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1. Bevezetés

A nagynyomast (vagy nagy teljesitményii) folyadékkromatografiat, amely mintegy 40 éve ismert, ma
az analitikai és a szintetikus kémia egyik legértékesebb elvalasztasi eljardsanak tartjuk. Elényei kozé
tartozik, hogy a méréseket szobahdmérsékleten vagy annak kozelében végezhetjiik, igy termikusan
érzékeny anyagok is vizsgélhatok vele, megfelel6 szerkezeti anyagok felhaszndldsdval pedig bioldgiai
eredetli mintdk is kozvetleniil analizdlhatok. A kromatogréfids koriilmények (kolonna tdltetanyaga,
eluens mindsége, stb.) megfeleld megvalasztasaval szinte minden vegyliletcsaldd és minta vizsgéalatira
alkalmas, sOt esetenként Osszetett reakcidelegyek komponenseinek iizemi 1éptékll szétvalasztisara is
alkalmazzdk. Hozz4értd kromatografus kezében a HPLC olyan eszkoz, amellyel a gydgyszerekkel,
szerves kémiai vagy bioldgiai eredetii mintakkal kapcsolatos legtobb analitikai jellegii probléma nagy
pontossdggal és nagy megbizhatdsdggal megoldhatd.

Eldnyei mellett nem szabad megfeledkezniink arrdl, hogy még egy alapkiépitettségli HPLC késziilék
is meglehetdsen koltséges. A késziilék lizemeltetése szintén jelentds anyagi terhet jelent. A legutobbi
években elterjeddben vannak azok a nagyon kis bels6é atmérdji, illetve nagyon finom tolteti kolonnék,
amelyekkel az analitikai felbontoképesség megtartdsa, s6t ndovekedése mellett a felhaszndlt eluens
kolonndk egy részét csak a legmodernebb, un. ultranagy (1000 bar) nyomasu késziilékekben lehet
haszndlni. Az éltaldnos célokra szolgdld kolonndk mellett ma mar szamos, célzottan csak egy bizonyos
vegyiiletcsalad vizsgdlatra kifejlesztett kolonnatipusok is hozzaférhetdk.

2. A kromatogramok jellemzésére szolgal6 paraméterek

A kromatogram és az abban szerepld csucsok jellemzésére tobb paraméter szolgal, amelyek
kapcsolatat a kiilonféle fizikai és kémiai dllandokkal, valamint az elvédlasztasi folyamatban részt vevo
komponensek anyagi jellemzdivel a kromatogréifia elmélete részletesen tdrgyalja. A tovabbiakban
azokkal a paraméterekkel ismerkediink meg, amelyeket a folyadékkromatografia mindennapi
gyakorlatdban hasznélnak.

Szeretnénk kihangsulyozni, hogy a paraméterek nem Oncéliak. Nem azért vannak, hogy elméleti
szdmitdsokat lehessen veliik végezni. Az elmélet a gyakorlatban hasznalt paraméterek magyardzatara,
a mélyebb 0Osszefiiggések felderitésére szolgdl. A modern folyadékkromatografia elméletét a
gyakorlati tapasztalatokkal Osszevetve az utébbi években olyan szdmitégépes programokat
fejlesztettek ki, amelyek képesek elfogadhaté pontossdggal elére megbecsiilni egy még soha nem
vizsgélt, 14j vegyiilet kromatografids tulajdonsigait, valamint a kornyezeti paraméterek hatdsat az
elvilasztasra. Az ilyen programok nagy segitséget jelentenek a mddszerfejlesztd kromatografusok
szdmdra, hiszen az 1j vizsgélatok kidolgozdsdhoz sziikséges 1dot a toredékére csokkenthetik.

Két nagy gyakorlati probléma koriil csoportosulnak a kromatografids paraméterek. Az egyik probléma
az egyedi csicsok megtaldldsa, jellemzése, kiértékelése. Ezek a paraméterek képezik az alapjit a
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vonatkozé paraméterek azonban nem adnak felvildgositdst az egyik csicsnak a madsik csicshoz
viszonyitott helyzetére, két vagy tobb csics szétvdlisdra vonatkozdan.

A masodik problémakor, amivel a kromatografidban foglalkozni kell, a csticsok egymdshoz val6
viszonyénak, az elvélasztds josdganak, szelektivitisdnak a megaddsa, a kromatogram egészének a
mennyiségi jellemzése. Ezekkel a paraméterekkel tudjuk azt megadni (és bizonyitani), hogy a
modszeriink valéban alkalmas a vizsgélt komponensek mennyiségi €s mindségi vizsgalatara. Minden
egyes kromatografids modszert (annak publikdldsahoz, vagy az 4ltala nyert adatok barmilyen szinten
torténd hivatalos elfogadtatdsahoz) ezekkel a paraméterekkel jellemezni kell.

2.1. Alapfogalmak

Az alapvonal és a kromatografids csicsok viszonya
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1. dbra A kromatografids csicsok jellemzésére szolgil6 legfontosabb paraméterek.

Az 1. dbrdn azokat a paramétereket tiintettiik fel, amelyeket egy kromatogramban szerepld csucs
jellemzésére haszndlunk. A paraméterek tobbsége kozvetlenill a kromatogrambdl meghatarozhat6
kisérleti adat, az inflexids pontokra illesztett egyenesek daltal az alapvonalbdl kimetszett wp
alapvonalon mért csuicsszélesség azonban szdmitott érték. Minden kromatografids mérés a minta
injektdlasdval kezdddik, az injektdlds pillanatdhoz tartozik a t=0 idOpont. A vizsgilat sordn a
detektorjel iddbeli valtozasat rogzitjiik, a kapott id6—jelintenzitds gorbét kromatogramnak nevezziik.
A kromatogramban két tartomdny véltakozdsa figyelheté meg, az egyik az alapvonal, amely
jellemzden egy kozel vizszintes egyenes, a csucsok pedig az alapvonalbdl kiemelkedd hegyek vagy
dombok. Az alapvonal a csucsok alatt is folytatddik, ilyenkor az alapvonalat a csucs kezdetét és végét
jelzd pontokat 6sszekotd egyenes hatdrozza meg.

Az alapvonal jelét kinagyitva l4that6, hogy a kromatogram pontjai nem egy tokéletes egyenes vagy
valamilyen szabdlyos gorbe mentén helyezkednek el, hanem egy zajos kisérleti gorbét alkotnak.
Hogyan lehet azt eldonteni, hogy egy kromatogramban mi tekinthetd csicsnak és mi zajnak? Az
alapvonal egy kivélasztott tartomdnydban a zajszint a tartomdnyon beliili mérési pontok intenzitds
maximuma €és minimuma kozotti kiillonbség. Azokat a pontokat tekintjitk csiicsnak, amelyeknek az



alapvonalhoz viszonyitott intenzitdsa eléri vagy meghaladja az alapvonal zajszintjének a
haromszorosét. (Van olyan orszdg, ahol az alapvonal zajszintjének a kétszerese a hatarérték.)

Hogyan hatdrozza meg a szdmité6gép a csics kezdetét és végét? A kromatogrifids szoftverek
alapértelmezésben olyan adatelemz6 bedllitdsokat tartalmaznak, amelyek az datlagos csticsok
megtaldldsit automatikusan biztositjdk. (A bedllitdsokat a kromatografusnak a mérések sordn a
konkrét kromatogram tulajdonségait figyelembe véve pontositania kell.)

A kromatogramokban altaldban sok ezer vagy tizezer mérési pont van (mdasodpercenként 5-20
képzddik, a beallitastol fiiggden). llyen nagy adathalmaznal lehet8ség van arra, hogy pl. 6tosével vagy
kilencesével csoportokat alkossunk az egymds utdn kovetkezd pontokbdl és kiszdmitsuk a csoportok
atlagat. Az atlagul kapott értéket a csoportok kdzepéhez rendeljiik hozza. Ezutan a két egymds utdn
kovetkezd kdzéppontra egy egyenest hizunk, és kiszamoljuk az egyenes meredekségét. Amennyiben a
meredekség abszolut értéke eléri vagy meghaladja a programban megadott hatarértéket, akkor azt
mondjuk, hogy a médsodik tartomdny kozéppontja lesz a csics kezdete (illetve a lefuté dgban ha a
hatarérték ala csokken, akkor a cstcs vége).

