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Eloszo

Az analitikai kémia miszeres modszerei az elmult években oridsi iramban
fejlédnek, ezért az 1j modszerek egyetemi oktatasa soran az eldadasok, illetve a
miszeres analitikai gyakorlatok folyamatos megtjitasira van sziikség.
Intézetliinkben a miiszeres analitika oktatdsdba évrdl évre 1 modszerek keriilnek
be, mig mas modszerek jelentésége csokken. Az 1ij ismeretek atadasa akkor lehet
igazan hatékony, ha megfeleld mindségli és kellden részletes, magyar nyelvii
oktatdsi segédanyagok allnak a hallgatok rendelkezésére, de sajnos a viszonylag
ritkan megjelend oktatasi segédanyagok, egyetemi jegyzetek, szakkonyvek nem
tudnak Iépést tartani az egyre boviilo analitikai informaciokkal.

E jegyzet kiaddsanak nem célja, hogy a miiszeres analitika teljes teriiletét lefedje. A
jegyzet Osszedllitisaval a rendelkezésre 4ll6 hazai szakirodalmat kivantuk
kiegésziteni a nemrégiben megsziiletett, vagy nagy iitemben fejlédé teriiletek
targyalasaval.

A jegyzetsorozat 1. és II. kotete a 2011-ben szervezett Miszeres Analitika
tanfolyam eléadasanyagat dsszegzi. Az EFOP EFOP-3.4.3-16-2016-00021 palyazat
tamogatasa révén most kiadott III. kotet az Intézetiinkben folyd miiszeres analitikai
gyakorlatok elméleti anyagat, illetve a feladatok leirasat tartalmazzak.

A szerz6k
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GELELEKTROFOREZIS

1. BEVEZETES

Az elektroforézis egy olyan elvalasztastechnikai modszer, mely azon alapul,
hogy a toltéssel rendelkezé részecskék elektromos térerd (egyenaramu
fesziiltség) hatasara toltésviszonyaiknak megfeleld irdnyba vandorolnak. Az
elektroforézis az egyik legfontosabb bioanalitikai modszer, mivel kivaldéan
alkalmazhaté nagy molekulatomegi biomolekuldk izolalasara és
meghatarozasira, ugyanakkor - elsdsorban a kapillaris elektroforézis -
kisméretli ionok, molekulak, a legkiilonbozObb analitikai feladatok
megoldasara is alkalmazhato. Ebben a leirdsban a hagyomanyos
elektroforézisrdl (elsésorban gélelektroforézisrdl) lesz sz6, melyet dontden
nagy méretli biomolekulak elemzéséhez haszndlnak.

A nagyméreti biomolekuldk (pl. a fehérjék ¢és nukleinsavak)
elektroforetikus mozgékonysdga a molekula toltésétdl, molekulatomegétdl
¢és az alakjatol (vagyis a harmadlagos €s negyedleges szerkezettdl) fiigg. Az
elvalasztds egy olyan kozegben torténik, melynek egyik végén a pozitiv
toltésti anod, a masik végén pedig a negativ toltésti katod van. Az inert,
szilard hordozo (papir vagy gél) folyadékot, altalaban puffert tartalmaz. A
pozitiv toltésli részecskék a katdd, a negativ toltésh részecskék az andd felé
fognak véandorolni. Az elektrodok kozotti kdzegben levd folyadék teszi
lehetévé az ionok mozgéasat, mig a szilard hordoz¢ surlodasi ellenallast
biztosit. Amikor fesziiltséget kapcsolunk az elektrodokra, az elektromos
térben mozgod ionok hatdsira elektromos aram folyik at a rendszeren. Az
elektromos térerdsség (E) hatarozza meg a részecskék sebességét a hordozo
kozegben:

E = (alkalmazott fesziiltsé¢g) / ( hordozo6 kozeg hossza)

I ——

== &— -
a— s

anod I = ) — katod

hordozé kbzeg

1. abra Toltott részecskék mozgasa elektroforézisnél
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Kisfesziltségli elektroforézisnél tipikusan 20 V/cm, mig nagyfesziiltségli
elektroforézisnél 200 V/em térerdsséget hasznéalnak. Ilyen nagy fesziiltség
alkalmazasakor jogosan vetddik fel a kérdés, miért nem szédmottevoek az
elektrokémiai reakciok, hiszen azok lejatszédasa <5V-nal ismeretes. Az
elektrolizis és az elektroforézis kozotti alapvetd kiilonbség egy model
aramkor ellenallasaval demonstralhato (2. dbra). Elektrolizis akkor torténik,
amikor a két elektrod kozotti kozeg vezetoképessége nagy, ezért az elektrod-
oldat hatarfeliiletek kondenzatorokként viselkednek ¢és a két elektrod
(idedlisan) zér6 ellenallassal van 6sszekapcsolva. E kondenzarokra kapcsolt
nagy potencialkiilonbség miatt az elektrod-oldat hatarfeliillet néhany
nanométernyi részében oOriasi térerd alakul ki, ami elektrokémiai reakciot
indit meg, és ezzel a kondenzatorok kisiilnek.

Az elektroforézisnél haszndlt kozeg vezetOképessége joval kisebb, és az
elektroforetikus cellanak megfeleld aramkor ellendllast is tartalmaz a
kondenzatorok kozott az elektrod-oldat hatarfeliilleteknél. A hordozo
kozegben a potencidl altalaban linedris kapcsolatban van a tavolsaggal, igy
az elektromos tér hatdrozza meg az elektroforetikus elvalasztdsok
sebességét. Az elektroforézis soran az elektrédoknal természetesen torténik
elektroforetikus ionvandorlas, hogy a hordozéban fenntarthatd legyen az
aram, azonban az aramtermeléshez sziikséges fesziiltség (<5V) nagyon kicsi
a nagy alkalmazott fesziiltséghez képest.
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Elektrolizis Elektroforézis
© ® &)
a, ‘H 2H,0 + 2¢ I|I|
( — H, + 20H
W= _Ia—@ &3] —bl_
f' sooldat ("’
\2HO — O,+4H" +4e kis vezetSképességii
kozeg
bl
v AE[YI m v
f (? T '_JEEL”ngquL_‘
R=~0 R>=0
Cl
v |\ v
tavolsag tavolsag

2. 4bra Kisérleti elrendezés (a,), elektromos aramkor (b,) €s a potencial (c,)
fliggése az elektrodok kozotti tavolsagtol elektrolizis és elektroforézis esetén

Az elektroforetikus vandorlés elméleti leirasdhoz vegyiink egy elektromosan
szigeteld kozegben q toltéssel rendelkezd részecskét, melyet E elektromos
erétérnek tesziink ki. A részecskére hato elektromos erd egyenld a kdzegben
fellépd surlodasi erdvel:

qE=fv

ahol f a surlddasi egyiitthatd és v a részecske vandorlasi sebessége. Légiires
térben a strlodasi egyiitthatd értéke zErd és a sebesség tart a végtelenhez. Az
elektroforetizald kozegben a surlodési egyiitthatd értéke jelentékeny és a
toltott részecskék egy jellemzd sebességgel haladnak a kdzegben.

Az elektromos térben torténd kisérleti ingadozasok kompenzalasa céljabol
az adott kisérleti koriilményekre (kozeg, pH, ionerdsség, homérséklet)
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bevezették a részecskék elektroforetikus mozgékonysaga fogalmat. Az
elektroforetikus mozgékonysag a vandorlasi sebesség és az elektromos
térerd hanyadosa:

L=vIE=q/f

Az elektroforetikus mozgékonysag jellemzd az adott makromolekulara, és
fligg a molekulatomegt6l, a molekula alakjatol (a f surlodasi egyiitthaton
keresztiil) és a g netto toltéstdl. Az egyenletbdl kovetkezik, hogy a toltéssel
nem rendelkez0 részecskék mozgékonysaga z¢Ero.

A gyakorlatban természetesen vannak olyan jelenségek, melyek ezzel az
egyszerli elmélettel nem magyardzhatok teljes kortien. Példaul, az
elektroforetizald kézeg hordozoja nem tekinthetd teljesen szigeteldnek, és
tartalmaz elektrolitot (pufferionokat). Az elektrolitban megtaldlhatd ionok
er6s hatassal vannak a mozgékonysagra. Az elektrolitoldatokban torténd
elektrosztatikus kolcsonhatasokat Debye, Hiickel és Onsager irtdk le
kvantitativen. Ezeknek a kolcsonhatdsoknak az az alapja, hogy egy iont
mindig ellentétes toltésli ionok (ellenionok) vesznek koriil. Az ellenionok
altal kialakitott ionatmoszféra felel0s az ionokat lassitd tovabbi két hatas, az
elektroforetikus (Fe) és a relaxacios hatasok (Fre) miatt fellép6 erdkért (3.
abra).

ANO(  m— — katod

3. abra. Toltéssel rendelkez6 részecskére hatd erok elektrolitoldatban
(Fe: gyorsitoerd az elektromos térben; Fg: surlodasi erd; Fe, ill. Frg: az
elektroforetikus ¢és a relaxacids hatasok miatt fellépd erdk)

Az elektroforetikus hatds alapja, hogy a mozgd ion surlodik az olddszer
molekuldkon, de ha az ellentétes toltésii ionatmoszféra is jelen van, akkor a
surlodas mértéke tovabb novekszik, mert az ellentétes toltésii ionfelhd éppen
ellenkezd irdnyba mozog, mint az ion. A relaxacios hatasok kialakuldsanak
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az az oka, hogy az ionatmoszférat kialakitdo ionok nem tudnak pillatszertien
igazodni a mozgd ionhoz, igy a toltésfelhd nem tud kialakulni teljes
mértékben az ion elott és nem bomlik el teljesen az ion mogott. Emiatt a
toltésfelhd elektromos kézéppontja nem a mozgd ion helyén lesz, hanem
kevéssé mogotte. Mivel az ion és a toltésfelhd kdzéppontjanak toltése éppen
ellentétes, ez lassitja az ion vandorlasat. Minél nagyobb az elektrolit
koncentracioja, annal erdsebbek az elektrosztatikus kdlcsonhatasok mind az
elektrolit ionjai, mind a vizsgalt ion és ellenionjai kozott.

Az elektroforézisnek 3 alapveté formdja ismeretes. Az elektroforézis mozgo
hatarfeliileti (moving-boundary electrophoresis) modszere egy U-alaku
csOben hajthatd végre (4. abra). A vizsgalandd oldatot eldszor az U-csd
aljaba juttatjak, és arra rétegzik a pufferelektrolitot a cs6 két 4gaban. Fontos,
hogy a vizsgilandd oldat nagy mennyiségben kell, hogy tartalmazzon
nemionos komponenseket (cukor, glicerin vagy etilén-glikol) a siliriiség
novelése és az elektrddoknal jelenlevd hig pufferekkel torténd keveredés
minimalizalasa  érdekében.  Elektromos térer6 alkalmazisakor a
komponensek  véandorlasa mindkét irdnyba megindul toltésiiknek
megfelelden, és a vizsgalandd oldat illetve a pufferelektrolitok kozotti
hatérfeliiletek az elektrodok felé mozognak. A vandorldé komponenseket a
cso felsd szakaszaban detektaljak. Ez a modszer volt az els6 elektroforetikus
technika, viszont ma mar csak nagyon ritkan alkalmazzak.

