylleteké viszont a
nagyobb pH értékek felé, ahogy ez az abrabdl is lathaté. Az eredmény, hogyha a vizre
megadott pK, alapjan adjuk meg az ion visszaszoritashoz sziikséges pH-t, akkor ez bazikus
puffer esetén biztositott. A savas csoportot tartalmazd vegyllet elvalasztasa bazikus

pufferrel, amennyiben a bazikus rész szerves molekulat takar, akkor az ionpar képz6édés
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miatt az elvalasztas dsszetett lesz, amelynek eredménye, hogy kismértékl pH valtoztatas
nemcsak a savas csoportot tartalmazé vegyulet pK, értékét, hanem a bazisos puffer ionos
formaban [évé mennyiségét is csokkenti, amelynek kdvetkeztében a szelektivitas tul sok
paramétertél flgg egyszerre, és nehezen tarthatd kézben. Ez az oka, hogy az ion
visszaszoritas kivételével a bazikus puffereket csak ritkan alkalmazzuk savas csoportot

tartalmazo vegyuletek elvalasztasanal

6.6. Puffervalasztas bazikus csoportot tartalmazé vegyiiletek elvalasztasahoz

A bazikus puffereknél lattuk, hogy a pK, érték a szerves olddszer tartalom ndvelésével
altalaban a kisebb pH-k felé tolddik el. Az eltolédas iranya a bazikus csoportot tartalmazé
vegyuletekre is igaz. Amennyiben a szerves puffer és a bazikus csoportot tartalmazoé
vegyllet pK, értéke kdzel esik, akkor az eltolédasok kdzott kisebb a kiildnbseég.

Ismételten hangsulyozzuk, hogy folyadékkromatografiaban, amikor a pH beallitdssal
valtoztatjuk a szelektivitast, a szabadsagi fokunk az a pufferkapacitasbol kovetkezéen £1 pH
egység. Ehhez kell igazitanunk, hogy a bazikus csoportot tartalmazd vegylletnél az
elvalasztashoz szikséges molekularis forma meglegyen. Amennyiben a két feltételt dssze
tudjuk igazitani, akkor az, hogy milyen a pontos hidrogén-ion aktivitds az oldatban, nem
elsédleges szempont. Fontosabb, ahogy ezt a puffer készitésnél leirtuk, hogy
reprodukalhatéan elvégezhet6 legyen.

Ha a bazikus csoportot tartalmazé vegylletek elvalasztasakor bazikus puffert hasznalunk,
akkor az altalanos stratégiank a mozgofazis pH-t tekintve a kdvetkez6k lehetnek. Ebben az
esetben is az els6 kérdeés, lehetséges-e ion visszaszoritott formaban az elvalasztas. Itt
jegyezzik meg, hogy az irodalom ezt a molekularis format a bazis semleges formajanak
nevezi, €s ugyanezt alkalmazza a savakra is, ha ion visszaszoritott formaban van, ekkor ez a
sav semleges formaja.

Az ion visszaszoritott formaban torténd elvalasztas alapfeltétele, hogy a semleges
formak kozott megfelelé LogP (apolaritas) kilonbség legyen. Ha ez megvan, akkor a pH-nak
olyan értéklinek kell lenni, hogy a semleges formak gyakorlatilag allandéak legyenek. Ezt pH
oldalarél nézve ugy tudjuk megadni, hogy a kézegben mért valédi pH érték legyen 2
egységgel nagyobb, mint a bazikus csoport adott kézegben mért pK, értéke. Tovabba a
+ 1). Természetesen az alléfazis felsé pH hatarat az adott kdzegben nem haladhatjuk meg.
A hagyomanyos forditott fazisu tolteteknél 8 - 9-es érték, mig a pH-t jol tir6 alléfazisoknal 10
-12.

Ez az érték egy bazisnal, amelynek a pK, értéke vizben 6, 8-as pH-t jelent. Ez igaz akkor,

ha csak puffert hasznalunk az elvalasztasnal. A LogP = 1 értékl bazisoknal mar tébb mint
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10 % szerves olddszert kell alkalmaznunk. Ebben az esetben mar mind a puffer, mind a
bazikus csoportot tartalmazoé vegyllet pK, értéke csdkkenni fog. Fontos, hogy a valtozas
azonos iranyu! A valtozas mértékében van ugyan kildnbség, de biztosan benne maradunk a
11 pH egységben. Ez fontos, hogy a nagy pufferkapacitas megmaradjon.

A vizes oldatban mért pK, érték, amely alapjan a puffer pH-t valasztottuk megfelel®

tampont. Az elmozdulast bemutatjuk abran is (57. abra).

ionvisszaszoritott
forma

pH
57. abra: A bazikus csoportot tartalmazoé vegydliletek és a puffer pK, értékének

valtozasa a szerves oldészer hozzaadasara.

A bazikus csoportot tartalmazé vegytllet pK, értékének savas iranyban valé eltolédasa
nem valtoztatia meg a molekularis format, ezzel a visszatartas is allandé lesz. A
kompenzacids hatas miatt 50 tf.% viz-szerves olddszer tartalomig a vizben mért pK, értékek,
mind bazikus csoportot tartalmazé vegyuletekre, mind ennek alapjan kivalasztasra kerlld
puffereknél alkalmazhatok. 50 tf.% feletti szerves oldoszer tartalomnal korrekcidkat kell
figyelembe venni. Altalaban ez a korrekcié 90 tf.% szerves oldészerig nem haladja meg a 0,5
pH egységet. Ez annyit jelent, hogy maradva az el6bbi példanal, a vizre mért pK, értéket 2,5
egységgel noveljlk meg. Ez az érték mar a gyartdk altal a forditott fazisu toltet felsé pH
értéke folott lehet, de ne feledjik, hogy a megadott érték vizes kdzegre vonatkozik. A
szerves olddszer valodi pH értéke és az ezzel korrigalt érték 1 - 2 pH egységgel is nagyobb
lehet a specifikaltnal.

A forditott fazisi kromatografia gyakorlatdban a 70-80 tf.% feletti szerves oldészer
tartalomnal szervetlen anyagokbdl dsszeallitott tompitdé oldatokat nem hasznalunk, mert
oldhatésaguk nagymértékben csdkken, amely sé kivalast okoz. A kritikus szerves olddszer
tartomanyban tehat szerves anyagokbdl 6sszeallitott puffert kell hasznalnunk. Ekkor viszont
a szerves olddszer okozta pK, csuszas a szerves pufferre és a bazikus csoportot tartalmazoé

vegylletekre nem tér el nagyon. Sok esetben elégséges a vizes kdzegre mért pK, t 2 érték
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a pH bedllitasara. A gyakorlatban az ellen6rzd mérésnél valtoztassuk meg a pH-t 0,5
egységgel, és ha a visszatartasok valtozatlanok, akkor az ion visszaszoritott elvalasztast
valositottuk meg. All6fazis oldalarél nézve egy Silica B (nagy tisztasagu) és jol boritott és
utoszilanizalt toltetet kell alkalmazni. Az alléfazis megkotése még kritikusabb, ha a bazikus
csoport pK-ja koérdli pH értéknél végezzik az elvalasztast.

Ekkor a bazikus csoportok kdzel fele ionizalt a masik fele ion visszaszoritott formaban
van. Az el6zéekben csak a mozgofazis oldalardl targyaltuk a bazisos csoportokat tartalmazo
vegyuletek elvalasztasat. Ezt a hatast az allofazis minésége nagyban befolyasolhatja. Nincs
tokéletesen boritott forditott fazisu toltet, ezért a sztérikus okok miatt nem reagalt, és a
bazikus vegyulet altal hozzaférhetd szilanol csoportok egy része ionos formaban van, a
masik része ion visszaszoritott, azaz savas formaban. A vegytlet bazikus csoportja és a
savas szilanol csoport olyan er8s sav-bazis kdlcsOnhatast alakithat ki, amely csucs
aszimmetriahoz vezet. Ehhez jarul az er6s ionos (ioncserés) kdlcsonhatas, amely a protonalt
bazikus csoport és az anionos formaban lév6 szilanol k6zott fellép. Végkdvetkeztetés, hogy
bazikus csoportot tartalmazé vegylleteknél csak kis szilanol aktivitasu (Silica B) és jol
boritott forditott fazisu tdlteteket szabad alkalmaznunk. Ekkor az alléfazis nem képes
specifikus kolcsonhatasokat kialakitani a bazikus vegyuletekkel, nem lesznek nagyon eltér$
er6sségu kolcsonhatasok, igy a szelektivitast elsédlegesen az alléfazis szabja meg.

Ha szelektivitasi okok miatt a bazikus csoportot tartalmazo vegyuletek pK, értékei korul
kell a pH-t beallitani, akkor vesszik a nagyobb pK, érték(i bazist és ennek megfeleléen
allituk be a pH-t. Altalaban ehhez hasznalhatjuk a vizben mért vagy az elérejelzett pK,
ertékeket. Ellenérzésképpen a nagyobb pK, értékhez képest 0,5 egységgel csdkkentsik a
pK. értéket, és nézzlk meg a szelektivitas valtozasat. Azt fogadjuk el a tovabbi mérésekhez,
amelyik esetben jobb az elvalasztas. 50-80 tf.% kdzo6tt a nagyobbik pK, értékhez képest 0,5
pH egységgel csdkkentsiik a pH-t, majd 1 egységgel csdkkentve ismét végezzik el a mérést.
Azt fogadjuk el a tovabbi mérésekhez, amelyik esetben jobb az elvalasztdas. Az egy
egységgel torténd pH csokkentés utan is még megfeleld marad a pufferkapacitas. 80 tf.%
felett a csoOkkentést 1,5 pH egységgel kezdjik, majd az ellenérzést 2 pH egység
csokkentésével végezzik el.

A bazisos csoportot tartalmazo szerves vegylletek elvalasztasanak harmadik lehetésége,
ha protonalt formaban torténik az elvalasztds. Ennek nagy elénye, hogy ekkor a szilanol
csoportok donté tébbsége ion visszaszoritott formaban van, és csak gyenge kdlcsdnhatast
tud kialakitani a protonalt aminnal. Hatranya viszont a nagysagrendekkel csokkent
visszatartas, amely ekkor az elvalasztast is befolyasolja. Ekkor alapfeltétel, hogy a
mozgdéfazisban mért pH érték a bazikus csoport pK, értékénél kettdvel kisebb legyen.