Onmagiban ez a médszer még rengeteg hamis csticsot adna, hiszen esetenként az alapvonalnak is
jelentés ingadozdsa van, gyakoriak a rovid élettartamui zajok, amelyek meghaladjdk az alapvonal
zajszintjének a hdromszorosit és a fenti meredekségi kivdnalmat, igy alkalmasak lehetnek a szoftver
megtévesztésére. Eppen ezek kikiiszobolésére egy masik paramétert, az in. minimalis csticsszélességet
is hasznaljuk, ami alapértelmezésben a HPLC-ben kb. 0,1-0,2 perc. A program minden megtalalt
cstcs-jelolt esetén megvizsgélja annak szélességét, és csak azokat tekinti valddi cstiicsnak, amelyek
szélessége nagyobb a bedllitott hatarértéknél.

Vannak esetek, amikor nem akarjuk a rendkiviil kis csdcsokat is Kkilistdzni, mert csak a f6
komponenseket keressiik. Ilyen esetekre 1étezik egy harmadik bedllitdsi lehetdség, ez pedig a
minimdlis csucsteriilet értéke. Csak azokat a csucsokat fogja a szoftver az eredmények kozott
felsorolni, amelyek integralértéke (teriilete) meghaladja az altalunk bedllitott hatarértéket.

Az egymadssal atfedésben 1évd csticsok pontos, hiteles integraldsa rendkiviil nehéz, problematikus
feladat. A kapott eredmények gyakran nem is teljesen egyértelmiick. Bar minden kromatografias
szoftver szdmos lehetdséget ad az atfedd csicsok kezelésére, a szabvanyokban rogzitett médszerek
tobbsége csak a teljes alapvonali elvalast fogadja el. Ha az nem teljesiil, addig kell a kromatografias
moddszert fejleszteni, amig j6 nem lesz.

2.2. Egyetlen csucs jellemzésére szolgalé paraméterek

A retenciés idé (tr) az az idStartam, amely a minta injektdldsanak pillanatatdl a csics intezitds
maximumadig eltelik. A HPLC-s gyakorlatban a retencids 1d6 fogalmat hasznaljuk a leggyakrabban.
Mais kromatografids technikakndl (pl. gélkromatografidndl) elterjedt a retencids térfogat haszndlata
(Vr). A retencios térfogat a mozgo6 fazisnak az a térfogata, amely az injektalastdl a kromatografias
csucs maximumadanak megjelenéséig dramlott 4t az oszlopon. A retencids térfogat a retencids idbdl és
a térfogati dramldsi sebességbdl (F, flow) a kovetkezd6 médon szdmithatd ki (feltéve, ha az dramlés
egyenletes volt):

VR = tRF

Azok a komponensek, amelyek nem Iépnek kdlcsonhatdsba az all6fazissal, gyorsan és akadalytalanul
atjutnak az oszlopon. Az ilyen, vissza nem tartott anyagok atjutdsdhoz sziikséges idot holtidének (ty),
a holtidéhoz tartozé elicids térfogatot holttérfogatnak (Vi) nevezziik. A holttérfogat elméletileg az
allofazis szemcséi kozotti tér, valamint a szemcsék belsejében 1évo iiregek és csatorndk egyiittes
térfogatét adja meg.

Nyilvénval6, hogy a kolonna méretei, valamint a toltet porozitidsa nagysagrendileg alapvetden
meghatarozzdk a holttérfogatot. Minél hosszabb és minél nagyobb atmérdjii a kolonna, anndl nagyobb
a holttérfogata. Minél kisebb porozitdsi (minél tomorebb) az all6fazis, annal kisebb a hozzdjaruldsa a
holttérfogathoz.



A Kkisérletileg meghatdrozott holttérfogat az elméletileg vart értéktdl kisebb. Azt, hogy a szemcsék
belsejében mekkora a valéban hozzaférhetd térfogat, azt az all6fazis anyaganak pérusméret eloszlésa,
a porusok feliiletének mindsége, az eluens mindsége, az dramlési sebesség €s a holtidd méréshez
haszndlt vegyiilet tulajdonsdgai egylittesen hatdrozzak meg.

Egy komponens retencidjanak a valédi mértékét nem a retencids térfogattal v. retencids iddvel
fejezziik ki, hanem a kapacitasfaktorral v. kapacitastényezével (k’), ami a redukalt retenciés térfogat
(Vr—Vy) és a holttérfogat (V) hdnyadosa.
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A HPLC-s mérések soran a térfogati dramldsi sebességet altaldban alland6 értéken tartjuk, igy a F
térfogati dramlési sebességgel val6 egyszerlisités utdn a képlet a kovetkezd médon egyszeriisodik:
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Ha nagyon egyszerii rendszerrel dolgozunk (pl. 1-3 j6l elvalé komponens mennyiségi meghatarozasa,
semmi zavaré ismeretlen vegyiilet) és semmilyen mds kizdr6 okunk sincs, akkor a gyakorlatban
altalaban arra toreksziink, hogy a k’ értékek lehetdleg a k’=2—5 tartomanyba essenek. Konkrét példan
bemutatva ez azt jelenti, hogy egy 10 cm hosszisigi, hagyomanyos kolonndn mérve, amelyen a
modszer szerinti holtidd t,=0,8 perc, a retencids idoket praktikusan a 2,5-5 perc tartomanyba érdemes
allitanunk.

A k’-re vonatkozé el6bbi ttmutatds nem azt jelenti, hogy ennél hosszabb retencids iddk feltétleniil
Ilyen rovid idonél még gazdasdgos az olddszerfelhasznélds, a csicsok mar jol szétvalnak, a diffizid
okozta sdvszélesedés még Kicsi, ezért a csucsfelbontés altalaban elegendden nagy.

A csicsmagassdg 60,7%-andl mért szélességet a csuics szélességének (w), az 50%-nal mért szélességet
a csucs félmagassaghban mért szélességének (w;;), a csics felfuté és lefuté agahoz az inflexios
pontoknal illesztett érintdk altal az alapvonalbdl kimetszett szakasz hosszat pedig a cstics alapvonalon
mért szélességének (wg) hivjuk.

A mennyiségi meghatarozds alapja a kromatografidban altaldban a cstics alatti teriilet (A), ami az
alapvonal és a csdcs 4ltal bezart teriiletet jelenti. A teriilet konkrét mértékegysége a szoftver
bedllitasatol és a detektor dltal kibocsatott jel tipusatdl fiiggden valtozd, de a dimenzidja mindegyiknek
jelintezitas*id6 (tipikusan mV*perc vagy mV*s). A detektortdl fiiggden egyes esetekben a csticsok
teriilete helyett a csics magassidgat hasznaljdk a mennyiségi meghatdrozdshoz. Abban az esetben,
amikor a detektorjel az anyagi mindségtdl fiiggetleniil csak a komponensek koncentracidjatdl fiigg (pl.
RI detektélds), az Osszes vizsgdlt anyag teriiletét 0sszeadva néha a teriilet szdzalékos kiértékelést is
hasznéljdk. A legtipikusabb UV detektdlasndl az egyes komponensek fényelnyelése a komponens
spektrumdtdl és a detektdldsi hullimhossztdl fiigg, ezért teljes mértékben alaptalan egy termék
tisztasdgat teriilet szdzalékos alapon kifejezni.