El6tte Utana
@ o @® ©
prl];fger elektroforézis y tiszta B*
——
g
el —
tiszta A B+ C+
L t keveréke
minta (A-, B*, C*) A, B, C*
keveréke

4. dbra. Mozgo6 hatarfeliileti elektroforézis

A zonaelektroforézist széleskdrben hasznaljdk ma is modern kutatasi
teriileteken és a klinikai laboratoriumokban. Ennél a technikandl a
vizsgalandé minta komponensei diszkrét zondkba valasztodnak szét. A
mintat egy pontban vagy savban a kozegre juttatjdk és az alkalmazott
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fesziiltség a kezdeti zona komponens-zondkkd vald szétvalasztodasat
eredményezi (5. abra).

Zonaelektroforézist hasznalnak a biomolekuldk komplex keverékeinek
analizis¢hez, az izolalt fehérjék ¢és nukleinsavak molekulatomegének
meghatarozasdhoz, tisztasdganak  megallapitasdhoz, ¢és egy sor
orvosdiagnosztikai teszthez. A hordozd kozeg alkalmazasa csokkenti a
mechanikai és hdmérsékletvaltozas miatti konvekciot, illetve a biopolimerek
nagy lokalis koncentracidja miatti zonakiszélesedést. A hordozd lehet
adszorbens (pl. papir) vagy molekulasziird sajatsdgl anyag (pl. agardz- vagy
poliakrilamid-gél). Az elektroforézisnél hasznalatos gélek folytonos belsé
szerkezetll gélek (a gélkromatografidban szemcsés géleket haszndlnak).

Elotte Utana
elektroforézis
—
o A o o I h-o
n}inta elvalasztott komponensek (*)

5. dbra. A zonaelektroforézis elve

Staciondarius  (Steady-state) elektroforézis annyiban tér el a mozgo
hatarfeliileti és a zonaelektroforetikus modszerektdl, hogy a zondk végso
pozicioi (egymashoz viszonyitott helyzetiik) nem id6fliggéek. Miutan egy
ideig elektroforetizalunk, egy stacionaris allapot alakul ki, melynél a zonak
szélessége €s pozicioi allandok. 1zoelektromos fokuszalasnal példaul allando
pH gradienst alakitanak ki a hordozé anodos és katodos végei kozott, a
futtatas soran a biomolekula ebben a pH gradiensben vandorol, mig el nem
éri azt a pH-t, ahol nettd toltése zéroval lesz egyenld (fehérjéknél és
polipeptideknél ez a pH a komponens izoeletromos pontja).
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2. AZ ELEKTROFOREZIS HORDOZO ANYAGAI

2.1 Papir

A papir (celluloz) elektroforézist az 1950-es évek elején vezették be
fehérjék elvalasztdsdhoz. Az elektroforetikus futtatast megelézéen a
papirlapot telitik a futtatdo pufferrel és egy tankba helyezik (6. ébra). A
mintat egy pontban vagy vonalban viszik fel, a tankot lefedik és fesziiltséget
kapcsolnak a papir végeire. Amikor a megfeleld elvalasztas megtortént, a
papirt eltavolitjdk és megszaritjak. Az elvalasztott komponensek helyét
természetes sziniik, UV fény alatt mutatott fluoreszcenciajuk, vagy festékkel
torténd megszinezésiilk révén hatarozhatjuk meg. Ha az elvalasztando
komponenseket radioaktiv izotoppal jelolik, a papir szeparacids mintdzata
autoradiografiasan hivhato eld.

(

puffer viz puffer

6. abra Berendezés papirelektroforézishez

A komponensek a papirrdl egyszeriien eludlhatok tovabbi vizsgalatokhoz:
— ki kell vagni a papirbdl a vizsgalando zonat és kis térfogatu elucios
pufferbe kell aztatni,
— mossuk a papir haromszog alakt darabkajat az elucids pufferrel €s
gyljtsiik a cseppeket a haromszog cstcsanal,
— elektroforetizaljuk a vizsgdlandé komponenst a z6ndjabol egy kis
térfogatt pufferbe.
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Kisfesziltségli papirelektroforézist ma mar csak ritkdn végeznek,
nagyfesziiltségli papirelektroforézist viszont még hasznélnak kis molekuldk
(aminosavak, nukleotidok) elvalasztdsdhoz, melyek toltése, ¢és igy
mozgékonysaga kicsi, kis méretiikk miatt viszont jelentds diffuzidjuk, ami
zonakiszélesedést okoz. A nagyfesziiltség alkalmazasa gyors elvalasztast
tesz lehetdvé, de mivel a nagy aramerésség jelents hét termel (I°R),
hitélapokat kell hasznalni a hdmérséklet allando értéken tartdsa érdekében
¢s felfujhato tomlot helyeznek a hiitdlapok alé (7. abra).

papir
™~

[ ) hGtélap |
Ij hiitélap _
(il sidits

puffer tarté felfajhaté tomlé

©

7. abra Berendezés nagyfesziiltségli papirelektroforézishez

Az aminosavak vagy nukleotidok teljes elvalasztdsa nem mindig lehetséges
egyetlen nagyfesziiltségli futtatassal, ezért gyakran hasznalatos a 2D
technika, ahol egymasra merdlegesen végeznek elektroforetikus futtatasokat
(vagy elektroforézist kovetden kromatografias futtatdst inditanak
merdlegesen). A futtatd puffer és a kromatografids eluens helyes
megvalasztdsaval az atfedd sdvok a masodik dimenzios elvalasztasnal
felbontddnak.

1957-ben vezették be a celluloz-acetatot a celluloz (papir) hordozd egyik
alternativdjaként. A celluloz elektroforetikus és kromatografids elvalasztasi
sajatsagokat egyarant mutat, mivel sok komponens adszorbealddik vagy
kolcsonhatasba 1ép a celluloz hidroxil-csoportjaival. Emiatt a foltok alakja
elhuzodo (tailing) és az elérhetd felbontds gyenge. A celluloz-acetat
minimalizélja az adszorpcios hatasokat, mivel a legtobb hidroxil-csoport
acetilezett. A celluloz-acetaton végzett elvalasztasok gyorsabbak, jobb a
felbontas, csekélyebb a tailing hatas. A celluloz-acetat tovabbi elénye a
papirral szemben, hogy atlatszé (a zondk optikai detektalasa lehetséges) €s
konnyebben oldodik kiilonféle oldoszerekben (az elvalasztott komponensek
elucioja €s izolalasa egyszeri).
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A kapillaris hatas kovetkeztében a papircsik felszivja a puffert, és a puffer a
papircsik kozepén taldlkozik, ahol az é&ram hatdsara a legnagyobb a
parolgés. A szivohatas kovetkeztében keletkezd folyadékaramléas a légtér
vizgézzel valo telitddéséig tart. Ez az dramlds megvaltoztatja az
elektroozmotikus folyadékaramlast, mivel az anod feléli oldalon azzal
megegyezd, mig a katdd feldli oldalon azzal ellenkezd iranyu. Ezért fontos,
hogy a késziilék 1égtere minimalis legyen.

2.2. Keményitogél

Az elsd géles kozegli hordozot elektroforézishez keményitdbdl csinaltak
(1958). A gélt burgonykeményitd pépnek elektroforézis pufferben vald
melegitésével készitették. A keményitdszemcsék szétrepedését kdvetden a
heterogén oldat atlatszova és homogénné valik. A forré oldatot ezutdn
vizszintes tankba toltik és szobahdmérsékletre hiitik, igy egy félkemény gélt
kapnak. A gélbe rést vagnak, melybe a mintat keményitovel képzett
szuszpenzioként juttatjak be (8. abra). A gél feliiletét ezutan viasszal vagy
zsirral zarjak le. A gél végeihez szivacsos szovetet (kanoc) helyeznek, hogy
biztositsdk az elektromos vezetést az elektrodok és a gél kozott. Az
elektroforézist kdvetden a félkemény gélt eltavolitjak a tankbdl €s rétegeket
vagnak ki beldle a festéshez.

A komponenseknek a keményitégélben torténd vandorlasa a komponensek
nettd toltésétdl és molekulaméretétdl fiigg. A gélnek molekulasziird jellege
van, igy a kisebb molekuldknak nagyobb a mozgékonysaguk. A
molekulaszilird hatas szabalyozhat6 a gél porusméretével (bizonyos mértékig
A keményitd polimer negativ toltésii oldallancokat (karboxilatokat)
tartalmaz, melyek kolcsonhatasba 1épnek a fehérjékkel, késleltetve azok
vandorlasat (ioncserés retenciés mechanizmus), igy a keményitdgélek,
hasonloképpen mint a celluloz, elektroforetikus ¢és kromatografias
sajatsagokkal egyforman rendelkezik. Negativ toltésli géleken kialakul az
elektroozmozis jelensége (részletesebben lasd kapillaris elektroforézisnél),
ahol a pozitiv tdltésii ellenionok (HsO") a katdd felé mozognak. Valdjaban a
puffer aramlik a katdd felé, és a vizsgalanddo komponens teljes vandorlasi
sebességét a gélben az elektroozmoézis és az elektroforetikus vandorlas
ereddje adja. Az elektroozmotikus mozgékonysag mérhetd, ha a mintdhoz
kék dextrant adunk. A keményitdgélt ma mar csak ritkan alkalmazzak (pl.
izoenzimek elvalasztdsahoz), ¢és helyette inkdbb poliakrilamid- vagy
agar6zgélt hasznalnak.
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r kan6c

viasz lezaras
gél
™
® T\ \\ ©)]
puffer minta

8. abra Berendezés keményitdgél elektroforézishez

2.3. Poliakrilamid-gél

A poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE) a leggyakrabban hasznalatos
gélelektroforézis modszer fehérjék, kis RNS és nagyon kis DNS fragmentek
elvélasztasdhoz. A poliakrilamid-gél elénye a keményitdgélekkel szemben,
hogy molekulaszlird hatdsa nagyon jol szabdlyozhatdo ¢és a fehérjék
adszorpcidja a gelhez elhanyagolhat6. A poliakrilamid-géleket akrilamid
(monomer) és N,N’-metilén-bisz-akrilamid (térhalositd) polimerizacidjaval
allitjak el6 katalizator €s iniciator jelenlétében:

HC=CH HC=CH —CH,~CH—CH~CH—CH,—~CH~
?=o * (;:0 katalizator (;,‘:0 (|:=0 (?=0
NH» NH N NH, NH NH,

1?122 iniciator NH ggﬂ NE,
10-20 2 '

go 1P fo g0 e

H,C=CH —CHy—CH~H,C-CH-CH,—CH—

Az iniciatorok ammonium-perszulfatot és kalium-perszulfatot tartalmaznak,
amelyekben a S,0% két SO4” gyokké bomlik, mig a katalizatorként
altalanosan hasznalt tetrametil-etilén-diamin (TEMED,
(CH3)2N(CH2)2N(CHj3),)) reagal a szulfat-anion gyokkel, hogy hosszabb
¢lettartamu gyok képzddjon.

