Alapfogalmak és felhasznalt 6sszefliggések

Ebben a rovid Osszefoglaloban azokat az alapfogalmakat és Osszefliggések adjuk meg,
amelyeket a gyors folyadékkromatogréfias ismertetésiinkben felhasznalunk. A tisztelt olvaso
ezekrél bévebben tankonyvekben és egyéb szakirodalomban tajékozddhat.

A folyadékkromatografias elvalasztas alapja

Kilonboz6 szerkezeti tulajdonsaggal rendelkezé anyagok eltéré kdlcsonhatast alakitanak ki az
alléfazissal, amelyet a mozgdéfazis és a hémérséklet befolyasol. Az eltér6 kdlcsonhatas miatt
vandorlasi sebességuk is eltér6 lesz, amit a retencids id6k kilonbsége jelez.

A kromatogréafias elvalasztas célja

Hasonlo fizikai-kémiai szerkezetl vegyiletek elktlonitése és mennyiségik meghatarozasa.

Folyadékkromatografiasan vizsgalhaté anyagok (kromatografalhatosag kémiai kritériuma)

Folyadékkromatografidsan vizsgalhatok mindazon anyagok, amelyek atalakulads nélkdl
oldatba vihet6k, a detektalas megszabta koncentracioban.

Az elvalasztas alapegyenlete

1 a-1 k

_ —L K 1
2N ket 1)
ahol

Rs felbontas

N elméleti tanyérszam

a szelektivitasi tényez6

k komponens visszatartdsa, kapacitasarany

Az elvalasztas alapegyenletében szereplé tényez6k definicidja
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ahol: 1t retencios ido6
Wy alapvonalon mért cslcsszélesség
Wy,  csucs félmagassaganal mért csucsszélesség

a=-> ahol ky > kg (3)



k= L) ahol to az inert anyag eldciés ideje (holt id6) 4)
0

Javasolt érték az egyes tényezékre

Altalaban:
1<k<10
2 <k<5 biologiai mintaknal
a>1,05 (a=1nincs elvalasztas)
N > 2000
Rs>2

Ellciés modszer

A minta bevitele impulzusszer(ien (dugdszer(en) torténik, a mozgofazis allandoéan aramlik az
allofazis felett és szorpcidja kisebb, mint a legkevésbé szorbeal6dé mintakomponensé.

Lineéris ellciés médszer

A kolonnara adagolt minta mennyiségi fuggvényében a stacioner fazis altal adszorbeélt
anyagmennyiség aranyosan valtozik. A minta adagolasa impulzusszer(ien torténik, a
mozgofazis allandoan aramlik az allofazis felett és atlagos szorbcidja a legkisebb.

Elméleti tAnyérmagassaqg (H)

A kromatogréafids un. tanyérelmélet alapjan az a kolonna-szakasz, ahol a mozgo- és alléfazis
kozott az egyensulyi koncentracié kialakul.

Definicoszerien:

N = % ahol L a kolonna hossza (5)

Sebesséqi elmélet és alaptételei

A sebesseégi elmélet (rate model) a kolonnan létrejové kromatografias zonaszelesité hatasok
és a mozgofazis térfogat-aramlasi sebessége kdzotti 6sszefliggéseket térja fel.
Alapfeltevései:
1. A mozgo6- és alléfazis kozott kvazi-egyensulyi helyzet van.
2. Aramlasi sebesség sugarirany(  valtozdsa miatt  Orvény-diffuzios  hatasok
érvényesulnek.
3. A kolonnan a hossziranyd diffazio jelent6sen novelheti a kromatografias
csucsszélesedest.
4. Az anyag atadast mind az allo-, mind a mozgdéfazisban a diffuzio kontrollalja.



Kromatografias csucsszélesitd hatasok dsszegz6dése (additivitasa)

Mivel az egyes kromatografids cslcsszélesitd hatasok egymastol fliggetlenek, és ha a
kromatografias csicsok normalis eloszlassal kozelitheték, akkor a H-k 0sszege adja meg a
kolonna végén mérhetd zonaszélesedést. EIGszor van Deemter és kollégai mutattak meg, hogy
az elméleti tnyérmagassag a linearis sebesség (u) fuggvényében egy minimumos gérbével
irhatd le

A van Deemter 0sszefliggés

B
H:A+G+Cu (6)

ahol: A orvény-diffuzids tag
B hossziranyu diffizids tag
C anyagatadési ellenallésra jellemzd tag

Ezt az alapegyenletet azota sokan tovabb fejlesztették (Giddings, Knox, Golay, Hubert,
Horvath, Myabe, Guiochon, Gritti...), kilondsen az A tag fizikai értelmezése az, amelyben az

egyes megkozelitések eltérnek.

Orvény-diffuzids tag

Az eltérd aramlasi csatornak kovetkeztében jelentkez6 kromatografias csucsszélesitd hatas.
Els6sorban a toltés mindségétdl (rendezettségétdl), szemcseatmérdtél, a komponens diffuzids
allanddjatol és a mozgodfazis sebességetdl fligg.

Hossziranyu diffuzio

A kolonnéara adagolt zona hossziranyban az idd el6rehaladtaval diff(zids Gton szélesedik. A
diffuzi6 okozta zoOnaszélesedés elsOdlegesen a mozgofazisban torténik, de nem
elhanyagolhaté az all6fazisban sem. ElsGsorban a mozgofazis sebességétél, a komponens
mozgo- és az allofazisban mert diffazios allandojatol, a komponens obstrukcids (Utkdzési)
tulajdonsagaitol és visszatartasatol fligg. Minél nagyobb a komponens visszatartasa annal tobb
id6 all rendelkezésre a hossziranyu diffuzié okozta zénaszélesit6 hatasra.