Nagyon sokat eldrul a kromatografids koriilmények milyenségérél a csticsok szimmetridja. Altaliban a
10% csicsmagassagndl mért aszimmetria faktort hasznaljak, de mds magassagban mért aszimmetria
faktorok is ismertek. Az Asj, aszimmetria faktor megadja azt, hogy ha az alapvonallal
parhuzamosan, 10%-os magassdgndl elvdgjuk a csucsot, akkor ezen az egyenesen mérve a csucs
kozepétdl a csics végéig mért tadvolsdg (b) hdnyszorosa a csucs kozepétdl a csics elejéig mért
tavolsagnak (a). Az 1. abran lathato jelolést haszndlva az aszimmetria faktor értéke:

b
As,y, =—
a

Elméleti szdmitdsok szerint még idedlis koriilmények kozott is van a csicsnak egy nagyon kis mértékil
természetes elnyuldsa (azaz b>a). A kovetkezd 4bran a két tipikus csticsalak-torzulds l4thatd, ezek a
csics elhizédasa (elterjedt angol kifejezéssel: tailing), valamint a csdcs elérenydlasa (angol:



fronting). Mindkét esetben valamilyen kinetikai, anyagtranszportbeli probléma van az all6 és a mozgé
fazis kozott. Tailing hatds esetén azért nyulik el a csics vége, mert tiilsdgosan lassd az anyagtranszport
az 4ll6 fazison beliil. Ennek a leggyakrabban tilsagosan erds kdlcsonhatds az oka az analit és az all6
fazis, vagy az 4ll6 fézist hordoz6 szildrd anyag kozott. Tipikusan ilyen alakdak a nagyon bdzisos
anyagok csticsai szilikagél hordozds, nem tokéletesen véglezart forditott fazisi kolonndkon. A
fronting hatds leginkdbb akkor jelentkezik, ha az anyagtranszportot a mozgd fazisbol az 4ll6 fazisba
valamilyen ionos jellegli kolcsonhatds akaddlyozza. Gyenge savak vagy bazisok esetén példaul ha az
eluens pH-ja nem megfeleld értéki, akkor a forditott fazison a megoszlasi egyensily mellett még egy
disszociaciés egyensuily is fenndll, ami akaddlyozza a disszocidlt és disszocidlatlan részecskék
szétvaldsat, az ionos jellegli részecskék mintegy eldreszaladnak a kolonnén.

Tailing Fronting
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3. dbra A HPLC-ben tapasztalhaté csticsalak-torzuldsok

Fontos, hogy az aszimmetria faktor szdmszerli értéke alapjdn el lehessen donteni, mennyire
megfeleldk a koriilmények a mennyiségi vagy mindségi elemzés szamara. Tokéletes alakinak azokat
a csucsokat tekintjiik, amelyeknél az As;y = 0,9-1,4. Az ilyen cstcsok esetén a retencids id6 dllando,
nem fiigg a koncentraciotdl, a csics mindségi és mennyiségi elemzésre egyardnt felhaszndlhat6. Ha az
Asyg az 1,4-2,5 tartomdnyba esik, akkor a koncentriciotdl fiiggen a retencids id6 kissé valtozik, de
mennyiségi meghatarozasra még lehetdség van. A torzult csiicsalaknak azonban az a kovetkezménye,
hogy a kozeli csticsok esetleg nem megfelelden valnak szét. Amennyiben az Asj, eléri vagy
meghaladja a 3-at, akkor a retenciés id0 a mennyiség fiiggvényében jelentdsen valtozik, mindségi
azonositasra mar csak sziik koncentracié tartomanyban alkalmas. Az integrdldst nem lehet pontosan
elvégezni, mert annyira elnyuilik a cstcs, hogy nehéz megmondani, hol is végzddik valdjaban.
Amennyiben erdsen elhizéd6 vagy eldreszaladd csucsrdl van sz6, ugy kell megvaltoztatni a
kromatografids koriilményeket (eluens Osszetétele, kolonna), hogy j6 szimmetridji csicsokat kapjunk,
amelyekkel pontos méréseket végezhetiink.

A kolonna adott komponenssel szemben mutatott hatékonysdgét tobb mddon is jellemezhetjiik, ezek
kozott a legegyszerlibben szamithaté az elméleti tanyérszam (N), amely megadja, hogy héany
»elméleti tdnyér” tudna az adott csucs esetén ugyanakkora elvalasztdsi hatdsfokot biztositani, mint az
adott kromatografias kolonna. Az elméleti tanyér az kolonndnak egy olyan darabja, amelyen
dinamikus, draml6 koriilmények kozott egyszer bedll a statikus K dllandéval jellemzett megoszlasi,
illetve adszorpcids egyensuly.

Az elméleti tdnyérszam kiszdmitdsdra tobb képlet is hasznédlhatd, ezek egymadssal ekvivalensek.

t ? t ?
N=16'(R] =5.54-[ R ]
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Az elméleti tanyérmagassag (H) az egy elméleti tinyérnak megfeleld kolonna hosszisdgot adja meg,
és konnyen ki tudjuk szdmitani az elméleti tdnyérszambdl és a kolonna hosszisigabol:

L

H=—

N
Az elméleti tinyérszdm a konkrét kromatogrifids koriilmények kozott egy kivalasztott anyagra
vonatkozik, abszolut értékének igazabdl nincs jelentdsége. Az egyik anyagra megdllapitott elméleti
tanyérszdm nem ad informdaciét egy masik vegyiilet kromatografids viselkedésére vonatkozéan. Ami
szdmit, az a szomszédos csticsok elméleti tdnyérszamdval torténd Osszehasonlitds, illetve az adott
komponens elméleti tdnyérszaménak iddbeli valtozdsa. Minél nagyobb az elméleti tdnyérszam, illetve




minél kisebb az elméleti tinyérmagassag, anndl nagyobb a kolonna hatékonysiaga az adott anyagra
nézve.

A kromatografids gyakorlatban az eluens dramldsi sebességét 4ltaldban a térfogati dramldsi
sebességgel (F) szoktdk megadni, de az elméleti szdmitdsokhoz, illetve a kromatografids
modszereknek eltérd 4tmérdjli kolonndra torténd atviteléhez, az egyes kolonnak 6sszehasonlitdsdhoz a
linearis aramlasi sebességet (u) hasznaljuk. E két mennyiség kozott a kovetkez6 képlettel adhatjuk
meg az Osszefliggést:
F
u=——-
£-A

ahol € a részecskék kozotti porozitds, A pedig a kolonna keresztmetszete.

A linedris dramlési sebesség és az elméleti tdnyérmagassdg kozott a van Deemter egyenlet teremt
matematikai 0sszefiiggést. Az egyenlet egyszerisitett formdban a kdvetkezd alaku:

B
H=A+—+C_-u+C -u
u

ahol C, a tomegitaddssal szembeni ellendlldis a mozgéfazisban, C; pedig. az &lléfazisban. Az
egyenletben az ,,A” tényezd a részecskék atmérdjével és a toltés szerkezetével, a ,B” a mozgd
fazisban mérhetd diffiziosebességgel, a ,,C,,” az all6fazis vastagsdgdval, az all6fazisban mérhetd
diffuziésebességgel és a kapacitastényezdvel, a ,,C;” pedig a részecskék atmérdjével, a toltés
geometriai szerkezetével, a kapacitastényezOvel és a mozgofazisban mért diffizidsebességgel
kapcsolatosak.

Ha a H értékét az u (vagy az F) fiiggvényében abrazoljuk, akkor altaldban egy minimumgorbét
kapunk. Az adott komponensre vonatkozO legjobb linedris dramldsi sebességet (uo,)a gorbe
minimuma adja meg. Amennyiben a kromatografids elvélasztidst csak erre az egy vegyiiletre
optimalizaljuk, akkor a legjobb eredményt az u,, dramldsi sebesség alkalmazasdval kapjuk.

Az 4brabdl lathajtuk, hogy a van Deemter gorbe alja meglehetdsen lapos, ezért van az, hogy a
gyakorlatban szélesebb tartomdnybdl vélaszthatunk aramldsi sebességet a felbontds észrevehetd
romldsa nélkiil.