A gélontésnél hasznalt TEMED koncentracio hatarozza meg a poliakrilamid
lancok hosszat, és igy a gél mechanikai stabilitdsat. A polimerizacioval
kapott gél atlagos porusmérete az akrilamid mennyiségétdl €s a térhalosodas
fokatol fiigg. A monomer koncentracidja altalaban 5-20 tomegszazalék.
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A PAGE kivitelezhetd oszlopban (palcika), ha preparativ elvalasztas a cél,
vagy lapokban, ha tobb mintat kell azonos koriilmények mellett elemezni (9.
abra). A PAGE oszlopot 5-10 mm atmérdjti, legalabb 10 cm hosszu cs6ben
készitik el. A mintakat tdmény cukoroldatba szuszpendaljak és a gél tetejére
rétegezik, hogy megakadalyozzak a puffer keveredését a felsd elektrod
(4ltalaban katod) celldjaval. Az elektroforézist eldszor kis dramerdsséggel
kezdik (kb. 1 mA 30 percig), hogy a teljes minta mennyiség belépjen a
gélbe, majd az aramot 2-5 MA-re novelik. A mintdhoz brémfenolkék
(anionos) vagy metilénkék (kationos) markert adnak, melyekkel kdvethetd
az elvalasztas. A puffereket gyakran hiitik, hogy minimalizaljadk a
hétermelddést (IZR). Amikor a marker az oszlop aljahoz ér, a gélt
eltavolitjdk és a fehérjék helyzetét rogzitik (triklorecetsavba aztatassal),
majd megfestik dket a detektalashoz.

a, b,
_* Puffer g
@__E_j o
SRS Mintak |
¥ , P
- Geél Keret

!
Puffer __l: P
&

9. dbra Az oszlop (a,) és lap PAGE (b,) kisérleti elrendezései

A lap PAGE egyidejiileg tobb minta azonos koriilmények kozott végzett
elektroforézisét teszi lehetévé. A lapgélen jobb felbontas érhetd el, mint az
oszlopgélben. Mivel a lapgél viszonylag vékony, a hdelvezetés is
hatékonyabb, mint az oszlopnal. A lapgél fiiggdlegesen vagy vizszintesen is
hasznalhatdo, de a gyakorlatban a vizszintes lapgél moddszert akkor
hasznaljak, ha a monomer és a térhalositd koncentracidja kicsi, és igy a gél
lagy. A lapgélt ugyanugy készitik, mint az oszlopgélt, kivéve, hogy egy
fésiit (mintavajatok kialakitasara szolgald eszkozt) helyeznek a gélbe a
polimerizaci6 eldtt, amit késdbb aztan eltavolitanak.

Zonaelektroforézisnél két komponens elvalasztasat akkor vessziik teljesnek,
ha migracids tavolsdgaik kiilonbsége meghaladja az eredeti mintazona
szélesseégét. A diffuzios zonakiszélesedés miatt a zondk élessége csokken a
migracios iddével.
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Az alkalmazott pufferrendszerek szempontjabol a gélelektroforetikus
technikdkat két nagy csoportba oszthatjuk. Folytonos (kontinuus) puffer
rendszerrdl beszéliink, amikor ugyanazt a puffer rendszert alkalmazzuk a
gélben, mint az elektrodokat tartalmazé puffertankokban. Ennek a
modszernek az eldnye az egyszerlségében rejlik, viszont a
felbontoképessége valamivel rosszabb, mint a joval bonyolultabb tun.
diszkontinuus puffer rendszereket alkalmazdé modszereké (diszk-
elektroforézis) (10. abra).

A diszkontinuus elektroforetikus technikak két kiilonb6z6 koncentracidju
gélt, és harom kiilonboz6 puffer rendszert alkalmaznak. Az elvalasztogél
(futtatogél) folé egy Un. koncentrald gélt polimerizdlunk. Ennek akrilamid
koncentracidja az elvalasztogélénél joval alacsonyabb, olyannyira, hogy itt a
molekulaszlird hatds még nem érvényesiil. A harom kiilonb6z6é puffer
rendszerben két kiilonbdz6 aniont alkalmaznak. Mindkét gélben a puffer
anion komponense egy erds sav maradéka, melynek disszociacié foka
gyakorlatilag nem fligg a kozeg pH-jatol, vagyis toltése széles pH
tartomdnyban 4lland6. Ez a komponens 4ltaldban a kloridion.
Tankpufferként viszont olyan puffer rendszert alkalmaznak, melynek anion
komponense egy gyenge sav savmaradéka, pl. glicinat anion. A
tankpufferben a pH 8.7. A kis térfogati fehérje mintat a koncentraldogél
felszinére rétegezziik. Fesziiltség hatdsara a fehérje ionok és a tank puffer
anionjai belépnek a koncentralo gélbe. A koncentrald gélben a pH 6.5. Ilyen
pH-n a glicin ikerionos 4llapotban van, elektroforetikus mobilitasa
lecsokken igy lokélisan csokken a toltéssel rendelkezé molekuldk
koncentracidja. Ez helyileg megndveli az elektromos ellenallast. Minthogy
az elektromos korben az aramerdsség allando kell hogy legyen, Ohm
torvényének megfelelden az ellenallassal aranyosan megnd a térerd is, ezért
a fehérjék vandorlasa felgyorsul, mig el nem érik az ionokban gazdag klorid
ion frontot. Minthogy a klorid ion frontban az ellendllas, és igy a térerd
kicsi, a fehérjék sebessége csokken, €s a front mogott mintegy osszetorlodva
igen vékony savban vandorolnak az elvalasztogél kezdetéig.

Az elvélasztogélben a helyzet megvaltozik. Mivel itt a pH 8.7 koriil van, a
glicin Gssztoltése itt negativ, ezért mobilitisa megndvekedik. Igy a
toltéshianybol eredd koncentrald hatds megszlinik, a fehérjék a
tovabbiakban kiilonbozd fajlagos toltésiik miatt eltérd sebességgel
valasztjuk meg, hogy a molekulaszlird hatds is érvényesiiljon, és a gél az
elvalasztani kivant fehérjék mérettartomanyaban a lehetd legnagyobb
mértékben szeparaljon.
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Az elektroforetikus eljarasok tobbségénél a futtatds soran jelzdfestéket
alkalmazunk, amit a mintdba keveriink. Ez a kis molekulatomegii, negativ
toltésti festék gyorsabban vandorol a gélben mint a fehérjék, és mintegy
lathatova teszi a futasi frontot, igy egyértelmlivé valik, mikor tekinthetd az
elvalasztas Dbefejezettnek. A leginkdbb hasznalatos jelzofest¢k a
bromfenolkék.

puffer
— (glicin, pH: 8.7)

koncentralogél \ .
minta

(trisz, pH: 8.7) (trisz, pH: 6.5,
kis ionerésségq)

pH valtas

elvalasztogél —_—
(glicin, pH: 8.7)
puffer

by

I

@

10. abra A diszk PAGE kisérleti elrendezése (2-4% monomer a
koncentralogélben, 5-20% monomer az elvalasztogélben)
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Elvalasztast kovetden a fehérje vandorlasat a markerhez viszonyitva mérik
¢s kiszamoljak az R¢-et:

R¢= (a fehérje migréacios tavolsaga) / (a marker migracids tavolsaga)

Egy fehérje molekulatdmege gyorsan meghatarozhato SDS-PAGE
modszerrel. Ekkor a gélt 0.1% SDS-el (Na-dodecilszulfat) ontik, és az SDS
jelen van a puffer elektrolitban is. A fehérjemintdkat (molekulatomeg
markerek ¢és az ismeretlen fehérjék keveréke) 1% SDS-el és 0.1%
merkaptoetanollal melegitve elokezelik. A merkaptoetanol redukalja
diszulfidhidakat, melyek feladata a fehérje negyedleges ¢és harmadlagos
szerkezetének biztositasa, az SDS pedig a fehérje hidrofob részeihez kotodik
(1.4 g SDS/ 1 g fehérje). Ez a nemspecifikus kotddési kolcsonhatas konstans
toltés/tomeg arannyal jellemezheté részecskéket eredményez, mivel a
fehérjék oldallancainak toltése elhanyagolhatdé a megkotodott SDS
szulfatcsoportjai Osszes toltéséhez. A migracids tavolsagokra csak a
molekulaszilirési effektus, és igy a fehérje molekulatomege (mérete) van
hatassal. A migracidés tavolsagot a molekulatomeg logaritmusa
fliggvényében abrazolva negativ meredekségili egyenest kapunk, melyet
kalibralo6  diagramnak  is  hasznilhatunk  ismeretlen = fehérjék
molekulatdomegeinek meghatarozasdhoz. Az SDS-PAGE segitségével 5%-
on beliilli pontossaggal lehet a fehérjék molekulatomegeit 10*-10° Da
tartomanyban.

szénsav anhidraz (mg/L)

—
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B o -
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11. abra SDS-PAGE elektroforézissel kapott elvalasztasi mintazatok (a
molekula marker a gélek baloldalain lathatoak)
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3% 6% 9% 12%

12. 4dbra Fehérjék vandorlasa kiilonb6z6 poliakrilamid tartalmt (%) SDS
gélben. A 9 fehérje nagysaga 94-14.4 kDa kozotti. A nyil jelzi a pH
valtozasat a Gly /Cl mozg6 hatarfeliiletnél.

2.4. Agarozgélek

Az agarozt elektroforetizald kozegként eldszor az 1970-es évek elején
hasznaltak, mely a D-galaktéz és a 3,4 anhidrogalakt6z linearis polimerje,
melyet tengeri moszatokbol izoldlnak. Az agaréz kb. 0.04% szulfatot
tartalmaz, forrasban levd vizben feloldhatd, majd a folytonos gélt akkor
kapjuk meg, ha 38°C ala hitjiik vissza. A kapott gél szerkezetét
hidrogénkotések biztositjak. Amint a poliakrilamid-géleknél, tgy itt is az
agardz koncentracidja a hatdrozza meg a gél porusméretét. A porusméret
joval nagyobb, mint a poliakrilamid-gélnél, igy agarozgéllel a nukleinsavak
és a nagyméretli fehérjék valaszthatok el eldnydsen. Az agar6z lapgélek
vizszintes ¢és fliggdleges elrendezésben is hasznalatosak. A fiiggdleges
elrendezésnél az agardz koncentracioja 0.8% koriili, és ekkor a 5710’
molekulatomegii fehérjék és nukleinsavak hatarozhatok meg, mig vizszintes
modban  0.2% agaréz koncentracié mellett 1.510% molekulatomegii
komponensek analizdlhatok. Az agar6z és a PAGE elektroforézishez
ugyanaz a berendezés hasznalhatd. Az agardzgélek toltott csoportokat (foleg
szulfatokat, kevés karboxil-csoportot) tartalmaznak, melyekkel a fehérjék
kolcsonhatasba 1éphetnek. Az igy jelentkezd ioncserés effektusok
jelentékeny elektroozmotikus folyadékaramlas kialakuldsdhoz vezethetnek.
Ha az agar6zt bazikus oldattal kezeljiik, ezen csoportok hidrolizise miatt
javulnak a gél molekulasz{ir6 sajatsagai.
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3. A GELELEKTROFOREZIS GYAKORLATA

3.1 Hémérséklet, pH, ionerésség

A homérséklet nagysaga kritikus a felbontasra nézve. Az elektromos aram
altal termelt Joule hot hatékony hiitéssel kell ellenstilyozni. Megfeleld hiités
hidnyadban sokfajta tényez0 jarul hozzd a felbontds csokkenéséhez.
Konvekcids aramok alakulnak ki, mivel a hordozd kozepéhez kozel a
melegebb oldat stirlisége kisebb, mint a falhoz kozeli hidegebb oldatnak.
Mivel a viznek 4°C-on maximalis a slrisége, ezen a homérsékleten a
legkisebb a siirliség ingadozasa a hémérséklet valtozasaval, ezért ha lehet
4°C-on kell az elvalasztasokat elvégezni. A zondk ,.elkenddését”,
kiszélesedését okozo difftizié sokkal erdsebb magas hdmérsékleten (pl.
amikor az elvalasztasokat tobb oraig végzik). A zondk torzuldsa a nem
tokéletes hiités kovetkezménye is lehet, mivel a zona azon részei, melyek a
g¢él melegebb részein (beliil) haladnak, azok gyorsabban vandorolnak a
hidegebb (kiils6¢) részeken valdé haladashoz képest. A nem egyforma
sebességgel haladas miatt a zondk gorbiilnek és atfedédhetnek a szomszédos
zondkkal. Nyitott edényekben a parolgds miatt a hordozo feliilete
dehidratalodhat és ezért az ionerdsség lokalisan megvaltozhat (emiatt kell
lefedni az edényeket). A viszkozitas is valtozik a hémérséklettel, nagyobb
homérsekleten a gélek lagyabbak és kisebb a surlodasi egyiitthato (foleg
agaroz géleknél).