Ismételten a mozgdfazis szerves olddszer tartalmanak hatasat kell figyelembe venni a

pKa értékre. 50 tf.%-ig ez a hatas a bazikus puffer és a bazikus csoportot tartalmazé szerves
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vegyllet pK, értékének azonos iranyban torténd valtozasa miatt kismértékd. Ezért, ha
elsének a kisebb pK, értékii bazikus csoportot tartalmazé vegyulet pK, értékéhez (pK,-2)
allitsuk be a pH-t, az akkor jé indulasi alap. Ellenérzésképpen, a kdvetkezé mérésnél ismét
ehhez képest 0,5 egységgel csokkentsik a pH-t és a két mérést vessik dssze majd a jobb
elvalasztast adé pH-an veégezzik a tovabbi méréseket.

50-80 tf.% kozotti szerves oldoszer tartalmu mozgdfazisoknal a kezdé pH érték a
kisebbik pK, értékl bazikus csoportot kell figyelembe venni, és ehhez képest kell a pH
értéket 0,5 egységgel csOkkenteni, majd ellenbrzésképpen ujabb 0,5-es csokkentés
kovetkezik. 80-100 tf.% kozotti szerves oldoszer tartalomnal a kisebbik pK, értékl bazikus
csoporthoz képest allitsuk be a pH-t. A beallitott pH legyen pK,-3 és az ellendrzést 0,5 pH
egységnél nagyobb és kisebb értéknél is allitsuk be és végezzik el a mérést. A harom
mérés kozil a legjobbat adét valasszuk a tovabbi mérésekhez.

Altalanos szabaly, hogy a vizre kimért és/vagy elére jelzett pK, értékeket hasznalhatjuk a
bazikus csoportot tartalmazé vegylletek elvalasztasara, ha pH beallitasara bazikus

puffereket hasznalunk.

6.7. Bazikus csoportot tartalmazé szerves vegyiiletek elvalasztadsa savas pufferek

alkalmazasaval

A savas pufferek pK, értéke a szerves olddszer tartalommal ndvekszik, mig a bazikus

csoportot tartalmazo szerves vegyuleteké csokken. A hatast az 58. abran mutatjuk be.

bazikus wegyllet savas puffer

wizhen wizhen
05 -

B0 1f. % szerves savas puffer
olddszer BOtf.% szerves

oldaszerben

ionvisszaszoritott
forma
0

pH

58. abra: A savas pufferek pK, értéke a szerves olddszer tartalommal névekszik, mig a bazikus
csoportot tartalmazo szerves vegylileteké csbkken. A szaggatott vonallal jelblt gérbék a vizre
megadott ionizaciés viszonyokat tartalmazzak, a folytonos a szerves vegyliletek hozzaadasa utan

kialakultakat. A jobb oldalon a savas puffer valtozasa, mig a jobb oldalon a bazisos vegydiileté lathato.
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Az abran jol lathato, hogy a savas pufferek pK, értéke a szerves oldészer tartalommal
novekszik, mig a bazikus csoportot tartalmazd szerves vegyuleteké csokken. A
végeredmény a pK, ablak ndvekedése. Ez hatassal lesz az elvalasztasi stratégia
kidolgozasara. Ismét végig megylnk a lehetséges elvalasztasi stratégiakon és empirikus
kozelitéssel a lehetd legkevesebb szamu lépéssel probaljuk a pH beallitast megoldani.

Mindeddig is az els6 lehet6ség, amit meg kell vizsgalnunk az, hogy ion visszaszoritott
formaban (szabad bazis) lehetséges-e az elvalasztas. Ennek két alapfeltétele van. Egyrészt
az alléfazis fels6 hasznalati pH értékének nagyobbnak kell lennie, mint az ion
visszaszoritashoz szikséges pH érték, masrészt a mozgofazisban mért pH értéknek a
legnagyobb pK, érték(i bazisnal 2 egységgel nagyobbnak kell lennie. Az all6fazis kritérium
sok esetben csak pH tlird forditott fazisu toltetekkel érhetd el, ha legerésebb bazis pK,
értéke meghaladja a 7-et. Legyen a leger6sebb bazisos csoport pK, értéke 7, ekkor a
mozgdéfazisban mért pH értéknek 9-nek kell lennie ahhoz, hogy az &sszes bazis ion-
visszaszoritott formaban legyen. Ismételten nem tudunk masbadl kiindulni, mint a vizben mért
pK, értékekbdl. Vonatkozik ez a savas pufferekre és a bazikus csoportot tartalmazoé szerves
vegyuletekre is. A 0,01 mol/kg dinatrium-tetraborat eleget tesz ennek a feltételnek. Ekkor a
vizben mért pH nagyobb, mint 9. Kérdés, hogy ion visszaszoritott formaban hogyan valtozik
meg a pK., értéke, és ezzel dsszefliggésben a pH, ahol még a pufferkapacitas megfelel6
(pKa £ 1). Az ion-visszaszoritott formaban 1évé komponenseknél a LogP értékbél az
elvalasztasnal alkalmazott szerves olddszer mennyisége becsiulhetd. Az elvalasztas elsd
Iépésénél is meg kell nézni, hogy a LogP kuldnbségek elegendbk-e a sikeres elvalasztashoz.
Altalaban, ha a két kritikus vegyiilet (kromatografias szakzsargonban: kritikus par) kdzotti
LogP kulénbség nagyobb, mint 0,1 akkor van esély a bazikus vegyuletek semleges
formajaban (ion visszaszoritott formaban) az elvalasztasra. Altalanos szabalyként fogadjuk el,
hogy kromatografidasan semleges vegyulleteknél, (ez lehet a bazikus csoportot tartalmazé
vegyllet semleges formaja), a legnagyobb LogP-ji anyagra, ahhoz, hogy az 1 és 10
visszatartasi tényez8d kozott elualddjon, akkor a mozgofazis Osszetételére alkalmazhatjuk,
hogy a szerves olddszer tartalom=10xLogP+10 szabalyt. Tehat egy 4-es LogP-j(i anyagra
50 térfogat rész szerves olddszer tartalmat kell alkalmazni, ekkor a savas puffer pK, értéke
0,5 - 1,0 egységgel névekedik, a bazikus vegyuletek pK, értéke hasonlé mértékben csdkken.
A pK, ablak és sziikségszeriien a pH ablak névekszik. Az ion visszaszoritas oldalardl nézve
ez kedvezd, kérdéses viszont, hogy a pufferkapacitas megfelelé lesz-e. Amennyiben a
kritikus par kisebbik kisebbik pK-ju csoportjahoz valasztjuk a savas puffer pK, és ezzel a pH
értékét, akkor még a megndvekedett pK, ablak mellett is elegendé lesz a pufferkapacitas.

Ha a LogP értéke 5 és 7 kdzé esik, akkor a mozgofazis szerves olddszer tartalmanak 60
és 80 tf.% kozott kell lennie. Ez a nagy szerves olddszer tartalom a pH ablakot megndveli. A

vizre megadott értékeket, ha savas puffereket alkalmazunk, korrigalnunk kell, mert kilénben
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a pufferkapacitas jelentdsen lecsokken, amely torzult csucsalakot eredményez. Amennyiben
a legnagyobb pK-ju bazikus csoport pK, értékéhez most egy olyan puffert valasztunk, amely
pH értéke 8, akkor a pK, értékekben bekdvetkezett valtozasok miatt nem csdkken le a
megengedett érték ala a puffer kapacitéas. Amennyiben a csucsszimmetriak megfelelbek,
akkor valoszinlileg a pufferkapacitas megfelel. Ezt ellenérizhetjik ugy, hogy olyan puffert
valasztunk, amelynek a vizre vonatkoztatott értéke 0,5 egyseggel kisebb illetve nagyobb.
Amennyiben a visszatartasok és az elvalasztas valtozatlan, akkor az eredeti feltételezésink
igaz volt.

Ha a LogP értéke 7-nél nagyobb, akkor 80-100 tf.% szerves olddszer tartalmu
mozgofazist kell alkalmazni. Ekkor a pK, ablak tovabb n6 és az alkalmazott savas puffer
kiviasztasanal ezt figyelembe kell venni. Els6 mérést itt is a legnagyobb pK-ju bazikus
csoportnal egy egységgel nagyobb pH értéknél kezdjik, és ehhez valasszuk ki a megfeleld
puffert. Majd 1,0 és 1,5 egységgel csOkkentsik a savas puffer pH értékét, és végezzik el a
méréseket. A harom mérés kozil, ahol a legkisebb zdnaszélesedést, a legjobb
csucsszimmetriat és a legjobb elvalasztast kaptuk, azzal a pufferrel folytassuk a médszer
kidolgozasat.

A pH tartomany kihasznalasa az elvalasztas hatékonysaganak noévelésére a legjobb
helyzetet azzal teremti, ha a savas puffer pH-ja a kritikus bazis par valamelyikének pK,
kozelébe esik. Itt ismét a vizes kdzegben megadott pK, értékekre és savas puffer pH
ertékekre kell tAmaszkodnunk, annak ismeretében, hogy a mozgéfazisban a pK, (vegytilet)-
pH (savas puffer) ablak a szerves oldoszer tartalommal né. A nagy viztartalmu
mozgdéfazisoknal, ha a szerves olddszer tartalom kisebb, mint 30 tf%, akkor a vizre megadott
értékek csuszasa még kis értéki. Ha a kisebb pK,-ju bazikus csoportra valasztjuk ki a puffer
pH értékét, akkor a csuszas értéke olyan mértékil lehet, hogy benn maradunk a szelektivitas
megkivanta pH tartomanyban. Mivel ez a csuszas bazikus vegyuletrél-vegylletre valtozik, az
ellendrzd lépést el kell végezni. Ez abbdl all, hogy a puffer pH-jat 0,5 egységgel csdkkentjik
és a mérést ismét elvégezzik. A két mérés kdzll a jobbikkal folytatjuk az optimalizalast.

30-60 tf.% kozotti tartomanyban a kezdd Iépésnél a savas puffer pH értékét ugy
valasztjuk meg, hogy a kritikus par kisebb pK, értékénél 0,5-el kisebb legyen. Majd
ellendrzésként kétszer 0,5-el csokkentjuk. A harom mérés kozul a legjobbal folytatjuk a
méréseket.