H

van Deemter eredd

s A

u(optim.) u Eszs)

4. dbra A van Deemter egyenlet és az azt alkoto fliggvények dbrdzoldsa. Az elméleti tdnyérmagassagot
abréazoljuk a linedris dramldsi sebesség fiiggvényében



2.3. Tobb kromatografias csucs egymashoz viszonyitott jellemzésére
hasznalatos paraméterek

Az eddigiekben csak egyetlen kromatografids csucs jellemzdit vizsgaltuk, ugyanakkor a gyakorlatban
a standardokat kivéve mindig tébb anyag van egyszerre jelen, igy nagyon fontos a csicsok egymastol
val6 elvéldsanak problém4javal foglalkoznunk.

Két csics egymashoz vald viszonydban az elvalasztasi tényezo (o) a legegyszeriibben kifejezhetd
paraméter, megadja, hogy a mdsodik cstcs retencids ideje (trp) hdnyszorosa az elsé csucs retencios
idejének (tg)):

g = x
tRl

Az elvélasztési tényezOt gyakran kiszdmoljdk, de valdjdban semmilyen informaciét nem ad arra nézve,
hogy szétvilnak-e a csicsok, hiszen nem veszi figyelembe a csicsok szélességét.

Két csics egymdshoz vald viszonydt sokkal jobban kifejezhetjiik a felbontas v. csucsfelbontds
értékével (R,) is, amit a kdvetkezd képlettel szamithatunk ki (tg, > tg)):
(tRZ — tRl)

R =22~
Wg, T Wg,

Ahhoz, hogy két cstcs elvdljon egymdstdl minimélisan az kell, hogy R, > 1,5 teljesiiljon.

Az Ry = 1 esetén még nem teljes a csucsok szétvaldsa, hanem az alapvonal kozelében atfednek
egymdssal. Anndl jobb két csucs szétvaldsa, minél nagyobb az R, értéke. A képlet nagyon egyszerti, de
nem sok felvildgositast ad arrdl, hogy hogyan lehet befolyasolni a csticsok elvilasztisat egymastol.

3. A kromatografias vizsgalatok anyagai és eszkozei

3.1. Eluens- és mintaelékészités

A lehetd legritkdbban taldlkozunk olyan feladattal, amelynél kristdlytiszta, minden zavard
komponenstdl mentes mintat kell vizsgalnunk. sokkal gyakoribbak azok az esetek, amikor a keresett
komponenst vagy komponenseket egy sotét szinli, zavaros vagy csapadékos oldatbdl kell
meghatdroznunk ugy, hogy a késziilékiinket ne tegyiik tonkre mar az els6 injektdlassal. A hirom
leggyakoribb tisztitdsi miivelet, amivel a gyakorlatban taldlkozunk, a szlirés, a centrifugélds és a
szilard f4zisu extrakcio.

Sziirés-Membransziirés

A HPLC-ben kiilondsen nagy a jelentésége annak, hogy mind az alkalmazott olddszerek, mind pedig
az injektdlt mintdk maximadlisan meg legyenek tisztitva mindenfajta lebegd szennyezddéstdl. Ezt a
legegyszerlibben ugy érhetjiik el, ha az olddszereket illetve a mintdkat megfelelden kis pérusméretii
szlrdn, tigynevezett membransziirén atszurjiik. Mivel a membransziiré lapok nagyon finomak (néhany
tized mikronosak) a folyadékok sajit sulyuknal fogva mar nem képesek ezeken a lapokon a kelld
sebességgel atfolyni, a szlirés meggyorsitasara ezért vakuumot vagy nyomadst alkalmazunk.



7. abra. Injekcids fecskendd végére illeszthetd membransziird, amellyel nagyon kis térfogatd minta is minimélis
veszteséggel szlirhetd meg. A legelterjedtebb pérusméretek a 0,22 u, 0,45 p és az 1 p, a membran késziilhet
szervetlen anyagbdl, cellul6zbdl, poliamidbdl vagy éppen teflonbdl, a szlird atmérdje néhdny mm-tdl egészen kb.
4 cm-ig valtozhat.

Centrifugalas

A legolcsébb és legéltaldnosabban hasznélhatd eljards makroszképikus szennyezdk eltdvolitisara.
Elénye az, hogy egy jo mindségi asztali centrifugdval kb. 20000 g gyorsulds érhetd el, még a
sejtalkotok és sejtmembran toredékek is lecentrifugalhatok, azaz a sterilsziirésnél nagyobb tisztasagot
ad. Az egyszer haszndlatos milanyag centrifugacsovek olcsék, a membransziirdk meglehetdsen
koltségesek. Egyszerre akar 50-60 minta is centrifugélhatd, a késziilékbe ezen til még centrifugalis
sziirdpatronok is behelyezhet6k, amelyekkel ultrasziirést vagy nanosziirést is végezhetiink. A
centrifugalas egy jol hasznalhatd, koltséghatékony alternativdja a membransziirésnek.

Szilard fazisa extrakcio

Gyakran taldlkozhatunk azzal a problémaval, hogy a vizsgalni kivant anyag a mintdban csak nagyon
kis koncentriciéban van jelen, vagy nagyon sok, az elvalasztdst megnehezitd, vagy lehetetlenné tevo
komponens van még mellette. Ha a mintdb6l nagyobb mennyiség all a rendelkezésiinkre, akkor
hagyomanyos eljardsokkal (pl. lecsapatds, szlirés, ultracentrifugdlds) gyakran meg tudunk szabadulni a
szdmunkra folosleges anyagoktdl, illetve kell6 mértékben dusitani tudjuk a vizsgdlt komponenst (pl.
vizes oldatoknak az extrakcigjdval). Kis mintamennyiség esetén (ilyenek dltaldban az
orvosdiagnosztikai, bioldgiai eredetii mintdk) azonban a hagyomadnyos eljardsok nem, vagy csak
nehézkesen és id6t rablé6 médon haszndlhatok. Ma mar széles korben hasznéljuk a szildrd fdzisiu
extrakcios (SPE) eljardsokat, amelyek 1ényege az, hogy a vizsgélni kivant komponens(eke)t egy kis
méretli kromatografids oszlopon megkétjilk, mosassal megszabaditjuk a mintdt a nem kivéant
komponensektdl, majd utolsé 1épésben leoldjuk a mintdnk hasznos részét az oszloprdl és most mar
konnyen és egyszeriien elvégezhetjiikk annak kromatografids vizsgalatit. Az eljards gyors, egyszer(,
hatékony.

Az SPE céljara hasznalt toltetek altaldban megegyeznek azzal a toltettipussal, amivel késébb az
analitikai elvélasztdst végezziik, de attdl 1ényegesen nagyobb szemcseméretliek és sokkal olcsébbak.
Olyan milanyag hdzba vannak betoltve, amilyenekbdl az egyszer hasznélatos milanyag fecskenddk
késziilnek. A toltetet alul és feliil vékony, porézus milanyag lapocska tartja. Az olddszerek atszivatasat
vakuum segitségével végezziik, az aldbbi dbrdn néhdny szildrd fazisd extrakcids oszlopot lthatunk,
mellette pedig a hasznélatukat segitdé vakuumkamra képe talalhaté.

Az SPE kolonndkat haszndlat el6tt altaldban valamilyen pufferoldattal kondiciondlni kell, majd
atszivatjuk rajtuk a mintdkat, lemossuk a meg nem kotddott oldatot, végiil megfeleld olddszerrel
leoldjuk a kolonndn megkotddott vizsgdlandd anyagot.



8. dbra Szilérd fazisu extrakcidhoz haszndlatos, gydri készitésii, dltaladban 100-500 mg szildrd szorbenst
tartalmazé egyszer haszndlatos oszlopok, valamint a tobb oszlop befogatdsara és az olddszer atszivatdsdra
szolgdld, csapokkal elldtott vakuumkamra képe.

3.2. Kolonnak

Toltetek

A kromatogréfids gyakorlatban nagyon sok fajta toltetanyaggal taldlkozhatunk, itt sajnos nincs
lehetdség a kereskedelmileg hozzéférhet 6ridsi szdmu szorbens vazlatos ismertetésére sem, csak a
legfontosabb tipusokat soroljuk fel.