A pufferelektrolit pH-janak dramai hatasa van az elvalasztasra. A
nukleotidok, nukleinsavak netté toltése mindig negativ, igy 4-10 pH-
tartomanyban a pH valtoztatasanak nincs 1ényeges hatasa az elvalasztasra.
Fehérjék esetében azonban a netto toltés pH-fliggd. Az izoelektromos pont
(pD) alatti pH értekeknél a fehérje pozitiv toltésti és ezért a katod felé fog
vandorolni. Mivel lehetséges, hogy két vagy tobb fehérje egyetlen zonaban
halad a gélben az azonos mozgékonysaguk miatt, a fehérjék elvalasztasat két
vagy tobb pH-n is érdemes elvégezni. Tisztasagvizsgalatok esetén egy
mintat mindig tobb, kiilonbozd pH-végzett elemzésnek kell kitenni.

A puffer ionerésségének is van hatisa az elérhetd elvalasztisra. A toltott
részecskék feliileti csoportjai és a pufferionok kozotti kdlcsonhatasok ionos
kornyezetet alakitanak ki a t61tott makromolekula kozelében. Az ionerdsség
mind a nettd toltésre, mind a mozgékonysagra hatassal van. Altalanos
szabaly az elektroforézisnél, hogy a pufferelektrolit ionerdsségét alacsonyan
kell tartani, hogy minimalizalni lehessen az ellenion-hatasokat.
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3.2 Elektromos térero

Az elektromos térer0 valtozasa a gélben javitja a lassan mozgo
komponensek elvalasztasat. A standard eljarassal készitett gélek esetén az
elektromos téreré nagysaga (fesziiltség/ tavolsag) allando a gél teljes
hosszaban, ekkor a nagy mozgékonysagii komponensek jol elvalaszthatok,
de a lasstubb részecskék egy diffuz zénaban csoportosulnak, alig hagyjak el
a kiindulési pontot. Ezt a kiinduldsi ponthoz kozeli gyenge felbontast lehet
javitani térerd-gradiens alkalmazasdval a gélben: az alkalmazott nagyobb
térerd a kiinduldshoz kozel ndveli a lassubb részecskék sebességét. A 13.
abra hasonlitja Ossze a fesziiltség-tavolsag profilokat linedris és gradiens
gélekben.

Ilyen gradienseket lehet kialakitani ¢k-alaku gélekben, vagy ionerdsség
gradiens alkalmazéasaval. Az ¢ék-alaka gélekben az ellenalldis ndé a
keresztmetszet csokkenésével, igy a gél a kiindulasi pontnal vékonyabb, és a
komponensek a vastagabb vég felé mozognak. Ezeket a géleket megdontott
formaban oOntik ki. Az ionerdsség gradiens tartalmazd géleket
poliakrilamidb6l Ontik ionerdsség gradienst biztositasa soran. A gélek hig
pufferes végénél, a komponensek kiindulasi helyénél nagyobb az ellenallas,
igy a minta a kisebb ellendllast vég fel¢ halad. A 14. dbran az egyik DNS
szekvenald reakcidval (T-reakcid) elért elvalasztdsok Osszehasonlitdsa
lathato lineéris, ¢€k-alaki és 1onerdsség gradienst tartalmazd 6%

poliakrilamid-gél alkalmazasa esetén.
(a)

U az ellendllas a gélben

konstans

)
nagy ellenallas a
“~ kiindulashoz kozel

(nagy AU/d)

d
13. abra Fesziiltség-tavolsag profilok linearis (a,) €s gradiens (b,) gélekben.
Az Ohm toérvénybdl kovetkezden, allandd dramerdsségnél a fesziiltség
valtozasai a gélek ellenallasi tulajdonsagat tiikrozi.
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14. abra. Gélelektroforetikus elvalasztasok 0sszehasonlitas 1athato linearis
(a,), €k-alaku (b,) és ionerdsség gradienst (c,) tartalmazo gélek alkalmazésa
esetén. (minta: M 13 mp8 DNS szekvenalo kisérletei (T-reakcid). Gél: 6%-0S
poliakrilamid, 40 cm hosszt. Ek-alaki gél: 0.35-0.05 mm. Ionerésség-
gradiens: 0.05-0.50 M trisz-puffer.)

4. FEHERJEK ES NUKLEINSAVAK DETEKTALASA AZ
ELEKTROFORETIKUS ELVALASZTAST KOVETOEN

Egy elektroforetikus elvalasztast kovetden sokszor csupan a markerfesték
zondja lathaté szabad szemmel. Az elvélasztott fehérjék és nukleinsavak
detektaldsa az elvalasztdsi mintazat utdlagos kezelését, megjelenitését
kivanja meg. Ez a kezelés torténhet kozvetleniil a gélen, vagy hasznalhatunk
blotting (,,atitatdsos”) technikat, melynél a teljes elvalasztasi mintdzatot egy
vékony membranra viszik at. Az optimalis detektalasi modszer kivalasztasa
attol fligg mekkora az elvalasztott zonaban levé komponens koncentracioja
¢és hogy sziikség van-e a tiszta komponsek kinyerésére.
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4.1 Szinezékek és festékek

A leggyakrabban alkalmazott megjelenitési eljaras a teljes gél megszinezése
olyan komponensekkel, melyek nem-szelektiven kotédnek a fehérjékhez,
vagy a nukleinsavakhoz. A fehérjék elvalasztasara szolgald géleket kiveszik
az elektroforézis kadbol és rogzitik a zdéndkat 10% triklorecetsavba
meritéssel (a fehérjék kicsapddnak, igy a diffuzidos zonakiszélesedés
megszlnik ¢és a fehérje nem oldodik ki a szinezd oldatba). A gélt ezutan
ledblitik €és belemeritik a szinezd anyag 0.1-0.2 %-os oldataba, igy a szinezd
a gél teljes egészében elnyelddik. Az elszintelenitd oblitést kovetden csak
ott marad meg a festék, ahol a szinezOanyag a fehérjével reagalt (15. abra).
Hasonl6 eljarast hasznalnak a nukleinsavak detektaldsanal is. Az 1. tablazat
foglalja Gssze a fehérjék, glikoproteinek ¢és nukleinsavak festéséhez
hasznalatos anyagokat.

1. tablazat Festékek gélelektroforézishez

Festék Abszorpcios Alkalmazasi kor
max. (nm)

Amidofekete (10B) 620 fehérjék

Coomassie brilliant kék (R-250) 590 fehérjék (10x érzékenyebb az
amidofeketénél)

Uniblue A fehérjék

Metilénkék 665 RNA

Metilzold 635 nativ  DNS, neutralis és savas
marker

Fast Green FCF 610 fehérjék

Pyronin Y 510 RNS, savas marker

Bromfenolkék 595 neutralis és bazikus marker

Bromkrezolzold marker agarozgélnél DNS-hez

Toluidinkék O 620 RNS

Etidium bromid DNS fluorimetrias detektalasahoz

Az eziistfestési eljaras 100x érzékenyebb fehérjékre, mint a Coomassie kék,
¢és 4x érzékenyebb a nukleinsavakra, mint az etidium-bromid. Ez a festés
azon alapul, hogy a fehérjék tiol-, tirozin- és amino-fukcidscsoportjai, illetve
a DNS purinbazisai redukaljak az eziistionokat. A gélben kivald fémeziist
tartosan festi meg a fehérje-nukleinsav zondkat, mig a puffer és a gél
anyagai nem redukaljak az eziistionokat, igy a hattér elszinezddése
minimalis. A 16. abrdn hasonlithatjuk 6ssze a Coomassie kékkel és az
eziisttel megfestett azonos géleket.
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Festést kovetden a gélek fényképezhetok UV vagy lathatofényben, hogy
kvalitativ informéciokat szerezhessiink a zondk szamarol és helyzetérol.
Kvantitativ informacidk kinyeréséhez pasztazd denzitométerre van sziikség,
mely méri a gélen athalad6 fény intenzitasat.

A denzitometrids szkenneléssel lehet a csicsok pozicidit (migracios
tavolsag) pontosan megtaldlni és a komponensek relativ koncentracioit
meghatarozni a cstcsalatti teriiletek integralasaval (17. dbra). A modern
denzitométerek ezeket a miiveletet mar automatikusan végzik. Kvantitativ
elemzésnél a gélek talterhelését keriilni kell, mivel a nagyon koncentralt
mintazondk megfestddése nem lesz ardnyos, ezért a mintakoncentracidkat
alulbecsiiljiik.

15. abra SDS-PAGE g¢l elektroforetikus futtatast kovetden (Coomassie kék
festést alkalmazva)
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16. abra Coomassie kékkel (1-3 sor) és eziisttel (4-6 sor) festett, azonos
poliakrilamid-gélek dsszehasonlitasa. (A kezdeti mintakoncentraciok az 1,
és 4; a2, és 5; illetve a 3, és 6, mintak k6zott azonosak)



(b) 5

17. abra Festett elektroforézis gél denzitometrias diagramja

4.2 Enzimek detektalasa szubsztratjaikkal

Az enzimek aktivitas-festéssel torténd detektalasa nagyon fontos az
elvalasztott enzimek kozvetlen detektalhatosaga miatt, de a nem katalitikus
fehérjék is detektalhatok igy, ha a meghatarozando fehérjét enzimmel jelolt
antitesttel festik. A katalitikus aktivitas detektalaskor kicsi a hattérjel és egy
nagyon komplex mintaban jelenlevd komponens nagy biztonsagu
azonositasa valik lehetévé. Az elektroforetikus elvalasztast kovetden a gélt
eltavolitjdk a berendezésbdl és minimalis térfogatli szubsztrat-oldatba
meritik. Az enzimet tartalmazdé zoéndkban az enzim a szubsztrattal szines
termeéket képez.
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4.3 A Southern blot eljaras

A Southern blot egy olyan eljaras, aminek segitségével az adott DNS
mintdbdl specifikus DNS szakaszok kimutatasa valik lehetdvé. A Southern
blot technika soran az agaroz gélelektroforézis a DNS szakaszok
elvalasztasat teszi lehet6vé, majd a méret szerint elvalasztott szakaszok
nitrocelluléz filterre keriilnek at, ahol az adott DNS szakaszra specifikus
probakkal jelolik meg Oket. A technika kitalalja (Edwin Southern) utdn
kapta nevét, és elvilk miatt a tovabbi blot mechanizmusokat is hasonld
modon nevezték el (western blot, northern blot, northwestern blot), viszont
ezekben az esetekben a kimutatandé molekula fehérje vagy RNS.