60-90 tf.% szerves oldoszer tartalomnal a pK, ablak tovabb nyilik, a bazikus csoportot
tartalmazo vegylletek pK, értéke tovabbi csdkkenést mutat, a savas puffer pK, értéke
tovabb né. Mindketté értéke az anyagi mindéség figgvénye. A legjobb kdzelités, amelyet
ebben a szerves olddszer tartomanyban tehetlink a kdvetkezd. A savas puffer pH értékét a
kritikus par kisebb pK, értékii komponenséhez viszonyitva egy egységgel csokkentjik. Majd

ellenérzd lépésként tovabbi egy egységgel csdkkentjlk a pH értéket. Amennyiben a

119



kromatografias csucsok szimmetrikusak, és az elvalasztas a minimalis értékek folott van
akkor a pH érték korrekt. Ha nem akkor 0,5 pH egységgel csokkentjuk majd ndveljuk a pH
értéket és fokozatos kozelitéssel hatarozzuk meg a megfelel6t.

90-100 tf.% szerves olddszer tartomanyban hasonld stratégiat kell kévetnink, mint a 60-

90 tf.% ban. A fokozatos iteracios lépések alapjan tudjuk a savas puffer pH-t megadni.

Osszefoglalasként annyi mondhatd el, ha bazikus csoportot tartalmazé vegylleteket
akarunk azok pK, értéke korul elvalasztani, akkor a pK, ablak nyilasa miatt tébb Iépésre van
szlUkségink a sava puffer pH-nak megadasara.

A bazikus vegylletek elvalasztasanak kovetkezd lehetdsége, hogy azok protonalt
formajaban torténjék. Ekkor a mozgdfazis pH-nak az adott 6sszetételi mozgdfazisban mért
legnagyobb pK, értékl bazishoz viszonyitva 2 egységgel kevesebbnek kell lenni.

Ismételten visszaérkeztink ahhoz a ponthoz, hogy a bazikus csoportot tartalmazoé
vegylletek pK, értékei altaldaban vizes kdzegben ismertek. A tovabbi megfontolasokat is
ebbdl a szemszogbdl kell elvégezni. Ismerve azt a tényt, hogy a savas pufferek pK, értékei
ellentétesen mozognak a bazikus csoportot tartalmazo vegyuletek pK, értékeivel.

Az elvalasztasok ebben az esetben olyan pH értékeken térténnek, ahol a nem reagalt, de
a vizsgalt vegyulet szamara hozzaférhetd szilanolok ionizacidja visszaszoritott. A bazisos
csoportok ebben a pH tartomanyban protonalt formaban vannak. A kdlcsénhatas a két
molekularis forma kozott kismértékld. Az anyagatmenet a két fazis kozott gyors, ennek
eredménye a nagy kinetikai hatékonysag. A gyenge kolcsbnhatas kis visszatartast
eredményez. Kérdéses, hogy a minimalis visszatartast elérjik-e. Amennyiben a kis szerves
olddszer tartalmu mozgoéfazissal ez elérhetd, akkor a vizben meghatarozott pK, értékeket a
kovetkez6képp hasznalhatjuk fel az optimalizalasra.

0-50 tf.% kozotti szerves oldoszertartalomnal kdzvetlenll hasznalhatjuk a vizre mért
bazikus pK, adatokat, mert mind a bazikus csoportok, mind a savas puffer pK, értéke csak
kis mértékben valtozik meg. Ekkor pH < pK,-2 értékre allitjuk be a mozgofazis savassagat.
Ellenérzésképp ezt a pH-t még 0,5-del csdkkentjik, és a két mérés alapjan dontlnk, hogy
tovabb csdkkentsik-e 0,5 értékkel a pH-t.

60-100 tf.%-o0s szerves olddszer tartomanyban a pH < pK,-3 savassagu oldattal kezdjik
mérést, majd a forditott fazisu toltet altal megengedett pH hatarra csékkentjiik azt. Altalaban
ebben a tartomanyban kevés alkalommal dolgozunk, mert a hidroféb aminok oldhatésaga a
savas pH-an harom-négy nagysagrenddel csokken, és a jol boritott és/vagy utdszilanizalt
tolteten kismértékli lesz a visszatartasa. Az esetek egy nagy részében ezért 50 tf.% alatti
szerves olddszer tartalom kell.

Mindenképpen kiemelendd, hogyha savas pufferokat alkalmazunk bazisos csoportot

tartalmazé szerves vegylletek elvalasztasara, akkor a vizre magadott adatokat (pK,)
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nehezebben hasznalhatjuk, mert a savas puffer pK, értéke és bazisos csoport pK, érteke
ellenkezd iranyban mozdul el a szerves oldoszer hatasara. Tobb kisérletbél lehetséges a
megfeleld pH kivalasztasa.

A pH alapveté paraméter az ionpar-kromatografianal is. A savakat teljesen ionizalt
formaba, a bazisokat teljesen protonalt formaba kell hozni. A probléma megoldasa analég az
eddigiekben leirtakkal. Azzal kiegészitve, hogy az adott szerves olddszer tartalom mellett a
savakra pK, + 2, a bazisokra a pK, - 2 feltételt biztositani kell. A pK, értékek az adott
kézegben értend6k. Amennyiben csak vizre vonatkozé adatokat ismerjiuk, akkor a 6.3.-6.5.

fejezetekben megfeleléen kell eljarni.
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6.8. A pK, értékeinek valtozasa a hémérséklettel

A gyors folyadékkromatografias elvalasztasok egyik lehetséges valtozata az, hogy nagy
hémérsékletet alkalmazunk. A hémérséklet ndvelésével viszont az oldészerek oOn-
protonalodasi allanddja n6, ezzel a pH tartomany sziikul. Ugyancsak megvaltoznak a gyenge
savak és bazisok disszociaciés allandoi, amely a megfelel6 pH és puffer kivalasztast
befolyasolja. A hémérséklet hatasanak targyalasat az alkalmazott készilékektél fliggben két
részre kell bontanunk. A hagyomanyos HPLC készillékre, amelyeknél nincs fojtdészelep a
kolonna utan, és azokra, amelyek ezekkel rendelkeznek. Az elsd esetben az intenziv
buborékképzddés elkerllése végett az alacsonyabb forrpontd komponens forrpontja alatt 20
°C-kal kell dolgoznunk. A masik esetben joval 100 °C felett is dolgozhatunk. 60 °C-ig barmely
allofazist alkalmazhatjuk, tudomasul véve, hogy a szilikagél alapuak élettartama a
hémérseéklet emelésével jelentdsen csdkken.

A hagyomanyos folyadékkromatografianal a savas és a bazikus pufferek pK, értéke is
csak kis mértékben csokken. Ez csak kismértékl pH eltolodast eredményez. Kevés adat all
rendelkezésre az elvalasztandé vegyiletekre, de a fentiek alapjan feltételezhetd, hogy
azoknal sem nagymértékd a valtozas. Mindenesetre a pufferkapacitas, amely a pK, + 1
kordli pH-n a legnagyobb, megmarad, s ugyancsak az altalanos szabalyok az ion
elnyomasra és ion visszaszoritasra megfeleld biztonsagot adnak a tervezésre.

100 °C felett a disszociaciés viszonyok jelent8sen valtoznak. Példaul, 200 °C-on a viz
dielektromos allandéja 3, szobah&mérsékleten 80. Err6l a terlletrdl, a pK, értékek
megvaltozasarol, az ezzel kapcsolatos optimalasi stratégiakrol csak elvétve talalhaté adat.
Gyakorlati példakat mar lehet talalni az irodalomban, a probléma az, hogy a hagyomanyosan
eléallitott forditott fazisu toltetek stabilitasa 100 °C felett kicsi, ezért vagy kulonleges
moddositast kell alkalmazni, vagy cirkénium-dioxid alapu vagy szerves polimert kell hasznalni.

“ sy

milyen a hatasa a vegylletek pK, értékeire. Erre ad felvilagositast a Davies 6sszefliggés:

0,5122n 1)1

ApK
pa 1+ﬁ

~0,1(2n-1) (62)

ahol | az ioner6sség és n = 0; 1; 2 (HPLC gyakorlatban n = 1)
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7. Szamitégépes szimulacidval tamogatott médszerfejlesztés (Quality by Design)

Az International Conference on Harmonization (ICH) Q8(R2) és Q11 iranyelvei a
gyoégyszer hatéanyagok és készitmények fejlesztési iranyait egyértelmien megfogalmazzak.
Ez azt jelenti, hogy a gyartasnal és a folyamatok ellen6rzésénél minden olyan paramétert,
amely az eredményeket befolyasolja, a tudomanyos ismeretek alapjan elére kell jelezni. Ezt
a megkozelitést nevezik Quality by Design (QbD) elvnek. Ez vonatkozik a gyartast ellenérzé
analitikai eljarasokra, igy a legtdbbet alkalmazott hagyomanyos nagy hatékonysagu
folyadékkromatografias (HPLC) és a modernebb ultra-nagy nyomasu/hatékonysagu
folyadékkromatografias (UHPLC) modszerekre is.

A folyadékkromatografias gyakorlatban ez azt jelenti, hogy olyan vizsgalati médszert kell
fejleszteni, amely a készllék tipusatol fuggetlenll barhol és barmikor reprodukalhato
eredményt ad ugyanarra az analitikai feladatra. A kifejlesztett és optimalizalt analitikai
modszert csak abban az esetben lehet felhasznalni nyersanyagok, intermedierek,
hatdanyagok vagy készitmények kvantitativ mindsitésére, ha a modszer alkalmazhatésaga
elézetesen bizonyitasra kerult. A modszerek alkalmazhatosaganak bizonyitasat validalasnak
hivjak. A validalas iranyelveit az ICH Q2(R1) guideline foglalja 6ssze.

A folyadékkromatografias médszerfejlesztés egy lehetséges maédjat mutatjuk be ebben a
fejezetben. Modellvegyuletekként az amlodipint és az Eurdpai Gyogyszerkényvben (Ph.Eur.)

el6forduld szennyezbit hasznaljuk (59. abra).

[+ : i
/\V/N | NH | %/\//n o °
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Cl
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ImpG ImpH

59. abra: Az amlodipin és a Ph.Eur.-ban leirt szennyezdbinek szerkezete.
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7.1. LogD meghatarozasa

Egy folyadékkromatografias modszerfejlesztés megkezdésekor az elvalasztando
vegyuletek harom f6 anyagi allandojat célszerli meghatarozni, ezek a pK,, LogP és LogD.