Anyagatadasi ellenallas okozta kromatografids zénaszélesit6 hatas

A mozgod- es allofazis kozott az egyensuly beélldsa nem pillanatszerl. Minden olyan hatas,
amely noveli az egyensuly beallas idejét, kiszélesiti a kromatografids csicsot. Ezek a hatasok
lehetnek:



- diffuzid a poruson beluli allo és mozgo folyadék kozott

- kinetikus gatlés az ll6- és mozgdfazis kozotti anyagadtmenetnél

F6leg a mozgofazis sebességétdl, a komponens mozgé- és az alléfazisban mért diffazids
allandojatol, visszatartasatol és szemcseatmérotél (&llofazis morfologidjatol) fugg.

Ha szemléltetni akarjuk a szemcseatméro (d,) és diffazios tulajdonsagok (diffuzios allando -
Dv) hatasat az elvalasztas hatékonysagara, akkor Neue szerint a kdvetkezd egyszerdsitett
format irhatjuk fel:

B-D, .d,-u

H=A-d +
P u D,

(7)

Az optimalis linearis sebesség (Uopt) a kdvetkezOk szerint irhato le:
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Tehét a linearis sebesség optimuma forditva aranyos a szemcseatmérovel. A 8-es egyenletet
7-be helyettesitve megkapjuk a tanyérmagassag minimum értékét (Hmin):

H., =d,(A+2./CB)~d, (9)

Azaz az elérhet6 legkisebb tanyérmagassag (legnagyobb tanyérszam) egyenesen aranyos a
toltet szemcseatmerdjével.

Additivitas elmélet kdvetkezménye

hagyomanyos HPLC modszernél:
IH=H,+Hg+H., +H., (20)

ahol: Ha, Hg, Hc s és Hem az A, B taghdl illetve az agyagéatadasi ellenallas allé- és mozgofazis
jarulékabol (C;4 és Cr,) adddo tAnyermagassag jarulékok.

UHPLC modszerél ehhez jarul a hdégradiens (Hy) és ultranagy-nyomas (Hp) okozta
zOnaszélesit6 hatasok:

SH =H, +Hy+Hg, +He ,+Hr+Hp (11)



Redukalt paraméterek

A redukdlt paraméterek segitségével kilonbdz6 szemcsedtmérdjl toltetek hatadkonysaga
(mindsége) hasonlithat6 6ssze.

redukalt tinyérmagassag (h):

H
h=—
dP
(12)
redukalt sebesseg (v):
ud
=— 13
V=5, (13)

Knox egyenlet

Knox a redukalt parameterekkel irta fel a tanyeregyenletet, és mar figyelembe vette az A tag
sebesség fuggését is.

h=Av'? +nE+CV (14)

Kolonna jésaganak megitélése

Egy teljesen pordzus szemcsékkel toltott kolonnat jonak itélink ha teljesdl, hogy 2 < hyin < 3.
Héjszerkezetli tolteteknél pedig 1,2 < hpin < 2 varhato el.

Nyomasesés a kolonnéan (AP)

ap=ThLU (15)
d
p
ahol: f kolonna aramlasi ellenéllasa
h mozgofazis viszkozitasa



Elvalasztasi ellenallas (E)

Figyelembe veszi az elérhet6 tanyérmagassagot és a kolonna aramlasi ellenallast is, igy a
megvalosithatd analizis id6rol is adhat tajékoztatast.

AP .,

TNh@+k) (19)

Kinetikus elmélet alapja

A Kinetikus elmélet segitségével elvalasztasok idGigényet (analizis idd, aranyos a holtidével)
becsulhetjik adott nyomason (APmax) és adott viszkozitasu mozgdéfazissal, figyelembe véve a
kolonna permeabilitasat (Ky) és az adott linearis sebességnél mért tanyérmagassagot. Tovabba
meghatarozhatd, hogy egy adott tAnyérszamot milyen kolonna hosszal lehet elérni. Az elmélet
alapegyenletei:
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Teljes zOnaszélesedés

A kromatogramon meért zonaszélesedés két f6 részbdl tevddik Ossze, az egyik a kolonna
megszabta, a masik a kolonndn Kivili. Ezért a kromatogramon mért zonaszélesedés
(variancia) tehat a kolonnan fellépd és azon kivili hatasokbol tevddik dssze:

2 2 2
S total — S ec +S col (19)

ahol: 0% és a 0% jelentik a kolonnan és a kolonnan kiviili zénaszélesedést, a kdvetkezd
modon irhatok fe:

s VPV

S col — —= (l+ k)z (20)
NcoI col
Sezc :Siij +Sk2ap +S§et (21)
ahol:

Ve a retencios térfogat
Vo holt térfogat



Neot  0szlop valodi hatékonysaga (oszlopon kiviili
zbnaszélesedéssel korrigalt tanyérszam)

0%y amintaadagol6 zonaszélesitd hatasa

0’kap 8z 65szekot6 vezetékek zonaszélesitd hatésa

0%t a detektorcella zénaszélesitd hatésa

Megallapodas szerint:
s2<0l1s? (22)

ec — col

Azaz az oszlopon Kkivili zonaszélesedés ne legyen nagyobb mint az oszlopon létrejovo
varianca 10%-a. EKkkor a késziilék nem rontja le jelent6sen az oszlop valodi hatékonysagat.