A blottolési eljarasra a gélt a 18. abran bemutatott eszkdzbe teszik at az
elektroforetizald kadbol.

Az eljaras 1épései:

1. A nagyobb (akéar genomi méretil) DNS-t kisebb szakaszokra hasitjak
restrikcids endonukleazok segitségével.

2. A A DNS-t ezutan denaturaljdk NaOH segitségével, melynek
kovetkeztében a DNS két szala elvalik egymdéstol. A DNS
denaturalasa fontos a kés6bbi membranhoz valdo kotddés és a
probakhoz vald kapcsolodas miatt.

3. Nitrocelluloz vagy nylon membrant helyeznek a gél tetejére, amire
tobb rétegben papirtordlkozo keriil. A kapillarishatas miatt a mintak
felfelé mozdulnak el, kikdtddnek a membranra, megdrizve a gélbeli
egymashoz viszonyitott helyzetiiket. Ez a folyamat kb. 12 6raig tart.

4. Aztan nitrocellul6z membran esetében szaraz hokezelés (60-100°C),
nylonmembran esetében UV kezelés kovetkezik, ekkor torténik meg
a DNS-membran kovalens keresztkotése.

sziir6papir nehezék nitrocellul6z
\‘ [ : membran
——— gél puffer: pH=7,0
A I'J*Qx*—rl 1.5 M NaCl
k 0.3 M citrat
platform

18. abra A Southern blot készulék
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4.4 A Northern blot eljaras

A Northern blot eljarast arra hazsnaljak, hogy a RNS-t az agar6zgélbdl a
nitrocellul6z membranra vigyék at. Az eljaras nagyon hasonld a Southern
blottolasnal leirtakhoz, kivéve, hogy a denaturalast NaOH helyett
formaldehiddel végzik, mivel a NAOH hidrolizalna az RNS a 2’-hidroxil
helyzetben. A formaldehid denaturalé jellege miatt felbomlanak az RNS
masodlagos kotései, igy kinyujtott alakban, méretiiknek megfeleléen
vandorolnak a gélben. Az RNS-t 80°C-ra kell melegiteni, hogy erdsen
megkotddjenek a membranhoz.

4.5 A Western blot eljaras

Ez az eljaras elvében hasonlé a Southern és Northern blot eljarasokhoz, de
ezt a gélben levé fehérjéknek nitrocelluloz membranra vald atviteléhez
fejlesztették ki. A membrannak fehérje kot részei vannak, melyek nem
specifikusak, minden fehérjét azonos valosziniséggel kotnek. A kotés
elsdsorban hidrofob kolcsonhatasokon alapul. Kb. 10x-es atviteli sebesség
novekedést lehet elérni, ha elektroforetikus technikéval gyorsitjak a
folyamatot (lasd 19. abra). Az elektroforetikus eljards miatt nem csak
gyorsabb lesz az atvitel, de minimalis marad a diffuzids zonakiszélesedés.



Nitrocelluloz
membran

L Szivacsok

Mlanyag
befogo

~ Gumigyari

19. abra A Western blot késziilék

4.6 A DNS fragmentek detektadlasa a membranon DNS
probakkal

A DNS (hibridizacids) proba egy olyan specifikus szekvenciaval rendelkez6
DNS molekula (oligo- vagy polinukleotid), mely a vizsgalni kivant
szakasszal komplementer. A proba jelolve van (radioaktiv izotoppal vagy
fluoreszcensen, esetleg szines festékkel), hogy a préba bekdtési helye
lathatova valjon. Egyes esetekben, a hibridizacids probat RNS-bol készitik.
A proba hibridizécidja a target nukleinsavval a nitrocellul6z membranon A-
T és G-C kozotti hidrogénkotéseken keresztiil torténik. Ez a kdlcsonhatas
viszonylag gyenge, mivel csak két (A-T) vagy harom (G-C) hidrogénkotés
alakul ki. Ha azonban a hibridizaci6 nagy szamu (>5), egymast kovetd
bazisparokon keresztiil torténik, a folyamat szobahdémérsékleten exoterm.
Az oligonukleotid szekvencia €és a DNS proba hossza meghatirozza a target
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részecske detektalasanak szelektivitasat. Példaul elméletileg (statisztikailag)
egy 17 bazisparbdl allo6 probat hasznalhatunk arra, hogy egy hatmilliard
bazisparbol allo DNS szekvencia (mint a humén genom) egyetlen, egyedi
szegmensét lokalizaljuk. A membranon valo hibridizaciét heteroduplex
(kétszalas DNS, melyben mindkét szal mas-mas DNS molekuldbol
szarmazik) kialakitasahoz hasznaljak (20. 4bra).

vizsgalt DNS

R

A-T-G-C-T-G-A-C-T-A-T-G-C
C-G-A-C-T-G-A-T

jelélt préba
20. abra Heteroduplex a target DNS és egy jelolt DNS proba kozott

A heteroduplexek kis ioner6sségnél, vagy magas homérsékleten
disszocialhatok. Azt a hdmérsékletet, ahol a kettds szal - egyes szal atmenet
megtorténik, szétvalasi/kapcsolddasi hémérsékletnek (T, melting point)
hivjak. Nagy G + C tartalomnal a Tp, érték nagy, mivel nagyobb szamban
vannak jelen hidrogénkdtések a heteroduplexben.

A DNS probakat meg lehet jeldlni izotopatomokkal, fluorofor funkcios-
csoportokkal vagy olyan oldallancokkal, melyekhez enzimek kapcsolodnak,
igy detektalhatokkd valnak a keresett szekvenciat tartalmazé zondk az
elvalasztasi mintdzaton. A DNS probdhoz kapcsolt jel616 nem szabad, hogy
zavarja a proba és a target szekvencia kozotti hidrogénkotést. A
hibridizaciods 1épés azzal torténik meg, hogy a nitrocellul6z membrant DNS
probat nagy mennyiségben tartalmazo oldatba meritik €és a heteroduplex T,
hémeérséklete alatt inkubaljak. A probat késébb ledblitik és a membranon
megvizsgalhatok a jelolt részek.

A DNS probakat gyakran jelolik hasadas-athelyezéseses (nick-translation)
modszerrel, ahol 3 enzim aktivitasat kombinaljak, vagy biotin-avidinos
szarmazékképzéssel. A biotin 6nmaga ugyan nem jol detektalhatd
jeldldanyag, de irreverzibilis reakcioba vihetd avidin vagy sztreptavidin
fehérjekkel (K>10"% M), melyek viszont mar nagyon érzékenyen
detektalhatok, amennyiben ezek a fehérjék megfeleld enzimmel jeloltek €s
aktivitas festést alkalmaznak. Az 21. é&bra foglalja Ossze egy DNS
szekvencia-specifikus detektalasat.
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o [ @ agaréz-gél
lSouthern blot A zénak (nem lathatdak)
) (T T I | @ nitrocelluloz
lhlbl’ldlzaCIO biotinnal
kapcsolt DNS prébaval (B)
S R
inkubalas sztreptavidin
enzimmel (SE)
ol I ™ I|e®
lszubsztrat oldataba
merités
S} 11 | @

+ ot

szines savok jelennek meg
21. 4bra DNS szekvencia detektalasa elektroforetikus elvélasztasi
mintdzatban biotinnal kapcsolt DNS proba alkalmazéaséaval

5. GYORS, NAGYHATEKONYSAGU DNS SZEKVENALASI
MODSZEREK

A DNS szekvenalas az az eljaras, aminek soran meghatarozzak egy DNS-
szakasz nukleotidjainak bézissorrendjét. Erre a célra két technikat
hasznalnak. A Maxam-Gilbert-modszerben a DNS-t egy restrikcios
enzimmel hasitjak és a keletkezd kisebb fragmentumokat egyik végiikon
megjelolik 2p_t  tartalmazé foszfatcsoporttal. A fragmentumokat ezt
kovetden négy kiilonbozd reakcidsornak vetik ald; mindegyik specifikusan
egy meghatarozott bazisnal vagy bazisoknal hasitja el a DNS-t. Az igy nyert
még kisebb fragmentumokat elektroforézissel elvalasztjdk a lanchosszuk
szerint és autoradiografiaval azonositjak. A bazis- (nukleotid-) sorrendet a
gélben levo négy futtatds mindegyikében a savok helyzetébdl kovetkeztetik
Ki.
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A Sanger-féle modszerben (didezoxi-moédszer) egy 1) DNS-szalat
szintetizdlnak a szekvenalanddé génbdl szarmazd egyszalu templatot
hasznalva. Az 10j szal szintézise a négy bazis kozil akarmelyiknél
megallithatd, ha a dezoxi-ribonukleozid-trifoszfatok megfelelé didezoxi-
(dd) szarmazékat adjak a rendszerhez (példaul a ddATP-t adva a
rendszerhez a szintézis egy adenozinnal befejez6dik, a ddGTP-t adva egy
guanozinnadl ér véget az uj DNS-szal szintézise). A folyamat sok tekintetben
hasonl6 a PCR (polimeraz lancreakcio) eljarasokhoz, de a DNS
szekvenalasandl a komplementer szal felépitéséhez sziikséges négyfajta
nukleotid mellett kis mennyiségben (5%-ban) az egyes nukleotidok olyan
valtozatat adjak, melynél a 3° hidroxi-csoport helyett hidrogén talalhato
(didezoxi-nukleotidok). Igy aztan amikor a DNS lancot épité polimeraz
példaul egy T-t lat, akkor a komplementer A-t épiti be a lancba ¢és a
hibridizacioés folyamat folytatodik. Azonban 5%-ban a didezoxi-A-t épiti be,
de ezt kovetéen a polimerdz képtelen a lancépités folytatdsara
(természetesen ugyanez torténik a tobbi nukleotid esetén is). Mivel a DNS
templatrol tobb millionyi masolat késziil, nagy valdsziniiséggel minden
lehetséges hosszsagt fragment képzodik A-, C-, G- vagy T-didezoxi
csoportokkal a végiikon. Ezeket a lancokat valasztjdk szét méretiik
(nukleotidok szdma) szerint gélelektroforézissel. Mivel a didezoxi
nukleotidok fluoreszcens festékkel vannak megjelolve (a négy kiilonbozd
nukleotid 4 kiilonb6z0 ,,szinnel”), konnyen beazonosithatok. Példaul a jelolt
A nukelotidok a a gélen a kovetkezd zonakat adjak:

CTAAGCAGGAATA

CTAAGCAGGAA
CTAAGCAGGA

CTAAGCA

A rovidebb fragmentek gyorsabban vandorolnak a gélben. Alulrél szamolva
az 1. és 2. fragment kozott ketté nem A végzddésii fragment taldlhatd (nem
lathat6). Ha a 4 lehetséges kiilonb6z6 végl fragmentet kiilonb6z6 szinekkel
jeloljiik, akkor kaphatjuk meg a kovetkezd mintazatot:
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T CTAAGCAGGAATA
S — CTAAGCAGGAAT
e —— CTAAGCAGGAA

[ S—

CTAAGCAGGA
CTAAGCAGG

ESNNNNNNNN
SRR CTAAGCAG
< | CTAAGCA

Az adott elektroforetikus mérés alapjan a szekvencia CTTAGCAGGAATA
(a vastag betlik jelzik az igy meghatarozott tagokat). Mas meghatarozott
fragmentekkel torténd atfedéseket figyelembe véve, ha példaul két
fragmens:

CTTAGCAGGAATA
CTTAGCTAGGCCT

A TA bazisok atfedését felismerve a szekvencia AGGAATAGGCCT. A
gyakorlati elemzéseknél a fragmentek joval hosszabbak.