A vizsgalandoé komponensek ionizacidja befolyasolja a retenciét, a detektalasi limiteket, a
csucsszélesedést, a szelektivitast €és a modszer robusztussagat, kovetkezésképpen az
oldatban jelenlévd komponensek pK, értékeinek ismerete fontos a modszerfejlesztési
kisérletek tervezésében és kivitelezésében. A LogP érték az ion visszaszoritott formaban
lévé vegyllet megoszlasat fejezi ki az n-oktanol/viz fazisok kozott. Ez az érték arrol ad
felvilagositast, hogy az elvalasztandd vegyuletek hidrofil vagy hidrofob tulajdonsaguak-e.
Mivel folyadékkromatografias  korilmények kozott a  komponensek nem  csak
ionvisszaszoritott allapotukban fordulnak eld, ezért modszerfejlesztéskor nagy segitséget
nyujt a LogD értékek ismerete, mely megadja a vegytletek ionos és nem ionos formajanak
megoszlasat n-oktanol/viz fazisok kozétt a pH fuggvényében. A LogD-pH flggvény alapjan
lehet a mozgdéfazisként hasznalt puffer pH-jat optimalizalni. Ezt a megoszlasi hanyadost ugy
értelmezhetjuk a RPLC-ben, hogy az alléfazis (C8, C18, fenil, ...) felel meg az oktanolnak a
polaros mozgofazis pedig a viznek. Azt azonban szem el6tt kell tartani, hogy ez a modell
nem veszi figyelembe azokat a kolcsonhatasokat, amelyek kialakulhatnak a vizsgalando
anyagok és az all6 fazis kdzott, de ad egy ,segéd mankot” a vizsgalati médszer, illetve a
megfeleld allo és mozgd fazis kivalasztashoz. A LogD > 0 érték azt jelenti, hogy az adott
komponens nagyobb mennyiségben van jelen apolarosabb kbézegben, tehat varhatunk
megfeleld visszatartast forditott fazisu koértlmények kozott. A LogD-pH adatokat vagy az
irodalombdl kereshetjik ki vagy szamitogépes programok segitségével jésolhatjuk.

Az 59. abran lathatd szerkezetekbdl latszik, hogy az amlodipin, ImpD, ImpE és ImpF
bazikus karakter(l, mert tartalmaz szabad amino-csoportot. Az ImpH savas karakter(i, mert
karboxil csoportot tartalmaz. Az ImpA, ImpB és ImpG kromatografidasan semlegesnek
tekintheté.

A 60. abran harom (ACD, Pallas és Marvin) szoftverrel szamolt LogD-pH flggvényt
latunk, ugyanazokra a vegylletekre. A jobb attekinthetdség kedvéért csak a
folyadékkromatografiaban leggyakrabban hasznalt pH tartomanyban (2 — 8) vizsgaljuk a

fuggvényeket.
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60. abra: Az amlodipin és Ph.Eur. szennyezdinek LogD-pH fliggvénye
a) ACD, b) Pallas, c) Marvin szoftverekkel meghatarozva.
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A harom fuggvény LogD értékei 6 - 7 nagysagrendet dlelnek at, de az értékek jelentésen
kalonboznek egymastdl, néhol még a sorrend is felcserélédik. A bazikus csoportot
tartalmazé komponensek (amlodipin, ImpD, ImpE és ImpF) retencidja n6, mig a savas
csoportot tartalmazdé komponens (ImpH) retencidja csdkken a pH emelésével. Két pH

ertéknél (pH = 3 és pH = 6) vizsgalva a fuggvényt nézzik meg a ,josolt” LogD sorrendeket:

ACD (pH=3): ImpD-ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpG-ImpB-ImpH-ImpA
ACD (pH=6): ImpD és ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpH-ImpB-ImpG-ImpA
Pallas (pH=3): ImpD-ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpH-ImpA-ImpB-ImpG
Pallas (pH=6): ImpD-ImpF-ImpH-Amlodipin-ImpE-ImpA-ImpB-ImpG
Marvin (pH=3): ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpD-ImpG-ImpB-ImpH-ImpA
Marvin (pH=6): ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpD-ImpH-ImpG és ImpB-ImpA
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7.2. DryLab szoftver

1986-ban Lloyd Snyder, John Dolan és Molnar Imre altal DryLab név alatt elinditott
kromatografias modellezés, amely kezdetben a retencios idok (t), a visszatartasi tényezd (k)
és a kritikus felbontas (Rscrit) €gy dimenzids szamitasabdl indult, kézben kromatogramokat
vizualizalva, negyed szazaddal késébb eljutott a harom mért és nyolc szamitott dimenzidig.
A szakirodalom ezt a harom-dimenziés modellt ,Cube”™nak vagyis kockanak nevezi. A
szoftver a Horvath Csaba és Molnar Imre altal kidolgozott szolvofob elméleten alapszik, mely
a viz fontos, retenciot szabalyozo szerepét magyarazza forditott fazisu kdrilmények kdzott.

A DryLab egy lehetséges megoldas a Quality by Design folyadékkromatografias
alkalmazasara. Megemlitjuk, hogy mas kromatografias modellez6 szoftverek s
rendelkezésre allnak. Valdés méréseken alapuld modellezést tesz még lehetévé az Osiris
szoftvercsomag vagy az ACD Lab LC simulator-a. A szoftverek masik nagy csoportja pedig a
molekulaszerkezet alapjan végez predikcidkat pl. Chromsword vagy ACD. Erdekes
megkozelités a szelektivitds és felbontas optimalizalasa az allofazis oldalarol, erre ad
lehet6séget a POPLC szoftvercsomag.

Egy kocka elkészitéséhez mindéssze 12 alapmérésre van szikségunk. Ezzel egyszerre
tudjuk kontrollalni a legfontosabb kromatografias paramétereket, mint a gradiens idét (tg) —
illetve meredekséget, a hdmérsékletet (T) és a pH-t vagy a terner eluens dsszetételt (tc).

A kocka felépitését a 61. abran lathatjuk. Ez a kisérlettervezés els6é szakasza, amit a
szakirodalom “Design of Experiment’-nek (DoE) nevez. A korabban emlitett 12 mérés
kromatogramjait atvisszik egy elektronikus exportald file tipusba, az un. AlA-formatumba
(Analytical Instrument Association, *.cdf). Ezt kdveti a megfelelé kromatografids csucsok
egymashoz valo illeszttése (Peak Tracking), amit legkdnnyebben a csucsterlletek alapjan
tudunk megtenni.

A 61. abran 1évd korok a kocka sarkain ill. élein jelzik a mérési pontokat. Az 1, 5,9, 3,7
és 11 pontok tartoznak a révid-, mig a 2, 6, 10, 4, 8 és 12 pontok a hosszu gradiens idéh&z
(te-hez). Az 1, 5, 9, 2, 6 és 10 pontok tartoznak az alacsony, mig a 3, 7, 11, 4, 8 és 12
pontok a magas hémérséklethez (T).

A harom kulénbdzé pH-ju vagy terner 6szzetétell (tc) mozgofazishoz harom kilénb6zd,
un. te-T-sik tartozik. Az azonos pH-hoz/tc-hez tartozé te-T-sikok a kdvetkezék: (1, 2, 3 és 4);
(5,6,7és8);,a (9,10, 11 és 12).

A szoftver a 3 mért tg-T-sik mellé kiszamit tovabbi 97-et, ami altal a kocka teljessé valik.
A modellben minden pont reprezental egy kromatogramot, dimenziénként ~100 pont
képzelhetd el, ami azt jelenti, hogy a haromdimenziés modellbdl 12 kisérlet alapjan ~10°

szimulalt kromatogram nyerhetd.
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61.abra: A kocka modelljének felépitése, ahol az egyes pontok az alapkromatogramokat
szimbolizaljak. Miutan minden egyes kromatogram kiilbnb6z6 komponens retenciot mutat, ahol a
kromatografias szelektivitas kiilébnb6zd, igy a kockaval a szelektivitas/felbontas valtozasokat kitlinéen
lehet tanulményozni.

A gyakorlatban ugy hatarozzuk meg a mérési paramétereket, hogy a legkevésbé
visszatartott komponens retencios ideje (t;) a holt id6 (to) legalabb kétszerese legyen, vagyis
teljestljon a k > 1 feltétel. Tovabbi feltétel még, hogy az dsszes komponens elualédjon tg-n
belll mind a 12 kisérletben. Ezeket a feltételeket ugy tudjuk meghatarozni, hogy kivalasztjuk
az alacsonyabb hémérsékletet és itt végziink néhany kisérletet.

Amennyiben harmadik dimenziénak a pH-t valasztottuk, célszerli az alacsonyabb és
magasabb pH-n is elvégezni ugyanazokat a kisérleteket, mert a komponensek ionizaltsagi
viszonyai nagymértékben befolyasoljak a retenciét. Eléfordulhat, hogy egy bazikus csoportot
tartalmaz6 molekula magasabb pH-n még teljesiti a k > 1 feltételt, de a pH csdkkentésével
megnovekszik az ionizaltsagi foka és csokken a retencidja, vagyis mar nem teljesiti a k > 1
feltételt. Ugyanez mondhaté el savas csoportot tartalmazd molekula esetén, csak itt meg kell
forditani a gondolatot. Vagyis a pH novelésével ndvekszik az ionizaltsagi fok és csokken a
retencié. Ugyanezeket a szabalyokat alkalmazzuk az utolsoként elualédé komponensekre is.
Vagyis ugy valasszuk meg a pH-t és a gradiens Osszetételét, hogy az 6sszes komponens
eludlédjon. Ha kivalasztottuk a kiinduldsi pontot (61. abran az 1-es pont), akkor néhany
egyszerl szabaly betartasaval kdbnnyen meghatarozhatjuk a tébbi kisérleti pontot is. Az elsé
szabaly: a hosszabb tg haromszorosa legyen a rovidebb tg-nek, masodik szabaly: a két
hémérséklet (T4 és T,) kézott ne legyen 30°C-nal nagyobb kilénbség, harmadik szabaly:
ApH =< 0,6 legyen.

Hasonldéan kell eljarnunk, ha harmadik dimenzionak terner dsszetételt (tc) valasztjuk. Itt
az elbkisérletek soran a pH helyett a szerves moédositéra kell helyezniink a hangsulyt. A k >
1 feltétel teljestlését AcN-t tartalmazd rendszerben végezni, mivel az AcN erésebb eluens,
mint a MeOH, vagyis a komponensek korabban elualédnak. Ugyanezen ok miatt a gradiens

idejét és meredekségét MeOH-t tartalmazé rendszerben kell meghatarozni.
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7.21. ts-T-pH modell

A ts-T-pH elnevezés arra utal, amikor a gradiens id6 (tg), a hémérséklet (T) és a pH
egyuttes optimalizalasa torténik.

A tg ill. a szerves modositd (%B) hatasa a forditott fazisu folyadékkromatografiaban igen
jelentds. A viz eluensben 1évé mennyiségének van a legnagyobb befolyasa a szelektivitasra,
ill. az egyes anyagok retenciojara.