A legegyszerlibb szorbens a szilikagél (normal fazis). A szilikagél kémiai tulajdonsdgai lehetové
teszik, hogy a feliiletéhez kovalens kotéssel rogzitve hosszabb-rovidebb szénldncokat, vagy funkcids
csoportokkal szubsztitudlt szénldncokat kapcsoljunk. A kémiailag kotott bevonat alapvetden
megvéltoztatja a szilikagél tulajdonsédgait, példaul alkilcsoportokkal bevonva az addig er6sen poldris
feliiletii szilikagél feliilete apolarissd vélik (forditott fazis). Megfeleléen megvalasztott funkcids
csoportokkal teljesen Uj tulajdonsdgd, nagy szelektivitisd, bizonyos vegyiilettipusokra specifikus
toltetanyagok allithatdk elo.

A szilikagélen alapuld toltetanyagok csak olyan pH-n hasznédlhaték, ahol nem oldédik fel a hordozé
szilikat vz, azaz az oldat nem lehet bazisos, sem pedig erdsen savas. Véglezardssal a pH-tartomany
kissé kibdvithetd, de semmiképpen sem lehet pH = 9 folott dolgozni veliikk. A haszndlhaté pH-
tartomdny problémdjat ugy oldottdk meg, hogy a feliileti rétegeket nem szilikagélhez, hanem
mikroszképikus tiveggydngyokhoz (nem pordzus szerkezetii), kemény polisztirol-szemcsékhez, vagy
mds polimer hordozékhoz kototték. A polimer hordozés toltetek a mechanikai igénybevételekkel
szemben kevésbé ellendlléak, az oldészervaltds, pH-vdltozds hatdsdra duzzadhatnak vagy
zsugorodhatnak, a hirtelen nyomasvaltozdsokat pedig nem viselik el, de izokratikus elici6 esetén jol
haszndlhaténak bizonyultak.

A gyodgyszeriparban alapvetd fontossdgu a kiralis vegyiiletek analizise és elvdlasztds (esetleg ipari
méretekben is). Sok gydgyszerhatéanyagrél kimutattdk mér, hogy (legegyszeriibb esetben) a két
optikai izomerjiik nem egyforma gydgyité hatdssal rendelkezik, s6t mar arra is volt példa, hogy mig az
egyik izomer gydgyitott, addig a mdsik esetleg sulyos elvdltozdsokat okozott. Az ilyen vegyiiletek
vizsgélatira fejlesztették ki a dextranvdzhoz kémiai kotéssel kapcsolt, kirdlis molekuldk alkotta
alloéfazisokat, amelyek szelektiven csak az egyik izomert tartalmazzdk és egy racém elegyben 1évd
kiilonboz6 izomerekkel eltérd erdsségli kdlcsonhatdst alakitanak ki.

1. tdbldzat A leggyakoribb toltetanyagok jelolése és tulajdonsdgai

Jel Név, jelolés Jellemzok
Si szilika Normadl fazisd toltet, kiilonosen poldris, nem
ionos vegyiiletek elvalasztidsdra alkalmas.




Vizzel, viztartalmi oldoszerekkel nem szabad
egyiitt haszndlni, mert a viz dezaktivdlja a
felilletét. A szilikagél-hordozés  toltetek
mechanikailag meglehetdsen erdsek, igy a
kolonndk még néhdny nagyobb 16kést is
elviselnek.

C8, oktil, RP-8, MOS, | A legelterjedtebb forditott fdzisi toltetek,
LC8 apolaris ~ komponensekkel szemben a
oktadecil, RP-18, legnagyobb \ilsszatartass/al bir. Kplonpsen
alkalmasak gyogyszer-hatéanyagok, vitaminok,
ODS N ) S P
drogok, kornyezetvédelmi mérések céljaira.

C18

C6HS |fenil Az aromds vegyiiletekkel szemben kiilondsen
nagy szelektivitdssal rendelkezd, forditott
fazisa toltet, de hidroféb kolcsonhatasos
kromatogréfidban is alkalmazhato.

CN cianopropil Vegyes tulajdonsagi, enyhén polaris szorbens,
forditott fazisd és normadl fazisu toltetként is
haszn4lhato. Gradiens elvalasztdsokra
kiillonosen alkalmas, mert az egyensulyi
helyzetet gyorsan eléri. Bizonyos gydgyszerek
analizise soran kiterjedten alkalmazzdk.

NH2 aminopropil Forditott és normdl f4zisd, valamint gyenge
anioncseréld toltetként egyarant alkalmazhato.
Normal fazisként szelektivitdsa a szilikdhoz
hasonl6, nagy elénye azonban, hogy nem
dezaktivélja a feliiletét a viz.

SAX tobbféle Erés vagy gyenge tipusi (S vagy W) kation-
WAX vagy anioncserd (CX vagy AX) tulajdonsigi
toltetek, amelyek bdzisok, savak, sok
SCX nukleozidok, nukleotidok elvalasztasara
WCX hasznélhatok.

Kiilonlegessége miatt emlitést érdemel még egy pordzus szerkezetl, szintetikusan eldallitott
grafitszemcsés toltet, amelyek feliiletére pirolizis sordn kémiai kotéssel aromds gytiriiket is felvittek.
Ez a kolonna forditott fazisi kolonnaként miikodik, de emellett alkalmas az enantiomerek
szétvalasztasara is, nem érzékeny a mechanikai igénybevételekkel szemben, és a teljes pH-
tartomdnyban hasznélhaté. Kiilonleges tulajdonsdgai ellenére csak kevés helyen hasznéljdk, mert
meglehetdsen sokba keriil.

3.3. Eluenstarolé edények, HPLC-s szerkezeti anyagok

A gyakorlatban tobbféle edényt haszndlnak, a nagyon driga, kifejezetten professziondlis célokra
késziilt, torésgatld mlianyagréteggel bevont, kuipos alju, porsziird ventillel elldtott edényektdl kezdve
egészen az egyszerli vegyszeres ilivegekig. Az eluenstdrolok és az eluenssel érintkezd szerkezeti
anyagok megvalasztasakor a kovetkezé altalanos szempontokat kell figyelembe venni:

A taroléedénynek, a csOvezetékeknek és egyéb szerkezeti anyagoknak kémiailag teljesen inertnek kell
lenniiik az alkalmazott olddszerrel szemben.



Az oldoészertdrolé edényeknek lehetdség szerint minél zdrtabbnak (de nem légmentesen zértnak!) kell
lenniiik. Ezzel megakaddlyozzuk a por bejutdsat az olddszerbe, valamint a gyakran egészségre
veszélyes olddszergdzoknek a levegdbe keriilését.

Az oldészervezeték(ek)et feltétleniil el kell latni finom sziirével, amely az oldészerbe véletleniil
belekeriilt, szemmel lathatatlan szennyezOket eltdvolitja. A rendszerbe keriilt szildrd szennyezdk a
pumpat silyosan kdrosithatjdk, a kolonnét pedig eltomik!

A csOvezetékekhez, szerkezeti és csatlakoztaté elemekhez leggyakrabban a kovetkezd tabl4zatban
szerepld anyagokat hasznéljdk, mindenre egyformdn jol alkalmazhatd, univerzalis megoldds még nem
létezik.

2. tablazat A HPLC késziilékeknél alkalmazott szerkezeti és tomitd anyagok jellemz6 tulajdonsigai

Anyag Tulajdonsédgok

rozsdamentes acél | A legelterjedtebb anyag. Elonye, hogy minden, a HPLC-ben
eléfordulé nyomadssal és homérséklettel szemben ellendlld,
viszonylag jol hajlithat6, gyakorlatilag minden olddszer
esetén haszndlhat6. A wvassal vagy annak 0tvozdivel
komplexet képezd anyagok, illetve a bioldgiai mintdk egy
része esetén nem haszndlhatd. Ilyen anyagok vizsgilata
esetén nem csak a csdvezetékeknek kell biokompatibilis
mianyagbdl késziilni, hanem a mintdval érintkez6 minden
szerkezeti elemnek, igy a kolonna faldnak, az injektornak, a
mintahuroknak, s6t még a fecskenddnek is.