A gélelektroforetikus elvalasztasokat és meghatarozasokat automata DNS
szekvenald berendezésekkel végzik. Sokszor akar 96 mintat futtatnak
egyszerre a gélben (22. dbra). UV lézerrel szkennelve a savokat, a késziilék
detektalja az egyes nukleotidoktdl szarmazé fluoreszcens sugarzast (a négy
kiilonboz6 zaronukleotid emisszios hulldmhossza kiilonbozo).

Mivel mindenegyes fragment detektalhatd (elészor a legkisebb majd az
egyre nagyobb fragmentek jelennek meg). Az 23. dbran lathat6 egy olyan
elektroferogram részlete, melyet egyetlen minta elemzésével kapott
savszerkezet szkennelésével kaptak. A késziilék szoftvere az egyes
komponens-zonak szinét felismerve a megfeleld nukleotid jelét a zénanak
megfeleld csucshoz rendeli. Az abran a teljes elektroferogram viszonylag
kis részlete lathato, tipikusan tobb szdz (akar 700) nukleotid hatarozhato
meg egyetlen mintdban. Ma mar a teljesen automatizalt DNS
szekvenalasokat egyre gyakrabban kapillaris gélelektroforézissel (CGE)
végzik.



900 bp

22. abra DNS fragmentumok nagyhatékonysagu gélelektroforetikus
elvalasztasa. A 96 fliggbleges savban a kiilonb6z6é mintdk méretiik
(hosszusaguk) szerint valnak el. Minden egyes zona 4 valamelyik szinben
latszik, a szin meghatarozza a zarobazist.
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TGATTCATC

R

DNS fragmentek
vandorlasa

5 minta/puffer 5 puffer

fluoreszcens detektor

23. abra DNS szekvenalo berendezés kapillaris gélelektroforézis
alkalmazaséaval (felsd abra). Elvélasztott zonék elektroferogramja (alsé
abra). Az egyes (négy szin valamelyikével jeldlt) csucsok egy-egy
zaronukleotidnak felelnek meg.
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A HUMAN GENOM PROJEKT (KIEGESZITES)

A Humén Genome Projektet 1990-ben inditotta el egy 20 kutatocsoportbol
allé6 nemzetkdzi konzorcium (USA, UK, Franciaorszag, Németorszag, Japan
¢és Kina), melyet els6sorban az amerikai National Institutes of Health (NIH)
tamogatott. Ennek a nagy nemzetk6zi programnak végsé célja, hogy az
emberi kromoszomakon levé kozel 100.000 gén pontos helyzetét megadjak,
tovabba hogy meghatarozzak a teljes emberi DNS génszekvenciat is, amely
kb. harommilliard bazisparbol all.

Eredetileg ugy tervezték, hogy a teljes emberi genom feltarasa 2003-ra fog
befejezddni. A konzorcium laboratériumai egyszerre a genom egyetlen kis
részleteit elemezték, nagyon modszeresen, klonrdl klonra (clone-by-clone
technique) végezték a szekvendlast. 1998-ban megjelent egy magéan
cégesoport, a Celera Genomes Group (alapitdja Craig Venter, kordbban
kutaté a NIH-nél), amely bejelentette, hogy 6k is elinditjdk azonos célu
projektjiiket, de 6k (annak ellenére, hogy késdbb inditottdk munkdjukat) 3
évvel hamarabb befejezik a projektet. Ez a csoport 13 akadémiai, non-profit
¢és ipari kutatocsoport Osszefogasaval alakult meg. 1999 szeptemberében
kezdték meg a munkat és 2000 oktoberére készen voltak a munka
nagyrészével. Hogyan tudtdk ezt véghez vinni? Harom dolognak
kodszonhetden.

1. Felhasznaltdk az akkorra az 4allami konzorcium 4&ltal mar
Osszegyljtott oridsi adatmennyiséget (teljesen nyitott és ingyenes
adatbazis).

2. A szekvenalasnak egy gyoOkeresen U modszerét, az un. shotgun
(sorétespuska) technikat kezdték el alkalmazni. Mig a ,,shotgun”
modszer lényegében azt jelenti, hogy egy konyv tobb példanyat
darabokra tépjik és aztan igyeksziink Ujra Osszerendezni egy
példanyt mondatr6l mondatra haladva, addig a ,klonrol klonra”
modszernél eldszor egy konyvet tobb fejezetre bontanak szét (ismert
sorrendben), és azutan tépik szét darabokra, majd rendezik 6ssze Gjra
a megfeleld fejezetté. A legtobb kutaté akkoriban gy gondolta,
hogy a shotgun modszer nem alkalmazhatdé a nagyméretli human
genom esetén (kisebb eldlények genomjaira kordbban mar
alkalmaztdk), mivel til nehéz lenne a megfejtett részletek
Osszerendezése. A Celera nagyteljesitOképeségli szamitogépei
azonban a bazis szekvenciak 510™ darab 6sszehasonlitasat kovetden
megadtak a 3:10° bazis hosszlisagh human genom 99.9%-4t
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3. Egy 1j, gyors, automatizdlt analitikai modszert kezdtek el
alkalmazni: a hagyoményos gélelektroforézis helyett a kapillaris
gélelektroforézist, amit a cég egyik leanyvallalata gyartott (Applied
Biosystem, ABI 3700 modell) (24. ébra).

A humén genom felderitésekor az egyik legmeglepdbb felismerés az volt,
hogy csupan 30-35 ezer géniink van, mely részt vesz a fehérjék
eldallitdsaban, amely a genomnak csupan 1 %-a (nagyjabol 80-100 ezer gén
meglétét feltételezték korabban). A genom joérésze ugyanis nem-kodold,
nagyban ismétlddd szakaszokbol all.
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ELLENORZO KERDESEK A GYAKORLATRA VALO

FELKESZULESHEZ
1. Az elektroforézis 3 alapvetd modszere.
2. Jellemezze tomoren az elektroforézis.
3. Hogyan készitik a poliakrilamid-géleket? Milyen elrendezésekben

o gk

alkalmazhatok?

Ismertesse részletesen a diszk PAGE maddszert.

Az SDS-PAGE eljaras elve és alkalmazasi kore.

Milyen hatdsa van a hoémérsékletnek, pH-nak, ionerdsségnek,
térerdnek a gélelektroforetikus elvalasztasra?

Hogyan torténik a fehérjék és nukleinsavak detektalasa az
elektroforetikus elvalasztast kdvetden?

Blottolasi eljarasok fobb jellemzoi.

Nagyhatékonysagu DNS szekvenaldsi modszerek.
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LABORATORIUMI GYAKORLATOK

a, Fehérjék meghatarozasa SDS-PAGE mddszerrel

Torzsoldatok a poliakrilamid-gélhez (a gvakorlaton készen kapjak):

— akrilamid torzsoldat (30.0 g akrilamid, 0.8 g metilén biszakrilamid,
100 mL deszt.viz, tarolas 4°C-on)

— elvalasztogél puffere (1.5 M Tris-HCI, pH: 8.8) (18.15 g Tris, 100
mL deszt.viz, pH beallitasa 1 M sosavval, tarolas 4°C-on)

— 20% SDS (Na-dodecilszulfat) (20 g SDS, 100 mL deszt.viz, tarolas
szobahdmérsékleten)

— 10% APS (ammonium perszulfat) (1 g ammoénium perszulfat, 10 mL
deszt.viz, 300 [1L-enként szétosztva Eppendorf csovekben, tarolas -
20°C-on)

1, A két (a késziilékben Osszeillesztendd, a gélt tartd) iiveglap megfeleld
feliiletének alkoholos tisztitasa, szaritasa.

2, A késziilék dsszeszerelése (iiveglapok behelyezése a futtatddllvanyba. Az
iiveglapoknak ,,szinelni” kell a miianyagkerettel!! Csavarok meghtzasat
kovetden, a keretbe behelyezésnél ellendrizni kell az tiveglapok szinelését.)
3, A f6zOpoharba mérje be az alabbi tablazatban szerepld oldatokat a
megfeleld sorrendben

Elvalasztogél készitése 1 db 10 x 10 cm-es 1 mm vastagsagn
gélrendszerhez:

AA konc. % 5% 7.5% 10% 12% 15% 17.5%
deszt.viz 4.4 mL 3.8mL 3.1mL 26mL |19 mL 1.2mL
akrilamid oldat 1.2mL 1.9mL 2.5mL 3mL 3.8 mL 4.4 mL
elvalasztogél 1.9mL 1.9 mL 1.9 mL 1.9mL 1.9mL 1.9mL
puffer
SDS 38 uL 38 uL 38 uL 38 uL 38 uL 38 uL
tetrametiléndiamin 8 uL 8 uL 8 uL 8 uL 8 uL 8 uL
(cc. TEMED)

APS 75 uL 75 uL 75 puL 75 ulL 75 uL 75 uL
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4, Az elkészitett géloldatot 4-5 percen belil (az APS hozzdadast
kovetden!!!) bele kell juttani a gélagyba (liveglapok kozé). Nyomjak a
milanyag fésiit a gélbe iitkozésig.

5, Készitse el az elemzend6 mintaoldatokat.

A mintdk elokészitése soran ugy kell eljarni, hogy a gélbe juttatott 20 [IL
térfogati minta ne tartalmazzon 25 []g-nal tobb fehérjét.

Minta:

Mintak: 1, fehérjelétra (gyakorlatvezetd viszi fel a gélre), 2. trombin, 3,
albumin, 4, proteinaz K, 5. 100x higitast tehéntej, 6, nyalminta 1. (5x
higitasu), 7, nyalminta 2. (5x higitasu), 8. vérszérum (1000x higitast), 9,
fehérjelétra (gyakorlatvezetd viszi fel a gélre)

(tej 100x-os, illetve a nyal 5x-0s higitasat Eppendorf-csovekbe, 1 mL
végtérfogatra készitsék. A szérum mintat mar 1000x-re higitva megkapjak.)
Az elemzend6 fehérjemintékat a mintapufferrel kell elegyiteni 1:1 aranyban.
(A mintapuffer Osszetétele: 0.125 M tris-HCI, pH: 6.8, 4% SDS, 5%
glicerin, 5% merkapto-etanol, 0.001% bromfenolkék). 20 [1L mintaoldathoz
tehat 20 [JL mintapuffert kell adni (Eppendorf-csdvekbe készitsék a
higitést), ebbdl pipettaznak majd ki 20 [1L-t a gél zsebeibe.

6, Készitsék el az 1000 mL futtatopuffert.

Futtatopuffer torzsoldat (30.29 g Tris, 144.13 g glicin, 1000 mL deszt.viz,
pH: 8.3): Az elvélasztashoz a puffert 10x-re higitjuk és annyi 20% SDS-t
adunk hozza, hogy az SDS koncentracioja 0.1% legyen.

Ennek megfeleléen az 1000 mL futtatopuffert ugy készitse el egy
f6zépoharba, hogy 100 mL futtatopuffer térzsoldathoz 5 mL 20 % SDS
oldatot ad, és kiegésziti 1000 mL-re desztillalt vizzel.

7, Tavolitsak el a féshit a gélbdl, és tegyéka gélt a késziilékbe, toltsék fel a
futtatopufterrel. Pipettazzak be a 20 [1L mintakat a mintazsebekbe.