Amennyiben a vizsgalando vegyuletek valamelyike rendelkezik protonfunkciés csoporttal
(savas vagy bazikus karakterrel), akkor a mozgéfazis pH-jat allandé értéken kell tartani, hogy
a molekularis formak egyensulya és ezaltal a retenciés id6 ne valtozzon. Ezt a pH
allanddsagot tudjuk biztositani megfeleld6 puffer oldatok alkalmazasaval. A szelektivitas
valtoztatdsa szempontjabdl viszont jol tudjuk hasznalni ezt a paramétert, hiszen, ha a
protonfunkciés csoporttal rendelkezé vizsgalandd anyag pK, + 2 értéke kordl allitjuk be a pH-
t, akkor a retencié pH-fliggd lesz, ezaltal a felbontas (Rs) szabalyozhaté és a pH-altal
pontosan beallithatd lesz. Tovabba minél nagyobb aranyban van jelen az ion-visszaszoritott
(ill. semleges) forma, annal nagyobb retenciét varhatunk.

Célszer( a fejlesztést alacsony pH-n kezdeni, mert ott az alléfazison 1évé szabad szilanol
csoportok ionvisszaszoritott allapotban vannak, igy elkertulhetjuk a nem kivant ionos
kdlcsdnhatast az allofazis és a bazikus tulajdonsagu vizsgalandé anyag kdzott. Ez a hatas a
rovid szén-lancu, illetve kevésbé boritott fazisokon lehet jelentés. Ahhoz, hogy szemléltessuk
a pH hatasat az elvalasztasra kivalasztottunk egy ApH = 3,6 tartomanyt. Ezt a tartomanyt
harom egymashoz kapcsoldédd kockaval tudjuk modellezni (62. abra). A 9. tablazatban a

modell kiindulasi paraméterei (DoE) szerepelnek.
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62. abra: A harom egymashoz kapcsol6dé kocka modelljének felépitése, ahol az egyes pontok az
alapkromatogramokat szimbolizaljak (9. tablazat). A kockak kézott atfedések vannak, hiszen négy
pont, ami az egyik modellnél magasabb pH-nak szamit (9, 10, 11, 12, és 17, 18, 19, 20), az kbvetkezé
modell alacsonyabb pH-ja.
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9. tablazat: DrylLab kiindulasi mérési paraméterek ts-T-pH kockahoz. késziilék: Acquity UPLC, oszlop:
50 x 2,1mm BEH C18 1,7um, aramlas: 0,7mL/perc, ,A” eluens 10mM citrat-puffer, ,B” eluens

acetonitril.
Mérési ts (perc) T oH Mérési ts (perc) T oH
pont 30%B—90%B (°C) pont 30%B—90%B (°C)
1 2,0 20 2,8 15 2,0 50 4,6
2 6,0 20 2,8 16 6,0 50 4,6
3 2,0 50 2,8 17 2,0 20 5,2
4 6,0 50 2,8 18 6,0 20 52
5 2,0 20 3,4 19 2,0 50 52
6 6,0 20 3,4 20 6,0 50 52
7 2,0 50 3,4 21 2,0 20 5,8
8 6,0 50 3,4 22 6,0 20 5,8
9 2,0 20 4,0 23 2,0 50 5,8
10 6,0 20 4,0 24 6,0 50 5,8
11 2,0 50 4,0 25 2,0 20 6,4
12 6,0 50 4,0 26 6,0 20 6,4
13 2,0 20 4,6 27 2,0 50 6,4
14 6,0 20 4,6 28 6,0 50 6,4

A 63. abran a harom DryLab modell lathaté (a: pH = 2,8—4,0, b: pH = 4,0-5,2 ¢c: pH =
5,2—6,4). A jobb attekinthet6ség kedvéért, csak a piros részeket hagytuk meg, amely csak
azt a tartomanyt jeldli, ahol a felbontas (Rs) értéke nagyobb, mint 1,5 az 0Osszes

komponensre nézve (Design Space).

) ]

63. abra: Design Space a Drylab kockakban.
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A 64. abran hét kiulénb6z6 te-T-sikhoz tartozé ponton (tg = 7 perc, T = 40°C) vizsgaljuk a
pH hatasat az elvalasztasra, 0,5 pH egységenként vizsgaljuk meg a kromatogramokat. A pH
= 3,0 értéknél a retenciés sorrend a kdvetkezd: ImpD-ImpF-Amlodipin-ImpE-ImpG-ImpB-
ImpH-ImpA. Ez megegyezik az el6z8 fejezetben leirt ACD szoftver Aaltal kalkulalt
hidrofdbicitasi sorrenddel. A pH = 3,5 értéknél ugyanazt a sorrendet kapjuk, mint pH = 3,0-
nal, viszont az ImpH komponens retencioja csokken (savas komponens, pK,= 4,2, igy a pH
emelésével né az ionizaltsagi fok, ezaltal csOkken a retencid). Az els6é négy bazikus
karakterd komponens (ImpD, ImpF, Amlodipin és ImpE) retencidja is kismértékben csdkken,
ami jol példazza, hogy az elvalasztasi mechanizmus dsszetett folyamat, hiszen az itt emlitett
komponensek teljesen ionizalt formaban vannak az 6sszes pH-n (pK, = 10,7), igy nem
kellene, hogy valtozzon a retencié. Ez a kismértékl retencié csdkkenés végig (pH = 6,0)
medfigyelhetd. Ez a jelenség az alléfazis, a mozgdéfazis és a vizsgalt komponensek egyuttes
kdlcsdnhatasanak az eredménye. Az 5-6s (pH = 4,5-t6l 6-0s) ImpG, a 6-os (pH = 4,5-t8l 7-
es) ImpB és a 8-as ImpA retencidéja a telies pH tartomanyban allandé maradt. A
kovetkez6kben az ImpH komponens retencio valtozasat kovetjuk figyelemmel. pH = 4,0-nél
megel6zi az ImpB-t és egyutt elualddik az ImpG-vel. pH = 4,5-nél megel6zi az ImpG-t is és
tovabb csdkken a retencidja egészen pH = 5,5-ig, ahol egyltt elualddik az ImpE-vel. pH =
5,5-nél megall a retencié csdkkenése, majd a korabban emlitett bazikus komponensek kis
retencié csokkenése miatt az ImpE komponens ,visszael6zi”. A LogD-pH modellek kozal itt
is az ACD adta a legpontosabb joslast. Abban viszont mindharom szoftver téved, hogy az
els6 négy (ImpD, ImpF, Amlodipin és ImpE) komponens hidrofébicitdas (apolaritas)
ndvekedését josolja a pH hatasara, a gyakorlat ennek éppen ellenkezdjét mutatja. Mivel
rengeteg eltéré jellegl alléfazis és tdbb mozgofazis additiv all a kromatografusok

rendelkezésére, ez a jelenség kiildonbdz6 rendszerekben mas és mas lehet.
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64. &bra: A pH hatasa az elvalasztasra.

Ahhoz, hogy meggy6z8djink a DryLab modell hatékonysagardl, kijeldlink egy mérési
pontot az 5/b. kockaban (65. abra). Ez a pont a tg= 7 perc, T = 40°C és pH = 4,4. Igaz, a
kiindulasi kisérleteknél 2 és 6 perces tg-vel végeztik, de a 8 - 10 perce extrapolalt retencios
értékek megbizhatésaga is még nagyon j6. A 7 perces gradiens idé megfelel 8,57 %B/perc
gradiens meredekségnek. A kromatogramokon (66. abra) latszik, hogy az elemzéshez
szukséges id6 4 perc. Ez azt jelenti, hogy nem kell megvarnunk a 7 perces elemzési id6t
90 %B-ig, elég, ha elindulunk 30 %B-rél és hozzaadjuk a 4 perc x 8,57%B/perc = 34,3%B
eluensosszetételt.

Osszefoglalva, a mérési ponthoz tartozé értékek: tc = 4 perc (30%B—64,3%B), T = 40°C,
pH = 4,4. A 66. abran lathat6é a) szamolt és b) mért kromatogramok nagy egyezést mutatnak

egymassal, a csucsok retencios ideje kdzotti eltérés kevesebb, mint 2 masodperc.
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65. abra: A te-T-pH-modell a kivélasztott munkapontnél. A piros rész jelzi azt a tartoméanyt (Design
Space), ahol a felbontas értéke nagyobb, mint 1,5 (Rsc+>1,5), a kék rész mentén a csucsok koelucioja
(Rs=0) torténik. A kocka térfogata ~10° pontbol éplil fel, amikor is minden pont egy-egy kromatogramot

reprezental. A kivalasztott munkapont koordinatai: tc = 7 perc, T = 40°C, pH = 4,4.

T I T
1.0 2.0 3.0
Time (min)

2 6
3 7
| H
A
T T T T T T I T T T T T T T T T I T T
1.0 2.0

Time (min)

66. abra: A Drylab szoftverrel szamolt a) és mért b) kromatogramok. A retencids sorrend: 1: ImpD, 2:
ImpF, 3: Amlodipin, 4: ImpE, 5: ImpH, 6: ImpG, 7: ImpB, ImpA
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7.2.2. Szimulalt robusztussag vizsgalat

A mébdszerfejlesztés korai szakaszaban érdemes meggydz&dni arrél, hogy a fejlesztett
modszer mennyire érzékeny a kromatografias korilmények valtozasara, vagyis mennyire
robusztus.

A DryLab szofter legujabb verzidja (DryLab4) lehetévé teszi egy tervezett mddszer
robusztussag vizsgalatat, ahol a gradiens eluciéban leggyakrabban alkalmazott kdrilmények
hatasait tudjuk modellezni. Ezek lehetnek a tg, T, pH vagy tc, térfogat aramlasi sebesség,
induld és végsé eluens Osszetétel. A szimulalt robusztus vizsgalatot a 65. abran lathato
kockan mutatjuk be. A fejlesztett médszer robusztussag vizsgalatanak elvégzéséhez be kell
allitanunk az elvalasztast befolyasol6 paraméterek tolerancia szintjét, vagyis hogy mennyi

eltérést engediink meg az eredeti moédszerhez képest (10. tablazat).

10. tablazat: Kromatografias paraméterek és megengedett eltérés értékeik.