PEEK Poliéter-éter-keton tipusi milanyag. Kémiai anyagokkal
szemben nagyon ellendlld, csak a nagyon agressziv savak
tdmadjdk meg (pl. tdmény kénsav, tomény salétromsav).
Néhdany szerves olddszerrel nem célszer(i a hasznélata, mert
ha nem is oldédik fel, de megduzzad (pl. diklér-metan, THF,
DMSO). Mivel a PEEK megfeleléen rugalmas, ugyanakkor
kemény anyag, ezért a csovek mellett tomitések és egyéb
szerkezeti darabok is késziilnek beldle. Legfeljebb kb. 100
°C-ig hasznélhato.

Teflon Poli-tetrafluor-etilén. ~ Minden  olddészerrel — szemben
tokéletesen ellenalls. Mechanikailag nem elég erds ahhoz,
hogy nagyobb igénybevételnek kitett szerkezeti elemeket
készitsenek beldle, de a kisnyomdasu olddszerszallitd csévek
ma mdr gyakorlatilag csak Teflonbdl késziilnek.

3.4. Gazmentesités

A levegdben 1évd oxigén és nitrogén minden olddszerben oldédik, de eltérd mértékben. Vizbdl és
szerves oldoszerbdl 4llo elegyek esetén a gdzok oldékonysdga nem linedrisan véltozik a szerves
komponens térfogattortjével, hanem minimumot mutat. Ha példdul vizet és metanolt, akkor az elegy
tdltelitett lesz az oldott oxigénre és nitrogénre, és a folosleg buborékok formdjaban kivalik. Az igy
keletkezd buborékok problémadt jelentenek a HPLC-s vizsgalatok sordn, ezért a hasznalt oldészereket
elegyités eldtt meg kell szabaditani a benniik oldott gdzokt6l. Amennyiben nem gdzmentesitjilk az
olddszereket, akkor egy id6 utdn a kolonndban vagy a kolonna utdn buborékok képzddnek, amelyek
eredményeképpen a csticsok alakja torzul, az oldészeraramlds sebessége ingadozik, a fotometrids
detektoron dthaladé buborékok pedig fantom csicsokat adnak.



Tobb eljarast is kidolgoztak az olddszerek gdzmentesitésére, a gyakorlatban barmelyik moédszerrel
taldlkozhatunk. A végeredményt tekintve mindharom eljards megbizhat6 eredményt ad.

Ultrahangos gazmentesités

Az ultrahang 4ltal mikroszképikus méretekben keltett, gyorsan valtakozé nyomds és vakuum hatdsara
az oldészerben oldott gazokbdl makroszkdpikus méreti buborékok képzddnek, amelyek eltdvoznak az
oldatbdl. Az ultrahangos gdzmentesitést sokkal hatékonyabb, ha kdozben vakuumot is alkalmazunk.

Héliumos gazmentesités

A hélium gyakorlatilag elhanyagolhaté mértékben oldédik az olddszerekben, ezért héliummal
alaposan atbuborékoltatva az eluenst vele ki lehet tizni az oldott gdzokat. Elonye, hogy nagyon j6
mindségli, fluoreszcencids detektorokhoz is j6l haszndlhaté olddszert allit eld, hatrdnya, hogy
miikddtetése meglehetdsen koltséges, ugyanis a hélium meglehetdsen draga.

Vakuumos gazmentesités

Megvalésithatd akdr dgy, hogy az olddszereket a mérés megkezdése eldtt alacsony nyomdson
kevertetve éppen forrdsba hozzuk, amikor is az oldott gizok eltdvoznak, vagy ugy, hogy az
oldészerdramlds utjdba (on-line) egy folyamatosan miikodd, vdkuumkamrds gdzmentesitd egységet
helyeziink, amely mindig csak annyi olddszert gdzmentesit, amennyi éppen felhaszndldsra keriil. A
jelenlegi kromatografids gyakorlatban ez a legelterjedtebben eljards, az on-line vakuumos
gdzmentesitoket az Uj késziilékekben mar egybeépitik a pumpéval.

3.5. Pumpak

A folyadék szdllitasat a kiilonb6zd megoldast kromatografids pumpdkkal biztositjuk. Bar a pumpa
szerepe kritikus a vizsgélatok szempontjdbdl, a tapasztalatok szerint a legkevesebb gondot a mérések
sordn éppen a pumpdk jelentik.

A pumpadk altaldban un. pozitiv térkiszoritasd, két dugattyds folyadék adagold eszkozok. A szokdsos
nyomdstartomanyuk 0-450 bar, de a legijabb eszkdzok akar 1200 bar nyomast is biztosithatnak. A
szallitott folyadék mennyisége nem tulsdgosan nagy, 4ltaldban 1-2 ml/perc, igy a nagy nyomds
ellenére sem siikséges nagy elektromos teljesitmény vagy méret. A modern HPLC-s pumpdk mérete
semmiben nem kiilonbozik pl. az UV-detektor méretétdl, esetenként pedig kdzvetleniil a pumpéval
egy dobozba épitik be az on-line gdzmentesitdt, a kisnyomasu gradiensképzot és a keverdszelepet is.

Két alapvetd kivanalmat kell kielégiteniiik a pumpédknak: egyenletesen, pulzdldstdl mentesen kell az
eluenst nagy nyomdson is szdllitaniuk. Ennek technikai megolddsdra szdmos, egymdastdl csak a
részletekben kiilonboz6 megoldas 1étezik, de azok részleteivel nem sziikséges itt foglalkoznunk. Ma
mar a pumpdk mindegyike alkalmas a hagyomanyos méretli (4,6 mm belsé atmérdjli) kolonnakkal
végzett munkdkhoz, az ultranagy nyomdson, 1-2 mm-es belsé dtmérdjli, nagyon finom szemcseméretii
kolonndkkal végzett munkdkhoz azonban csak néhdny késziilék alkalmas.

3.6. Automata injektorok, mintavaltok

Béarmilyen megoldasu injektort hasznalunk is, annak biztositani kell azt, hogy a mérend6 mintdnka
atmoszférikus nyomdson be tudjuk tolteni egy beméréd hurokba (ami tulajdonképpen egy ismert
térfogatd csddarab), majd ezt a mintit veszteség nélkiil be tudja juttatni a nagynyomdsu
folyadékaramldsba. Ma mar csak a kutaté laborokban lehet manudlis injektorokkal taldlkozni, ezért
azok részletes targyaldsatdl itt eltekintiink. Az automata injektorok automata mintavéltéval vannak
egybeépitve (autosampler), amelyek teljes belsd tere a beméré hurokkal és az injektorral egyiitt
termosztalhatd.

Az automata injektor egy er0s tii segitségével atszirja a vezérld program 4ltal magadott poziciéban
1év6 mintésiiveg kupakjan 1év6 rugalmas membrént, az iivegben 1évo folyadékbdl kiszivja a sziikséges



mennyiséget, amit aztdn a mintahurokba beletolt. A program dltal adott jelre a késziilék a mintahurkot
becsatlakoztatja a folyadékdramlasba, és ezzel megtorténik a minta injektaldsa.

Az automata injektorok a mintavételen til még elvégzik a tli és a csovek tisztitdsat is, hogy a mintdk
egymdssal vald szennyezO8dését megakaddlyozzak. A kiilonbdzd automata injektorokban mds-mads
mosdasi technikat hasznalnak, amelyek mindegyike biztositja a teljes tisztitast (elméletileg).

A gyakorlat szempontjabol kiemelkedd az autosamplerek fontossdga. Alapvetd kivdnalom, hogy az
injektalt térfogatoknak minél kisebb legyen a szdérdsa, fontos a szinte veszteségmentes injektdlds
lehetésége (kis mintamennyiség esetén érdekes), valamint a keresztszennyezés kizdrasa. Eppen ez
utébbindl jelentkeznek a leggyakrabban a problémadk, ezért 1j késziilék vasarlasandl erre kiillondsen
nagy gondot kell forditani.