8, Tegyék helyére a késziilék fedodlapjat, csatlakoztassak az elektrodokat. A
tapegységen allitsunk be 30 mA-t és inditsa el az elektroforézist. Ha a
marker 1 cm hijan eléri a gél aljat, kapcsoljuk ki a tapegységet (kb. 1 ora).

9. A késziilékbdl kivett gélt Coomassie kék festékkel kezelik
Festdoldat (460 mL etanol (96%), 80 mL ecetsav (96%), 460 mL deszt.viz,
2 g Coomassie Blue R250). A gélt milanyag edénybe helyezziik és annyi
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festoldatot Ontlink ra, ami teljesen ellepi. A festés ideje, az oldat
folyamatos mozgatdsa mellett 15 perc. A festés befejeztével az oldatot a
taroloedénybe visszaodntjiik (4jra felhasznalhato).

10. A megfestett gélre szintelenitd oldatot Ontiink.

Szintelenitd oldat (50 mL etanol (96%), 75 mL ecetsav (96%), 875 mL
deszt.viz): a gélre annyi szintelenitd oldatot ontiink ra, ami teljesen ellepi. A
szintelenités ideje tobb oOra. A szintelenités befejeztével az oldatot
hulladékgytijtd edénybe gyljtjiik. Sziikség esetén 1-2-szer cseréljik a
szintelenité oldatot a gélen. Amennyiben a gyakorlat végére nem
szintelenedett el annyira a gél, hogy jol lathatoak legyenek a zondk,
kovetkez6 munkanap reggelén kell megvizsgalni. A gélrdl digitalis
fényképezdvel készitett képet kiértékeld szoftverrel kell feldolgozni.
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b, DNS fragmentek meghatarozasa agarozgél elektroforézissel

Sziikséges vegyszerek:

agarQz,

tris (trisz-(hidroximetil)-aminometan), borsav, EDTA, jégecet, glicin
bromfenolkék, xilén-cianid, Gelstar festék

DNS létra

TBE (Tris-Borat-EDTA) puffer torzsoldat:

108 g tris

55 g borsav

40 ml 0,5 M-0s EDTA

1000 ml-re desztillalt vizzel kiegészitve

Fontos, hogy a puffer pH-ja 8 legyen.

(TBE puffer helyett hasznalhatunk TAE (Tris-Ecetsav-EDTA) puffert is:
242 g tris, 57,1 ml jégecet, 100 ml 0,5 M-os EDTA 1000 ml-re desztillalt
vizzel kiegészitve)

Mintapuffer:

50 % glicerin, 0,25 % bromfenolkék, 0,25 % xilén-cianid 10x-es higitasu
TBE pufferben

(pl. 5.000 mL glicerin, 5.000 mL 10xhigitasi TBE puffer, 0.025 mg
bréomfemolkék, 0.025 mg xilén-cianid)

Gyakorlat leirasa:
1, Szereljiik 6ssze a gélt tarto talkat.

2, Agardz gél készitése:

a, 0,8 g agardzt 100 ml 10x higitasu TBE pufferben oldjuk fel. Az agaréz
melegitéssel oldodik, az oldatot enyhén forralni kell! Amikor az oldat kihiil,
az agar6z megpolimerizal, és szilardda valik. A gyakorlaton készen kapjak
az eldzetesen felmelegitett, még folyékony 0,8 %-o0s agardz oldatot.

b, A gélagyhoz 25 ml térfogata 0,8 %-os agardz oldat sziikséges, ezt a
mennyiséget egy f6zOpoharba ontjiik ki. Megvarjuk amig a forré gél lehiil
kb 40°C-ra, és beletesziink 2,5 pl Gelstar festéket. (A festék mérgezd! A
festék hozzakotddik a DNS-hez és UV fényben fluoreszkal.)

¢, Ezutan az oldatot beledntjiik az elokészitett talkaba, beleallitjuk a fésiit, és
varjuk, hogy megpolimerizaljon (kb. fél 6ra). Amikor a gél megkeményedett
elébb az oldals6 gumitartokat, majd a fésiit tavolitjuk el.
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3, A gélt a talkaval egyiitt a futtatokadba helyezziik és jelig felontjiik
sziikséges mennyiségii (400 ml) futtatopufferrel. (A futtatépuffer ugyanaz,
mint ami a gélben van.) A futtatopuffer 10x-es higitasi TBE puffer, amely
higitassal késziil TBE puffer torzsoldatbol. (40 ml TBE puffer torzsoldat
400 ml-re kiegészitve desztillalt vizzel).

4, Mintaelokészités: 1. minta: 1 pl DNS létra + 4 pl mintapuffer
keverékébdl, 2. minta: 0,5 pul DNS Iétra + 4 pl mintapuffer keverékébol, 3.
minta: 1 ul DNS [étra, 2 pl mintapuffer, 5 pl 10x higitasi TBE puffer
keverékébdl all. A mintapuffer két kék festéket tartalmaz, amely nem festi
meg magat a DNS-t, de segiti az elektroforézis allasanak nyomon kdvetését
(pl. a xilén-cianid nagyjabol a 4000 bazispart fragmenttel egyiitt vandorol),
tovabba megkonnyitik a zsebek megtoltését.

5, Mintafelvitel: Pipettazunk 2 pl térfogati mintdkat a mintatart6 zsebekbe.

6, A késziilék feddlapjat tegyiik a helyére, csatlakoztassuk az elektrodokat.
A tapegységen a fesziiltséget allitsuk be 100 V-ra.

7, Bekapcsoljuk a tdpegységet ligyelve a polaritasra, a DNS a pozitiv sarkok
felé¢ vandorol. A mintakat 100 V fesziiltségen (kb 90 mA) kb. 1 o6rén at
futtatjuk, amikor a gyorsabbik marker frontja 1 cm hijan eléri a gélagy
veégét, kikapcsoljuk a tdpegységet.

8, A gélt tartd talkat kiemeljiik a futtatokadbol, Dark Reader késziiléken
savokat lathatova tessziik, lefotozzuk, kiértékelé szoftverrel (pl. CP-Atlas)
feldolgozzuk.
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AZ ELEKTROFEROGRAMOK,
KROMATOGRAMOK KIERTEKELESE

Sziikséges eldismeret:

= kapillaris elektroforézis (pl. Miiszeres analitika gyakorlat részeként),
vagy

* nagyhatékonysagli folyadékkromatografia (pl. Miszeres analitika
gyakorlat részeként), vagy

» gizkromatografia (pl. Miiszeres analitika gyakorlat részeként)

Ezen a gyakorlaton az elektroferogramok/kromatogramok kiértékelésének
legalapvetébb modszereinek, a kiillonbozd kiértékeld szoftverek mitkddési
elvének tanulmdnyozasara lesz lehetdség. Bar elsdsorban a kapillaris
elektroforézis (CE) modszerrel kapott elektroferogramok kiértékelésérol
lesz sz6, az itt szerepld fogalmak, modszerek, matematikai eljarasok
altalanosan hasznaltak mas elvalasztasi modszerek esetén is, és a kiilonbo6zo,
modern kromatografias modszerekkel (HPLC, SFC, GC stb.) nyert
kromatogramok kiértékelése is hasonloképpen torténik.

A gyakorlat anyaganak Osszeallitisakor a Chemstation 3D CE (Hewlett-
Packard) és az = Eurochrom 2000  (Knauer) szamitdgépes
elektroferogram/kromatogram kiértékel6 programok felépitését és miikodési
sajatossagait vettiik alapul.

Minden analitikai elvalasztasi eljards célja, hogy valaszt tudjunk adni a
kovetkezd kérdésekre:

1. Milyen 6sszetevOkbdl all a minta?

2. Milyen koncentracidban vannak jelen az dsszetevOk a mintaban?

Mig az elsé kérdés megvalaszoldsdval a mindségi (kvalitativ) analizis
foglalkozik, a masodik kérdésre a mennyiségi (kvantitativ) analizis ad
valaszt.

A CE-nél a mindségi analizis alapja az elektroferogramon talalhatd csticsok
azonositasa. Ez egy adott csucs migracios idejének vagy mozgékonysaganak
egy ismert vegyllet kisérletileg kapott megfeleld6 eredményeivel vald
Osszehasonlitdsdval torténhet. Ha ugyanazokat a migracios iddket, illetve
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mozgékonysagi adatokat kapjuk, akkor lehet, hogy a két vegyiilet azonos. A

csucsok nagy biztonsaggal vald azonositdsanak eljarasa az alabbi:

= Az injektalast megel6zden adjunk a mintdhoz a kérdéses vegyiiletbol.
Az elektroferogramon igy kapott csucsnak nagyobbnak kell lennie az
eredeti csticsnal, méghozza vall kialakulasa nélkiil.

» Hajtsuk végre az el6z6 eljarast mas elvalasztasi modszerekkel is (pl.:
micellaris elektrokinetikus kromatografia, HPLC). Ha nem kapunk mas
csticsokat, akkor a cstics azonositasat mar szinte biztosra vehetjiik.

»= Teljes bizonyossagal akkor azonosithatunk egy kérdéses csucsot, ha
kémiai szerkezeti informacidkat is nyeriink a vegyiiletrdl (pl.: CZE-MS
technikaval).

A cstcsoknak a migracios idejlik alapjan torténd Osszehasonlitasa allando
kisérleti koriilményeket feltételez. A miikodési paraméterek (pl.:
hémérséklet, a puffer pH-ja, puffer ionerdssége, stb.) kis mértékii
megvaltozasa is hatdssal lehet a részecskék mozgékonysagara, és igy
megbizhatatlannd valhat a cstics azonositasa.

A mennyiségi analizis a minta egy 0OsszetevOjének mennyiségérol vagy
koncentraciojarol ad informaciot az elektroferogram egy cslcsanak
magassaga, vagy terlilete alapjan. Mig a csicsmagassag kozvetleniil
leolvashaté az elektroferogramrdl, a cslcsteriilet meghatdrozasahoz egy
integraloegység (szamitogépes szoftver) sziikséges. Az anyag ismeretlen
mennyisége vagy cyx koncentricidja az ay csUcsteriilet és az ismert
szamolhat6 ki. Ehhez két f6 eljaras, a kiils6 standard és a belsd standard
modszerek ismeretesek. Mindkét modszer széles korben hasznélatos az
analitikai kémidban.

1. A CSUCSOK INTEGRALASA

Amikor egy elektroferogramot integralunk, a szoftver

= megkeresi az Osszes csucs kezdetét és végét, és azokat egy kis
fliggdleges vondssal jeloli meg,

* megkeresi az 0Osszes csUcs csucspontjat, vagyis meghatirozza a
migracios iddket,

* megszerkeszti az alapvonalat,

= kiszdmolja az egyes csucsok teriiletét.
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Az integralasi eljaras modjat integracios kiiszobértékek hatarozzak meg. A
két legfontosabb kiiszobérték a jelmagassagra és csucsszélességre
vonatkozik, melyeket az integralas elott meg kell adnunk.

1.1 A csucsok felismerése

A csucsok felismerésénél az integratoregység feltételezi, hogy a csucs elsd

pontja az alapvonalon van. Ahogy az integratoregység olvassa az adatokat,

folyamatosan un. mozgoatlagot szamol a cstcsszélességi kiiszobértéknek

megfeleld szakaszra. Ha a jel gorbiilete eléri a kiiszobértékként megadott

jelmagassagot, akkor ez egy csucs kezdetét jelenti. Miutdn a jel ismét a

kiiszobértékek ala esik, az integrator folytatja az adatok ,letapogatasat™ az

alapvonalon ujabb csucsokat keresve. Egy pozitiv cstics felismerésének

folyamata a kovetkezo:

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték alatt van: alapvonal kdvetése.