Paraméterek Ertékek t Eltérés
ts (perc) 7,0 +0,1
T(°C) 40 2

pH 4.4 +0,2
FlowRate (mL/perc) 0,70 + 0,05
Start %B 30 +1

End %B 90 +1

A DryLab szoftver robusztussag vizsgalé modulja a 6 mérési patamétert harom szinten
végzi el. A 67. abran lathatjuk az Osszes (729) Rscit érték eloszlasat és az &brarol
leolvashatd, hogy minden kisérlet teljesiti a korabban megfogalmazott Rs it > 1,5 feltételt. A
68. abra ad felvilagositast arrdl, hogy melyik paraméter vagy paraméter kombinacio (faktorok
kdlcsdnhatasa) van legnagyobb hatassal a felbontasra. Ebben az esetben a kiindulasi
mozgoéfazis 6sszetétel a legfébb befolyasold tényezd, ezt kdveti a hémérséklet és az aramlas,

a kombinalt hatasoknak elenyészd szerepuk van az elvalasztasra.
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67. abra: A 729 mérés R eloszlasa, egy négyzet (M) jelképez egy mérési paraméterhez tartozoé

2,91.
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68. abra: A kromatografias paraméterek hatasa a felbontasra.
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7.2.3. tG-T-tc modell

Sok esetben a szelektivitast a szerves modositok valtoztatasaval vagy keveréseével jol
lehet hangolni. A terner mozgofazis 0sszetétel gyakran eltéré szelektivitast ad mintha kulon-
kalon alkalmaznank a modositokat. Tipikus terner mozgdéfazisok a viz-acetonitril-metanol
keverékek, de sok esetben segithet kis mennyiségl tetrahidrofuran vagy izopropanol
hozzaadasa is. Az els6 DryLab modell kocka is terner mozgofazis Osszetétel
optimalizalasara sziletett meg ahol a tg és a T-tengelyek mellett egy harmadik, un. terner
koncentracios tengelyt (tc) vezetettek be, amely a szerves eluenst varialta amennyiben AcN
és MeOH kozott keverékeket meért, ill. dbrazolt. Ez azt jelenti, hogy a puffer pH-ja (,A”
eluens) allandé marad, ugyanakkor a szerves rész (,B” eluens) Osszetételét pedig
valtoztatjuk.

A mérések kivitelezésénél célszerl ugy eljarni, hogy az elsé ts-T-sikhoz (69.a abra)
tartozé méréseknél AcN-t, a masodik tg-T-sikhoz (69.b abra) tartozé méréseknél AcN:MeOH
1:1 aranyu elegyét, a harmadik tg-T-sikhoz (69.c abra) tartoz6 méréseknél pedig MeOH-t
valasztunk szerves modositd oldészernek. A mérések kiindulé paramétereit a 11. tablazat

tartalmazza.

11. tablazat: DrylLab kiindulasi mérési paraméterek ts-T-tc kockahoz. késziilék: Acquity UPLC, oszlop:
50 x 2,1mm BEH C18 1,7um, aramlas: 0,5mL/perc, ,A” eluens pH = 2,0.

Mérési ts (perc)
T(°C) tc
pont  30%B—90%B

1 4,0 20 AcN

2 12,0 20 AcN

3 4,0 50 AcN

4 12,0 50 AcN

5 4,0 20 AcN/MeOH
6 12,0 20 AcN/MeOH
7 4,0 50 AcN/MeOH
8 12,0 50 AcN/MeOH
9 4,0 20 MeOH
10 12,0 20 MeOH
11 4,0 50 MeOH
12 12,0 50 MeOH
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69. abra: A ts-T-tc modell felépitése. A piros részek (Design Space) jelblik azokat a helyeket, ahol az
Rs.crie>1,5 feltétel teljesil. A kék szin jelzi, amikor két kromatografias csucs egylitt elualodik.

A 69. abran lathatd, hogy terner Osszetétel alkalmazasa elényds lehet az elvalasztas
szempontjabdl (nagyobb a Design Space). A te-T-pH modellhez hasonléan itt is kivalasztunk
egy meérési pontot, hogy meggy6z6djunk a DryLab modell hatékonysagarol. Ez a pont a tg =
5 perc, T = 40°C, tc = AcN/MeOH=75/25 v/v (70. abra). A 71. abran lathaté a szamolt és

mért kromatogram, itt is nagy egyezést mutatnak egymassal.

":.:\’ s

70. abra: A ts-T- tc -modell a kivalasztott munkapontnal. A piros rész jelzi azt a tartomanyt (Design
Space), ahol a felbontas értéke nagyobb, mint 1,5 (Rs.+>1,5), a kék rész mentén a cstcsok koelucidja
(Rs=0) térténik. A kocka térfogata ~10° pontbdl éplil fel, amikor is minden pont egy-egy kromatogramot

reprezental. A kivalasztott munkapont koordinatai: ts = dperc, T = 40°C, tc = AcN/MeOH=75/25 v/v.
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71. abra: A Drylab szoftverrel szimulalt a) és mért b) kromatogramok.
A retencids sorrend: 1: ImpD, 2: ImpF, 3: Amlodipin, 4: ImpE, 5: ImpH, 6: ImpG, 7: ImpB, ImpA
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7.3. Modszerfejlesztés els6 és masodik generacids szilika monoliton

(porozus  szemcsés, héjszerkezetli, = monolit, nem  porézus). Az  alléfazis
morfolégiaja/szerkezete nem befolyasolja a fizikai-kémiai kolcsonhatasok min&ségét
(termodinamika) ezért a szolvofob és linearis oldoszer er6sségi modellek ugyanugy
muakodnek barmilyen RP alléfazison. A kilénbség a kinetikai hatékonysagban és
permeabilitasban lehet. A kdvetkez6ben monolit kolonnara mutatunk be modszerfejlesztési

példat. A kiindulasi mérési paramétereket a 12. tablazat tartalmazza.

12. tablazat DrylLab kiindulasi mérési paraméterek ts-T-tc kockahoz. készlilék: Alliance 2695e HPLC,
oszlop: 100 x 4,6 mm Chromolith RP-C18e, aramlas: 3,0mL/perc, ,A” eluens pH = 2,0.

Mérési ts (perc)
T(°C) tc
pont  30%B—90%B

1 5,0 20 AcN

2 15,0 20 AcN

3 5,0 50 AcN

4 15,0 50 AcN

5 5,0 20 AcN/MeOH
6 15,0 20 AcN/MeOH
7 5,0 50 AcN/MeOH
8 15,0 50 AcN/MeOH
9 5,0 20 MeOH
10 15,0 20 MeOH
11 5,0 50 MeOH
12 15,0 50 MeOH

A 72. abran lathatjuk, hogy az elsé és masodik generacios monolit oszlop esetén is
gyakorlatilag azonos kockat kapunk (hasonlé a szelektivitas). A 73. abran latjuk, hogy a
szimulalt és mért kromatogramok megegyeznek egymassal, tehat itt is jol mikdodik a modell.
Azt mar korabban megallapitottuk, hogy a masodik generacidés monolit joval hatékonyabb,
mint az els6 generacios. A példaban hasznalt komponensek retencidjat tekintve
megallapithatd, hogy a masodik generaciés monolit esetében valamelyest nagyobb retencids
idéket mértink, ami a porozitas beli kilénbségekkel magyarazhatd. Az allofazis kémiaja
azonos ezért a szelektivitasnak elvileg egyeznie kell csak kis retentcios idd csuszassal kell

szamolnunk.
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b)

':h:’l’ =

73. abra: A ts-T- tc -modell a kivalasztott munkapontnal a) I. generaciés és b) Il. generaciés monolit
kolonna esetében.
A kivalasztott munkapont koordinatai: ts = 5perc, T = 30°C, tc = AcN/MeOH=60/40 v/v.
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74. abra: a) szimulalt kromatogram elsé generaciés monolit oszlopon, b) mért kromatogram elsé
generaciés monolit oszlopon, c) szimulalt kromatogram masodik generaciés monolit oszlopon, d) mért
kromatogram masodik generacios monolit oszlopon.

A retencids sorrend: 1: ImpD, 2: ImpF, 3: Amlodipin, 4: ImpE, 5: ImpG, 6: ImpB, 7: ImpH, ImpA
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I. Melléklet

Szilikagél alapu monolitok gyartastechnolégiaja

Ahhoz, hogy megértsuk, hogyan lehetséges a jelenlegitél eltéré porozitasu monolitokat

késziteni, nézzik meg a jelenleg alkalmazott gyartastechnologiat:

Oldatban: CH;CO;H+H,0+PEG+TMOS

A

Hidrolizis+kopolimerizacié

A

Faziselvalasztas + zsugorodas

A

Oregités (aging)

A

Szaritas

AW

Hékezelés

\ 4 /

Kémiai modositas

Monolit kolonnak elballitasa

A monolit eléallitasa a szemcsés toltetekhez hasonld szol-gél folyamat eredménye.
Kiindulasként kulonb6zd viszkozitdsu és reakcioképességli szildnokat hasznalnak. A
kilonboz6 viszkozitas eltérd polimerizaltsagu szildnokat jelent. Kémiailag ezek a szilanok
lehetnek tetraetoxiszildnok (TEOS), tetrametoxiszilanok (TMOS), metiltrimetoxiszilanok
(MTMS), etoxitrimetoxiszilanok (ETMS), 2-cianoetilszildnok (CEOS),
3-aminopropiltrietoxiszilan (APTHS) és digliceril szilan (DGS). Ezekhez a szilanokhoz az
esetek tdobbségében polietilénglikolt adnak, ezt az egyéb polimerizacidos reakcioknal
porogénnek nevezik. A kondenzaciés reakcid beinditasa sav hozzaadasaval toérténik, a viz
hatdsara hidrolizis majd ezt a polimerizacié kdveti. A ndvekvé molekulatdmeggel a keletkezd
geél kivalik az oldatbdl és két fazis alakul ki: a porogén (additiv) és a szilikavaz. A fazis
szétvalast az additiv koncentracioja nagymértékben befolyasolja, ezzel mind az atfolyd
porusok atmérdjét, mind a karakterisztikus méretet (domain size) is megvaltoztatja. Ennek a
magyarazata, hogy a keletkez gél kivalasi sebessége kisebb, mint a fazis szétvalasé, igy a

szilard rész tébb lesz, ennek kdvetkeztében az atfolyd porusok atmérdje csdkken.

146



I. Melléklet (folytatas)

A Kkeletkezd hidrogél nem stabil, ezért a kdvetkezb Iépésben (6regités, aging) a
haromdimenziés szerkezet alakul. Ennek az utokezelésnek (aging) a kordiményei mar
nagyban befolyasoljak a mezoporusok nagysagat. Ammonium-hidroxid hozzaadasaval akar
400 nm porusatmerd is elérhetd, s ezzel a kolonnaval nagy molekulatémegil biopolimerek
vizsgalhatdk. A hékezelés (szaritas, kalcinalas) adja meg a végsé mezoporussagot. A szilard
format egy megfeleld méretli és hétir6 csében nyerik el. A kémiai modositast vagy ekkor,
vagy a végs6 hazban un. in situ médositassal végzik el. Az irodalmi adatok szerint ezt a
modositast oktadecil-metil-N,N-dimetilamino-szilannal végzik el.