3.7. Detektorok

Nem elég a komponenseket a kolonndn elvédlasztani, de valamilyen moédszerrel érzékelhetOvé,
detektalhatova (,,14thaté6vd”) is kell tenni azokat. Detektdldsra valamilyen olyan anyagi tulajdonsdgot
hasznélunk fel, amely jellemzd a vizsgdlandé komponensiinkre, ugyanakkor nem jellemzé az eluensre
(pl. fényelnyelés, tomegszam, redoxi reakcid), vagy éppen forditva, az eluensre jellemzd, és annak
tulajdonsdgait modositja a komponens (pl. torésmutatd, vezetOképesség). A detektor tipusok szdma
elég nagy, itt csak a leggyakrabban hasznalt detektorokat emlitjiik. Nem tériink ki kiilonb6zd
tomegspektrometrids detektdldsi lehetdségekre, mert azok csak a nagyon jol felszerelt

laboratériumokban fordulnak eld, tizemeltetésiikhoz pedig specidlisabb feltételek sziikségesek.

Ultribolya-lathat6 spektrofotometrias detektor

A HPLC-s gyakorlatban a leggyakrabban és legéltalanosabban az UV-VIS fotometrids detektorokat
haszndljdk. Alkalmazédsdnak feltétele az, hogy a detektdlni kivant vegyiiletekben legyen kromofor
csoport.

Vezetoképességi detektor

Egy oldat vezetdképességének a folytonos mérésével informacidt kaphatunk mind az abban oldott
szerves, mind a szervetlen vegyiiletek mennyiségérol. A cella két platinalemezkét tartalmaz, amelyen
keresztiil véltakozéaramot vezetnek at. A nagyobb frekvencidji véltakozédram hatdsdra nem
kovetkezik be elektrédreakcid, az 4thaladé dram intenzitdsa ardnyos lesz az oldott anyag
mennyiségével. A detektor hdtrdnya, hogy csak kis koncentriciétartomdnyban ad a mennyiséggel
egyenesen ardnyos jelet. Gradiens eltci6 esetén csak Ugy haszndlhat6, ha az eluens vezet6képessége
dllandé marad a gradiens sordn (mivel ezt szinte lehetetlen teljesiteni, inkdbb csak izokratikus
elicional alkalmazzak).

Torésmutatoindex (RI) detektor

Ez a detektor az un. tomegérzékeny detektorok kozé tartozik, automatikusan méri az atfolyé oldat
torésmutatdjit, amely pedig ardnyos az olddszerben oldott anyag mennyiségével. Két, egymdssal
sorban kapcsolt celldbdl all a detektor, az egyik a referencia cella, a masik pedig a mérdécella. A
referencia celldt le lehet valasztani az dramldsrél. Altaldban a gyakorlatban tgy haszndljak, hogy
amikor az alapvonal jon, akkor folyamatosan oblitik a referencia cellét is, majd amikor egy cstics
érkezik, akkor lezarjak a referencia celldt, igy az tiszta eluenst tartalmaz, és annak a torésmutat6javal
hasonlitjdk 0ssze a mérd cellan &4thaladé oldat torésmutatéjat. A detektor teljesen &ltaldnosan
haszndlhaté minden vegyiilet esetében, nem sziikséges hozzd az, hogy a vegyiilet fényelnyeléssel
rendelkezzen. Igazdbdl azt mondhatjuk, hogy az RI detektor kozeliti meg legjobban az idedlis
detektort. A mai RI detektorok mar viszonylag érzékenyek, de szdmottevden elmaradnak az UV
detektorok érzékenysége mogott. Mivel a torésmutaté nagyon erdsen fiigg a hdmérséklettdl, az RI
detektor celldjat nagyon gondosan termosztélni kell (Iegalabb 0,001 °C pontossédggal!).



MERESI FELADATOK

A gyakorlat célja a HPLC elméleti és gyakorlati alapjainak megismertetése szabadforgalmu
gybgyszerek és élelmiszerek koffein és paracetamol tartalmdnak mennyiségi meghatarozasaval. A két

vegyiilet tulajdonségai a tabl4zatban lathatok.

A gyakorlaton hasznélt Jasco gyartmanyd HPLC késziilékkel részletesen a gyakorlaton ismerkediink

meg. F6 egységei:

A detektorbdl kifoly6 oldat a tobbi hulladékkal egyiitt kozos gyiijtéedénybe keriil. A gyakorlat sordn a
hulladék oldészereket nem oOntjiik a lefolydba, hanem a fiilke alatt taldlhaté hulladékgytijto tivegekbe
ontjiikk. Az edények elmosasakor nem alkalmazunk acetont az edények kiszéritasdra, mert a legkisebb
maradék is Oridsi csucsot ad az UV-spektrumban, helyette indokolt esetben metanolt vagy etanolt

ERC 3315 on-line eluens gdzmentesitd

Jasco LG-980-02 kisnyomdsu gradiensképzo egység

a gdzmentesitett oldoszerek megfeleld ardnyu keverését végzi

Jasco PU-980 pumpa

Az oldészerrel érintkezd részek polirozott rozsdamentes acélbdl késziiltek. A szokdsos

térfogati dramlasi sebesség 0,5-2 ml/perc, a maximélis nyomds 300—400 bar.

Jasco AS-1555 automata mintavalté és injektor

Analitikai kolonna (C18-as forditott fazist oszlop)

Jasco UV-975 scanning UV/VIS detektor (190-600 nm tartomény)

CromPass szamitogépes vezérld/kiértékeld program

hasznalunk.

3. tablazat A gyakorlaton hasznalt hatéanyagok tulajdonsdgainak rovid ismertetése.

Név, képlet

Leiras

Koffein

Gydgyszerkonyve neve: Coffeinum. Mindenki altal ismert,
élénkit6 hatdsi alkaloid. Ajulds, alacsony vérnyomds, testi
és szellemi faradtsdg érzése ellen, valamint més
gyogyszerekkel kombindlva haszndlatos. Gyoégyszerként
haszndlva egyszeri adagja 50-300 mg, mig napi adagja
150-600 mg lehet. Mellékhatdsként émelygés, heves
szivdobogds, arra érzékenyeknél ritmuszavar, hasmenés,
fokozott vizelési inger jelentkezhet. A kdvé és tea jelentds
mennyiségben tartalmaz koffeint, de megtaldlhaté szdmos
iiditditalban, valamint gydgyszerben is.

UV maximum: 270 nm (220 nm), minimum: 245 nm

Paracetamol, mas
néven: acetaminofen.

OH

HN\|¢O

Szintetikusan egyszerlien eldallithatd, régdta hasznalatos
az orvosi gyakorlatban laz és kisebb féjdalmak
csillapitdsdra.  Szabadforgalmi  gydgyszer, szdmos
mellékhatdsa van.

UV maximum: 245 nm




A gyakorlaton elvégzendé feladatok

A kiadott eszkdzok atvétele, sziikség esetén mosogatas.
A késziilék bemutatasa, a szoftver ismertetése.

A rendelkezésre 4ll6 torzsoldatokbdl a kalibrdlé oldatok elkészitése higitdssal (sziikség esetén
torzsoldat készitése).

Mérdoldat készitése az ismeretlenbdl.

A késziilék kalibraldsa, az ismeretlenben a paracetamol és/vagy koffein tartalom meghatdrozasa.
Az eredmények nyomtatdsa, jegyzokonyvkészités, mosogatas, eszk6zok leaddsa.

ZH, referdlds, a jegyz6konyv bemutatdsa, a gyakorlat értékelése.

A gyakorlatra kiadott térzsoldatok koncentrécidit, az esetleg sziikséges higitdsok mértékeit a mérések
megkezdése eldtt a helyszinen adjuk meg. Amennyiben a gyakorlaton mds utasitdst nem kapunk, a
kovetkezdk szerint kell eljarni az oldatkészitések soran.