A kiindulasi korulmények megvalasztasa, milyen kiindulasi szilant hasznalnak, az
utokezelésnél hasznalt bazis minésége és mennyisége, a hbkezelési hdmeérséklet mind-mind
befolyasoljak a monolit porozitasat és a karakterisztikus méretet. Ezt mutatjuk be a

kovetkez6 tablazatban.

Az ecetsav katalizalta szoll-gél eljarassal gyartott monolit kolonnak struktarajanak valtozatai a
kilénbdzd szintézis paraméterek fliggvényében. Azok a paraméterek, amelyeket a hivatkozasokban
varialnak, délt betdtipussal jelblve.

Szintézis valtozok Késztermék struktira paraméterei
. o Atf'ulyu ‘ Karakterisz. Alfful}*u
. . Oregitti | Vaz méret, | porus Mezoporus . porus/
Szilanok Adalékok , ) tikus oo
reagens TRy mérete, | meérete, nm . szilikavaz
parameéter, pm .
pm aranya
TMOS PEG NH,OH | LI-24 | L3-35 | 13,0-250 2,5-59 13-14
TMOS PEG NH,0H 1,0 1,7 14,0 vagy 25,0 2,7 1,7
TMOS PEG NH,OH | 1L0-23 | L3-34 5,0-250 2,5-57 Lo-17
TMOS PEG NH,0OH 22 8.0 14,0 10,2 30
TMOS PEG NH,OH | 20-2F | 1L2-3,3 Na® 2,2-58 L2-15
TMOS vagy
PEG Ui - - - -
TMOSMIMS rec 10-20 | 20-8,0 Na 30-10,0 1,33-4,0
TMOS PEG s CTAB |NH,OH | L0-20 | L2-3,5 | 100-150 2,2-55 L2-175
TMOS PEG Orea NA -1,0 80-413,0 NA NA

a) Nem hozzaférhetd

A monolit eléallitas kritikus 1épése az olddszer eltavolitasa a porusokbdl. Ha az olddészert
tul gyorsan tavolitjak el a pérusokbdl, akkor a fellépd feszliltség meghaladja a szilikagél-vaz
mechanikai stabilitasat, és ott a vaz ésszeroppan. A keletkez6 finom szemcsék eltdmik a
nagyatmérdjli pdrusokat, amely jelentds nyomasndvekedést okoz. Ennek elkerllésére

kilénbdz6 olddszereket, szuperkritikus allapotot vagy ionos-folyadékokat alkalmaznak.
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Szilikagél alapu monolit kolonnatipusok

Il. Melléklet

Kereskedelmi forgalomban kaphato Chromolith® kolonnak Jellemzdi

név oszlop dimenzi6 pérusméret atfoly6 pérus allofazis
(mm) (A) (Hm)
Kapillaris kolonnak
150 x 0,05 130 2 RP-18
150 x 0,1 130 2 RP-18
150 x 0,2 130 2 RP-18
CapRod
300 x 0,1 130 2 RP-18
50 x 0,01 130 2 RP-18
50 x 0,02 130 2 RP-18
150 x 0,1 150 1 RP-18
CapRod 150 x 0,2 150 1 RP-18
HighResolution 150 x 0,1 130 2 RP-8
50 x 0,1 130 2 RP-8
Analitikai kolonnak
FastGradient 50 x 2 130 1,5 RP-18
50 x 3 130 2 RP-18
25x2 130 1,5 RP-18
Flash 25x3 130 2 RP-18
25x4,6 130 2 RP-18, RP-8, CN, Diol, NH,
25x4,6 150 1,15 RP-18
HighResolution 50 x 4,6 150 1,15 RP-18
100 x 4,6 150 1,15 RP-18
100 x 2 130 1,5 RP-18
Performance 100 x 3 130 2 RP-18
100 x 4,6 130 2 RP-18, RP-8, CN, Diol, NH,, Si
SpeedRod 50 x 4,6 130 2 RP-18, RP-8, CN, Diol, NH,
Preparativ kolonnak
Prep 100 x 25 120 3 RP-18, Si
SemiPrep 100 x 10 130 2 RP-18, Si
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lll. Melléklet

Chromolith® védékolonnak (Cartridges) és védékolonna kit (Cartridge Kit)

A monolit kolonna atfolyé poérusait a mozgofazis és a minta szilard szennyez6dései is
eltdmhetik, tovabba elsédlegeses bioldégiai mintak elemzésénél az irreverzibilisen
adszorbealodd komponensek a fellletét atalakithatjak. Ennek elkerllésére véd6 vagy el6tét
kolonna alkalmazasa ajanlatos. A véd&kolonna ugyanaz a C-18 maodositott alléfazis, amelyet
az analitikai kolonnaban alkalmaznak. A véd6kolonnat tartalmazo haz (cartridge) kozvetlendl
csatlakoztathaté az analitikai kolonnahoz, ahogy azt az abra mutatja. Két eltér6 méretben
készll 5 és 10 mm hosszusagban. Az 5 mm-est a 25 és 50 mm-es kolonnaknal, a 10 mm-
est 100 mm-es kolonnanal ajanlatos hasznalni. Az el6tét (védd) kolonna csatlakoztatasa

egyszerl az analitikai kolonnahoz.

El6tét kolonnak és csatlakoztatasuk az analitikai kolonnahoz
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IV. Melléklet

Chromolith® kolonnak sorba kotése

A kolonnak sorba kétése egyszerlien megoldhato. A csatlakoztatd elem kis atméréje
nem noveli meg a holttérfogatot mivel a mozgdfazist kdzvetlenil a monolitra vezeti. A
szemcsés toltetekkel ellentétben, ahol sziir6 szélesiti a kromatografias csucsokat, ez a

hatas ebben az esetben elhanyagolhatd. A csatlakoztatd elemet és a két sorba kotott

+

Monolit kolonnak sorba kétése

kolonnat az abran mutatjuk be.
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V. Melléklet

Amlodipin és Ph.Eur. szennyezéinek elvalasztasa
elsé generaciés Chromolith® kolonnan

Kolonna Chromolith® Performance RP-18 endcapped, 100x4,6mm
A: 30 mM foszfat puffer, pH=2,0
Mozgofazis B: acetonitril / metanol = 60 / 40 (v/v)
t (perc) %A %B
Gradiens 0 70 30
5 10 90
Térfogataramlasi sebesség 3,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 237 nm
Hémérséklet 30°C
Adagolt térfogat 10 ul
1. Ph.Eur. ImpD
2. Ph.Eur. ImpF
3. amlodipin
4. Ph.Eur. ImpE
Komponensek 5. Ph.Eur. ImpG
6. Ph.Eur. ImpB
7. Ph.Eur. ImpH
8. Ph.Eur. ImpA
| 3
] 2
| 1

1.0

2.0
Time (min)
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VI. Melléklet

Amlodipin és Ph.Eur. szennyezéinek elvalasztasa
masodik generaciés Chromolith® kolonnan

Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped, 100x4,6mm

Kolonna
A: 30 mM foszfat puffer, pH=2,0
Mozgofazis B: acetonitril / metanol = 60 / 40 (v/v)
t (perc) %A %B
Gradiens 0 70 30
5 10 90
Térfogataramlasi sebesség 3,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 237 nm
H6émérséklet 30°C
Adagolt térfogat 10 ul
1. Ph.Eur. ImpD
2. Ph.Eur. ImpF
3. amlodipin
4. Ph.Eur. ImpE
Komponensek 5. Ph.Eur. ImpG
6. Ph.Eur. ImpB
7. Ph.Eur. ImpH
8. Ph.Eur. ImpA
i \ .

4

L

e

1.0

2.0 3.0
Time (min)
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VII. Melléklet

Szteroidok elvalasztasa Chromolith® Performance RP-18
endcapped kolonnan (sorba kotve)

Kolonna 2 db Chromolith® Performance RP-18 endcapped

A: viz
Mozgofazis B: acetonitril

t (perc) %A %B
Gradiens 0 80 20

7 10 90
Térfogataramlasi sebesség 3,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 220 nm
Hémérséklet szobahdmérséklet
Adagolt térfogat 10 ul

1. predisolon

3. estradiol
Komponensek 4. tesztoszteron

5. kortikoszteron
6. esztron

7. progeszteron

3.5 T perc
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VIII. Melléklet

Savas csoportot tartalmazé vegyiletek elvalasztasanal alkalmazott kromatografias
paraméterek Chromolith® Performance RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® Performance RP-18 endcapped, 100x4,6mm
A: 20 mM foszfat puffer, pH=4,5
Mozgofazis B: acetonitril
t (perc) %A %B
Gradiens 0 80 20
3 40 60
Térfogataramlasi sebesség 4,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 230 nm
Hémérséklet 22°C
Adagolt térfogat 10 ul
1. aszkorbinsav
2. 4-hidroxi-benzoesav
3. benzoesev
5. metil-4-hidroxi-benzoat
6. etil-4- hidroxi-benzoat
7. propil-4- hidroxi-benzoat

154



Szulfonamidok elvalasztasa Chromolith® SpeedROD RP-18 endcapped kolonnan

IX. Melléklet

Kolonna Chromolith® SpeedROD RP-18 endcapped, 50x4,6mm
A: 0,1% TFA vizben

Mozgorazis B: acetonitril
t (perc) %A %B
0,0 5 95

Gradiens 0,4 S5 9

1,2 30 70
2,2 30 70

Térfogataramlasi sebesség 6,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 270 nm
Hémérséklet szobah&mérséklet
Adagolt térfogat 10 ul

1. szulfadiazin

2. szulfatiazol
Komponensek 3 SZUIfameraZin

4. szulfadimidin

5. szolfaoxazol

&
7
1
3
2 5
4
0 1,0 2,0 min

155



X. Melléklet

Peptidek elvalasztasa Chromolith® Performance RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® Performance RP-18 endcapped 100x4,6mm

A: 0,1% TFA vizben
Mozgofazis B: acetonitril

t (perc) %A %B
Gradiens 0 9 5

7 80 20
Térfogataramlasi sebesség 1,5 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 215 nm
H&mérséklet szobahdmérséklet
Adagolt térfogat 10 pl

A. tiourea

1. AAAY (Ala-Ala-Ala-Tyr)
Komponensek 2. LAP (LeU'AIa-PrO)

3. GGF (Gly-Gly-Phe)
4. LFY (Leu-Phe-Tyr)

s e ot st

2. % 4 B B F N N 10 U 13 13 44 18

Reetention Tima [mink
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XI. Melléklet

Peptidek elvalasztasanak gyorsitasa Chromolith®
Performance RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® Performance RP-18 endcapped 100x4,6mm
Mozgéfazis viz / acetonitril / THF =8 /92 /0,1 (v/v)
Térfogataramlasi sebesseg 1,0/4,0/8,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 215 nm
HOémérséklet 32°C
Adagolt térfogat 10 ul

A. tiourea

1. AAAY (Ala-Ala-Ala-Tyr)
2. LAP (Leu-Ala-Pro)
3. GGF (Gly-Gly-Phe)

Komponensek

8.0 mifmin
|“"|I“|||”'|""|
2
4.0 mlimin
1
Rk bt okl bl ekl ik
] 1 2 3
2
A 3
1.0 mlfmin
Rkl Aaadt Shabd Lbht e LAY MGt bt vt bhaad LAk by
Il'.l ; 4 I ;. I L 4 § ] T a B 10
Retention Time (min}
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XIl. Melléklet

Purpurin és quinizarin elvalasztasa Chromolith®
Performance RP-8 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® Performance RP-8 endcapped, 100x4,6mm
Mozgofazis 20 mM foszfat puffer, pH=2,0 / metanol = 30/ 70 / (v/v)
Térfogataramlasi sebesség 1,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 254 nm
H&mérséklet szobahdmérseéklet
Adagolt térfogat 10 ul
1. purpurin
Komponensek 2 s
. quinizarin
2
1

0 6 12 mini
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XIil. Melléklet

Polisztirolok elvalasztasa Chromolith®
Performance Si 30 cm-es kolonnan (sorba kotve)

Kolonna 3db Chromolith® Performance Si, 100x4,6mm
Mozgdfazis tetrahidrofuran
Térfogataramlasi sebesség 0,5 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 254 nm
H&mérséklet 40°C
Adagolt térfogat 10 pl
1. polisztirén 39000
2. polisztirol 20650
3. polisztirol 10850
Komponensek

4. polisztirol 5460
5. polisztirol 2100
6. polisztirol 1050
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XIV. Melléklet

Chromolith® SpeedROD RP-18 endcapped
kolonnaval torténé elvalasztas paraméterei

Kolonna Chromolith® SpeedROD RP-18 endcapped, 50x4,6mm

A: 10 mM foszfat puffer, pH=5,0
Mozgofazis B: acetonitril

t (perc) %A %B

0,0 3 97
Gradiens 2,5 3 97

2,6 8 92

50 8 92
Térfogataramlasi sebesség 4,0 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 227 nm
H&mérséklet szobahdmérséklet
Adagolt térfogat 10 ul

1. aceszulfam-K

2. szacharin

3. benzoesav
Komponensek 4. szorbin sav

5. koffein

6. aszpartam

1 5 6
2
4
3
e
1] 2.3 4.6 min
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XV. Melléklet

lonos vegyiiletek (kationaktiv) elvalasztasa Chromolith®
SpeedROD RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® SpeedROD RP-18 endcapped, 50x4,6mm
A: 0,1% TFA vizben

Mozgdfazis B: metanol
t (perc) %A %B

Gradiens 0,0 60 40
2,5 0 100

Térfogataramlasi sebesség 4,0 mL/perc

Detektalasi hullamhossz 254 nm

H&mérséklet szobahdmérséklet

Adagolt térfogat 10 ul

1. N-dodecilpiridinium klorid

Komponensek 2. hiamin
3. N-cetilpiridinium klorid
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XVI. Melléklet

Immunglobulinok elvalasztasa kapillaris kolonnan Chromolith®
CapRod RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® CapROD RP-18 endcapped, 150x0,1mm
A: viz / acetonitril / hangyasav =98 /2 /0,1 (v/v)
Mozgofazis B: viz / acetonitril / hangyasav = 20 / 80 / 0,08 (v/v)
t (perc) %A %B
Gradiens 0,0 98 2

2,5 60 40

Térfogataramlasi sebesség

3,0 yL/perc

Komponensek

immunoglobulinok

Al 40
301
20

101

40
t (rmin)
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XVII. Melléklet

Preparativ elvalasztasa Chromolith® prep kolonnan

Kolonna Chromolith® prep 100x25mm
Mozgéfazis n-heptan / dioxan = 80 / 20 (v/v)
Térfogataramlasi sebesség 40/ 390 mL/perc

1. toluol
Komponensek 2. dimetil-ftalat

3. dibutil-ftalat

intenzitas {4

int. (%) £ ™ :
100 -
W: w0
I J
60 1 o
40 A ) g
i L‘Av o
0 5
- = HH o
ol A g
B LI L L DAL e ]
¢ 05 W LS5 20 25 "'ffu —
t (min ) T i
aramlas: 40mL/perc aramlas: 390mL/perc
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XVIIl. Melléklet

Nyers extraktumbal torténé kis mennyiségli komponens kinyerése
Chromolith® prep RP-18 endcapped kolonnan

Kolonna Chromolith® prep RP-18 endcapped, 100x4,6mm
Mozgdfazis A: 0,1% hangyasav vizben
B: acetonitril
Gradiens t (perc) %A %B
0,0 90 10

10,0 70 30

Térfogataramlasi sebesség 60 mL/perc
Detektalasi hullamhossz 254 nm
Adagolt térfogat 5mL
Minta 23 mg hirudin (nyers extraktbol szdrve)
Ml
100 1
& -
! N A
o | | | T |
D 2 3 4 5 B
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XXVII. Melléklet

Pufferek oldhatésaga viz-szerves olddszer elegyekben

Kalium-foszfat (pH=7,0) oldhatosaga klilbnbdzd 6sszetételli

viz-szerves olddszer elegyekben (szobahémeérsékleten) !

%B MeOH AcN THF

50 >50mM  >50 mM 25 mM
60 > 50 mM 45 mM 15 mM
70 35 mM 20 mM 10mM
80 15 mM 5mM <5mM
90 5mM 0mM 0

Kilénb6zé pufferek oldhatéséga kiilbnb6z6 dsszetételdi

viz-acetonitril elegyben (szobahé’mérsék/eten)’

ammoénium-  ammaonium- kalium- ammaonium- kalium-

%B acetat foszfat foszfat foszfat foszfat

pH=5,0 pH=3,0 pH=3,0 pH=7,0 pH=7,0
60 > 50 mM > 50 mM > 50 mM > 50 mM 45 mM
70 > 50 mM > 50 mM > 50 mM 25 mM 20 mM
80 > 50 mM 35 mM 20 mM 5mM 0 mM
90 25 mM 5mM 0 mM 0mM 0mM

T Dolan, A Guide to HPLC and LC-MS Buffer Selection
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XXVIII. Melléklet

30mM-os foszfat-puffer készitése

(BufferMaker programmal szamitott)

A-oldat  B-oldat B-oldat  C-oldat B-oldat C-oldat
PRy e P e e Py
2,0 932 68 6,0 900 100 7,3 272 728
2,1 797 203 6,1 877 123 7.4 227 773
2,2 667 323 6,2 848 152 7,5 188 812
2,3 571 429 6,3 814 186 7.6 154 846
2,4 479 521 6.4 774 226 7,7 126 874
2,5 398 602 6,5 728 272 7.8 102 898
2,6 329 671 6,6 677 323 7.9 82 918
2,7 270 730 6,7 621 379 8,0 66 934
2,8 220 780 6,8 560 440 8,1 53 947
2,9 179 821 6,9 449 501 8,2 42 956
3,0 145 855 7,0 438 562
3.1 117 883 7.1 378 622
3,2 94 906 7,2 323 677

A-oldat: 30mM foszforsav

B-oldat: 30mM natrium-dihidrogén-foszfat

C-oldat: 30mM dinatrium-hidrogén-foszfat
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XXIX. Melléklet

10mM-os pufferek készitése pH=7 alatt
(BufferMaker programmal szamitott)

A-oldat  B-oldat C-oldat  D-oldat
PRy . P ey my
3,0 948 52 40 856 144
3,1 893 107 4.1 820 180
3,2 837 163 4.2 780 220
33 780 220 43 735 265
3.4 720 280 44 685 315
35 658 342 45 631 369
36 504 406 46 574 426
37 530 470 47 515 485
38 467 533 48 456 544
3,9 407 593 4,9 398 602
4,0 350 650 50 344 656
4,1 297 703 5.1 293 707
4,2 250 750 5.2 247 753
4,3 208 792 53 206 794
4.4 172 828 54 171 829
4,5 141 859 55 140 860
4.6 115 885 56 115 885
4,7 94 906 57 93 907
4,8 76 924 58 75 925
4,9 61 939 59 61 939
5,0 49 951 60 49 951

A-oldat: 10mM hangysav
B-oldat: 10mM natrium-formiat
C-oldat: 10mM ecetsav
D-oldat: 10mM natrium-acetat
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XXX. Melléklet

10mM-os pufferek készitése pH=7 fol6tt
(BufferMaker programmal szamitott)

A-oldat  B-oldat C-oldat  D-oldat
PP my . Py
7.0 135 865 85 83 917
7.1 165 835 8,6 102 898
7.2 199 801 8,7 125 875
7.3 239 761 8,8 153 847
7.4 284 716 89 186 814
75 334 666 90 224 776
76 388 612 9.1 267 733
77 444 556 9.2 315 685
7.8 503 497 93 368 632
7.9 561 439 94 424 576
8,0 618 382 95 483 517
8,1 672 328 96 542 458
8,2 722 278 97 601 399
8,3 767 233 98 658 342
8,4 806 194 99 711 289
8,5 840 160 10,0 760 240
8,6 869 131 10,1 804 196
8,7 894 106 10,2 844 156
8,8 914 g6 10,3 879 121
8,9 931 69 10,4 911 89
9,0 945 55 10,5 939 61

A-oldat: 10mM trietanolamin
B-oldat: 10mM trietanolamin-HCI
C-oldat: 10mM etanolamin
D-oldat: 10mM etanolamin-HCI
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Felel6s kiado:
Merck Kft.

1117 Budapest, Oktober huszonharmadika utca 6-10.
' Tel.: (06-1) 463-8100

Fax: (06-1) 463-8101

Honlap: www.merckmillipore.hu
www.merckmillipore.hu  E-mail: kemia@merck.hu
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