A higitdsokat a méréssorozat megkezdése elott kell elvégezni, a j6 idObeosztds nagyon fontos. A
mérés sordn a torzsoldatbdl torténd higitdsokat a kis térfogatokra tekintettel nem mérélombikban,
hanem dllithaté térfogati digitdlis pipettak segitségével, 2 cm’-es mintdsiivegekben, egyszerii
Osszeméréssel végezziik. A hatéanyagok vizben vannak feloldva, a sziikséges higitdsokat is vizzel
végezzik.

Kalibralo oldatsor készitése

Koffeinre illetve paracetamolra nézve 1000 pg/ml-es illetve 100 pg/ml-es oldatok vannak készen
(ug/ml=ppm). Ezekbdl kell a kovetkezd tablazatnak megfeleléen dsszemérni a mérdoldatokat.

Osszemérésre keriilé oldatok (microliter) Koncentracio a

Kalibracio Oldészer |mérdoldatokban (micrg/ml)
szintje Koffein 1000 Koffein 100 Paracet. 1000 Paracet. 100 Viz Koffein Paracetamol
Level 1 0 50 0 50 900 5 5
Level 2 0 100 0 100 800 10 10
Level 3 0 250 0 250 500 25 25
Level 4 0 500 0 500 0 50 50
Level 5 100 0 100 0 800 100 100

A kalibralast 6t kiilonboz6 koncentriciondl végezzilk, a vezérld program ezeket nevezi Level 1
....Level 5-nek. Célszerti a kalibriaciét mindig a leghigabb oldattal kezdeni és haladni az egyre
toményebbek felé, hogy a mintdk kozotti esetleges keresztszennyezddés hatdsat minimalizdljuk. (A
keresztszennyezddés akkor kovetkezik be, ha a mintavevd tiibdl és a vezetékbdl nem sikeriil teljesen
kimosni az eldz6 oldatot. Még teljesen automata rendszereknél is szamolni kell a keresztszenyezéssel,
ezért két mérés kozott minél to6bbszor ki kell mosatni a tiit.)

Ismeretlenek készitése

Lehetséges ismeretlenek: szabadforgalmi gydgyszerek, vagy élelmiszerek, amelyek valamelyik vagy
mindkét standardot tartalmazzak.



Tea

Kozvetleniil mérheto

Egy tea filtert 200 ml forré vizben kiaztatunk, a kapott oldatot lehiitjiikk, két centrifugacsovet
megtoltiink vele és 5 percig centrifugaljuk. Mindkét csé tetején 1€v4 tiszta oldatb6l 700 mikrolitert az
ismeretlenes mintaedénybe mériink.

Kaveé

Négyszeres higitas utdn kozvetleniil mérhetd

Szokdsos presszokavébol vagy hosszikavébdl 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es mintésiivegbe és 3,00
ml vizet adunk hozzd. Az oldatot homogenizdljuk, majd a tedndl leirtak szerint centrifugdljuk és
mintésiivegbe vissziik.

Gyogyszer 1

Az elporitott tablettabdl analitikai mérlegen pontosan kimériink 12-13 mg-ot egy félmikro kémcsdben,
majd a kémcs6 tartalmat kb. 20-40 ml vizzel egy 100 ml-es mér6lombikba mossuk. Az oldatot kb. 5
percig rdzogatjuk, majd a lombikot jelre toltjiikk és az oldatot tobbszori dtforditdssal homogenizaljuk.
Két centrifugacs6be bemériink 1,50-1,50 ml oldatot és 5 percig centrifugdljuk. Mindkét csé tetején
1évé tiszta oldatbdl 700 mikrolitert az ismeretlenes mintaedénybe mériink.

Gyogyszer 2

Az elporitott tablettdbdl kb. 15 mg-ot analitikai mérlegen pontosan lemériink, majd 250 ml-es
mérdélombikba mossuk és az el6z6 pontban leirtak szerint mintat készitiink beldle.

Cola

Négyszeres higitds utdn kozvetleniil mérhetd.

A Colabdl kiontiink egy kémcs6be néhany ml-t, majd rdzogatdssal kihajtjuk beldle a szén-dioxidot. A
mar nem buborékol$ oldatbdl 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es mintésiivegbe és 3,00 ml vizet adunk
hozz4a. Az oldatot homogenizaljuk, majd mintdsiivegbe vissziik.

Energiaital

Tizszeres higitas utdn kozvetleniil mérhetdk.

A Colandl leirtak szerint buborékmentesitjiik az energiaitalt, majd 250 mikrolitert bemériink egy 4 ml-
es mintdsiivegbe és 2250 mikroliter vizet adunk hozzid. Az oldatot homogenizaljuk, majd
mintasiivegbe vissziik.

A mérendd oldatokat a kovetkezd sorszdmu helyekre kell a mintatartd tdlcdba helyezni:
1. viz (vak minta)

2. Level 1

3. Level 2

4. Level 3

5. Level 4

6. Level 5



7. Ismeretlen

Mérési paraméterek

A gyakorlaton haszndlt mérési paraméterek a gyakorlat. METH illetve a Paracetamol-Koffein. METH
fajlban vannak tarolva.

A méréshez eldre elkészitett mérési szekvencidt haszndlunk, a mintdk injektdlasit automata injektor
végzi.

A gyakorlaton a detektalast 240 nm-en, vagy egymads utdn 245 és 270 nm-en végezziik. A vizsgalatok
sordn 0,8 cm’/min térfogati dramlési sebességet hasznalunk. Az osszes futtatdst 40-60 metanol-viz
eleggyel végezziik, amelyet tiszta olddszerekbdl a gradiensképzo egység segitségével dllitunk eld. Az
effektiv miiszeres mérési id6 minden minta esetében 5 perc.

Szoftver

A modern kromatogréfids szoftvereknek nemcsak a késziilék vezérlését és az eredmények kiszdmitasat
kell biztositaniuk, hanem azt is, hogy minden felhaszndl6 csak a sajat illetékességi korébe tartozé
adatokhoz és bedllitdsokhoz férjen hozz4, csak a ra tartoz6 paramétereket valtoztathassa meg, a nyers
mérési adatokat pedig senki ne tudja médositani (még a rendszergazda sem!). Ennek a sokféle
kivanalomnak elsésorban mindségellendrzési és jogi okai vannak, hiszen példaul egy gydgyszer
josdganak bizonyitdsra nem lehet felhaszndlni egy olyan kromatogramot, amibe bérki egy egyszerti
szovegszerkesztdvel bele tud piszkdlni. Hogy ezt elkeriiljék, minden mérési fajl titkositott formaban
keriil taroldsra. A feladatok is megkivanjdk, hogy az ugyanazon a késziiléken, de kiilonb6zd
projekteken dolgozé csoportok adatai, mérési mddszerei elkiiloniiljenek egymastdl. Mivel az Osszes
kivanalmat kielégitd szoftverek meglehetdsen dsszetettek tudnak lenni, itt most nem foglalkozunk a
program felépitésével, hanem a ChromPass program felhaszndl6i szintli ismertetése a gyakorlaton
torténik. Az angol nyelv alapjainak ismerete feltétleniil sziikséges a program kezeléséhez.

A mérési adatokat futtatdsonként kiilon-kiilon fdjlban taroljuk. A késziilék automatikusan elvégzi a
mintdk futtatdsét, a kalibralast, majd kiértékeli az ismeretlent. Csak az ismeretlenrdl készitett jelentést
nyomtatjuk ki, azt be kell tlizni (ragasztani) a jegyzékonyvbe.

Az elvégzett higitasi feladatok pontossdga hatdrozza meg a kalibralé egyenes pontossagit, illetve az
ismeretlenre kapott eredményeket. A kalibrdlds josdgit a gyakorlatvezetd ellendrzi. A referdlds vagy
ZH eredménye mellett a kalibral6 egyenes R? értéke (0—1 kozotti érték, minél kozelebb van az 1-hez,
anndl jobb), illetve az ismeretlenekre meghatdrozott koncentracié érték alkotjdk a gyakorlatra kapott
jegy 6 részét.