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték folott van: csucs lehetdsége.

A meredekség a kiiszobérték folott marad: csics azonositasa.

A gorbiilet negativva valik: eliils6 inflexids pont.

A meredekség negativva valik: csucspont azonositésa.

A gorbiilet pozitivva valik: hatso inflexios pont.

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték alatt van: a cslics végso

szakasza.

8. A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték alatt marad: a csuics vége, az
alapvonal kovetése.

NoabkowhE

1. dbra: Nevezetes pontok egy cstcs felismerésénél (A szdmok jelentését
lasd a szovegben.)
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A jelek csucspontjanak (csicsmagassag és migracios idé) meghatarozasakor
az integratoregység azt hasznalja ki, hogy ott a meredekség pozitiv értékrdl
negativra valt. Az integratoregység megkeresi a csucs legnagyobb
adatpontjat, majd a melette levd masikat, ¢és ezekre egy masodfoku
egyenlettel leirhatd gorbét illeszt. Az egyenletet megoldva kapjuk meg a
csucsmaximum értékét (1. abra).

Cstucsmaximum

2. 4dbra: A csucsmaximum meghatarozasa

Néha két cstics Osszeolvad, kozottik nincs alapvonal (3. é4bra). Egy
alapvonal-volgy (BV) és egy volgy-alapvonal (VB) cstcs esetén az
integratoregyseég a csucsokat ugy valasztja szét egymastol, hogy a két cstcs
kozotti volgypontbdl egy merdleges vonalat hiz az alapvonalig. Ezutan
megkeresi az elsd csucs elejét €s elkezdi az adatpontok gyiijtését mindaddig,
amig el nem éri a volgypontot, és ezt kdvetden mar a mdasodik csucs
adatpontjait gytijti tovabb.

Volgypont

/%

3. abra: Osszeolvadt cstucsok
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Akadnak olyan csucsok is melyek oldalan olyan kisebb cstics (vall)
talalhat6, melynek felbontasa a nagyobb csucstol nem lehetséges (4. abra).
Ilyenkor nem taldlunk a f&cstcs és a vall kozott volgyet abban az
értelemben, hogy a negativ meredekség nem valt at pozitivra. Az integrald
szoftverek mindig jelzik, ha egy cstcsnal vallat érzékeltek, ilyenkor

figyelemmel kell lenniink arra, hogy a fOcstcs teriilete tartalmazza a vall(ak)
tertiletét is.

Vallpont

4. abra: Vallal rendelkez6 cstucs

1.2 Az alapvonal megszerkesztése

A csucs felismerését kovetden az alapvonal megszerkesztését a cstiics végso
teriiletének meghatarozésa koveti. Az alapvonal megszerkesztésekor kovetni
kell az elektroforetikus jel futdsat (5. abra). Az integratoregység az
alapvonalat egyenes szakaszok sorozataként épiti fel, tulajdonképpen a
kovetkezd pontokat koti Gssze:

» az elektroforetikus mérés els6 pontja,

= afliggdleges vonasjelek (melyek egy csucs elejét és végét jelzik),

= az elektroforetikus mérés utolsé pontja.
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Minden egyes csucsot egy olyan altalanosan hasznalt kétbetlis koddal lehet
jellemezni, amely megadja hogyan lett az elektroforetikus alapvonal
megszerkesztve. A kod elsé betlije a csucs kezdeténél jellemzi az
alapvonalat, mig a masodik betii a cstcs végénél. A leggyakrabban hasznalt

Vonasjelek

L]

| Alapvonal

5. abra: Az alapvonal megszerkesztése

kodjelzések az alabbiak:

B

H

a csucs az elektroforetikus alapvonalon (Baseline) kezd6dik vagy végzédik
a csucs a horizontalis (Horisontal) alapvonalon kezdddik vagy végzédik
negativ (Negative) csucs

a csucs akkor kezd6dott vagy végz6dott, amikor az alapvonal besiillyedt
(Penetrate)

az integratoregység egy kifejezetten nagy csucsot talalt (,,oldoszercstcs”,

Solvent peak)

a csucs ott kezdddik vagy végzddik, ahol érintévonal (Tangent) lett
szerkesztve

a csucs egy volgypontnal (Valley point) kezdédik vagy végzdédik

a csucs integraldsa manudlisan (Manually) tortént
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Az integratoregység bizonyos esetekben modositja a megszerkesztett
alapvonalat. A médositasok a kovetkezd szabalyok szerint torténnek:

Ha egy csticsnal besiillyed az alapvonal (BP és PB), akkor az alapvonal
Is atmegy a csucs legalso pontjan (6. abra 1.).

Ha egy oldoszercsucs nem az alapvonalrdl indul, akkor az alapvonal
megszerkesztése ugy torténik, hogy az alapvonal utoljara detektalt
pontjabdl az olddszercsucs kezdetéhez horizontilisan huzunk egyenest
(6. abra 2.). (Az OSHB (Overflow Solvent Horisontal Baseline) jelolés
a detektor linedris tartoményan talérd olddszercsticsra utal.)

Ha egy csucs volgyben végzodik, de a volgyet kovetd cstics teriilete nem
éri el a beallitott kiiszobértéket, akkor az alapvonalat a alapvonal
kovetkezo valodi pontjaig vetitddik ki (6. abra 3.).

Az alapvonalhoz lassan visszatérd (tailing) csticsok esetén az
integraloegység meghatirozza azt az idot ami alatt a csucs eléri a
felmend, illetve lemend meredekségi kiiszobot, majd ennek az idének az
egynegyedét hozzaadja a csticsvégéhez (6. abra 4.)

Tl
BV A\AY -~
BP PB
BV BB BB
\ |
— UZ 3 4
1

6. dbra: Az alapvonal szerkesztésének modositasa

Az alapvonal siillyedésérdl (penetraciojarol) akkor beszélhetiink, ha a jel a
megszerkesztett elektroforetikus alapvonal ala esik. Ha valahol alapvonal-
stillyedés kovetkezik be, akkor azon a helyen alapvonalat ujra kell rajzolni.
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Alapvonal-
korrekcio elott

Alapvonal-korrekcié utan

7. abra: Alapvonal-siillyedés

Az oldoszercsucsok lefelé mend szakaszan taldlhatd cstcsokhoz huzott
érintd tekinthetd az adott cstics alapvonaldnak. Az integraldoegység oly
modon hliizza meg az érintdt, hogy a csucs eldtti volgypontot koti Gssze a
cstics utani érintéponttal, ahol a detektorjel meredeksége megegyezik az
érintd meredekségével (8. abra).

Erintési
pont

Volgypont

Erintd

8. dbra: Az olddszercsucson talalhat6 cstics alapvonalanak meghtuizasa
érintdmodszerrel
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1.3 A csucsteriilet meghatarozasa

A csucsok integralasakor az utolso 1épés a csucs teriiletének meghatarozasa.
= Az alapvonal-alapvonal (BB) cstcsok teriilete a vonasjelek kozotti
alapvonalszakasz feletti teriilettel egyezik meg (9. dbra).

)

9. abra: Alapvonal-alapvonal (BB) csticsok teriiletének neghatarozasa

= A volgy-volgy (VV) csticsok esetén a volgypontokbdl az alapvonalig
huzott merdlegesek és az alapvonal altal behatarolt rész teriiletét kell
meghatarozni (10. abra).

——
>
—

10. &bra: Volgy-volgy (VV) csucsok teriiletének meghatarozasa

» Oldalcsticsok (T) esetén a teriilet az érintd segitségével ujrarajzolt
alapvonal feletti rész teriiletével egyezik meg (11. abra).
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= Az oldoszercsucsok teriilete az alapvonalnak a cstcs el6tti utolso, valodi
pontjanak horizontalis meghosszabbitasaval kapott alapvonal feletti, és
az oldalcsucshoz huzott érint6 alatti teriiletnek felel meg (11. abra).

Oldoszercsucs

Oldalcsacs

11. dbra: Az olddszer- és oldalcstcs teriiletének meghatarozasa

1.4 Integracioés paraméterek

A négy leggyakrabban alkalmazott integracios paraméter a kovetkezd:

Csucsmagassagkiiszob Az ennél kisebb magassagli jeleket az integrator
elveti.

Csucstertiletkiiszob Az ennél kisebb teriiletii jeleket az integrator elveti.

Csucsszélességkiiszob Az ennél kisebb félértekszélességli jeleket az

integrator elveti.

Valldetektalas Vall detektalasanak ki/bekapcsolésa.

A csucsmagassagkiiszob bedllitdsaval a kiszlirendd zaj szintjét tudjuk
megadni. A kiiszob értékénél kisebb magassagu jeleket az integratoregység
figyelmen kiviil hagyja. Ez a kiiszobérték elsésorban nem a kis cstcsok
kizarasara szolgal, arra leginkabb a csucsteriiletkiiszob hasznalatos.
A csucsteriiletkiiszob a kis jeleket teriilletik alapjan sztiri ki. A
kiiszobérteknél kisebb teriiletli csticsok nem keriilnek feldolgozasra.
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A csucsszélességkiiszob  beallitasaval jol szabalyozhaté az integrator
szelektivitasa, segitségével megkiilonboztethetjiik a csucsokat az alapvonal
zajatol. A kiiszobértek megfeleld bedllitdsaval ugy sziirhetok ki zajok,
kisebb csucsok, hogy nem vesznek el hasznos informaciok. Ha a
kiiszobértéket tal alacsonyan hatdrozzuk meg, akkor az integratoregység a
zajokat is csucsokként értelmezheti.

A cstcsszélességkiiszobot a legkeskenyebb cstcs szélességéhez kell allitani.
Mivel az elektroforetikus mérés soran a csucsok szélessége az iddvel
altalaban nd, szilikséges lehet a csucsszélességkiiszob idOprogramozasara,
melyre a legtobb integrald program lehetdséget nyujt. Sot, sok program
automatikusan  frissiti  (noveli) a  kezdeti  kiiszobértéket  (pl.
kiiszobérték=(0,75 x aktualis kiiszobérték) + (0,25 x az aktudlis csucs
sz¢lessége)).

Ha a vdlldetektalds aktivalva van, az integratoregység egy Osszetettebb
csucsintegracios algoritmust alkalmaz, mely a vallakat azonositani képes.

A fenti négy integracids paraméteren kiviil sok mas paraméter is ismeretes,
ezek kozil megemlitjik még a csucsszélességi-tartomany kiisz6bot,
melynek alkalmazasaval csak a tartomanyba esd csucsszélességgel
rendelkezd csticsok lesznek detektalva (lasd 12. dbra).

A cslcsszélesség- €s a csucsmagassagkiiszob értekei nagyon fontosak az
integracios eljaras soran, valtoztatasuk kiilonboz6é eredményekkel jarhat:

= A két kiiszobérték novelése elsdsorban olyan eseteknél hasznos, amikor
fokomponenseket kell detektdlni €s erdsen zajos kornyezetben kell
mennyiségi meghatarozast végezni. A nagyobb csucsszélességkiiszob
fokozottabb jelsziirést okoz, a nagyobb jelmagassagkiiszob pedig a
véletlen zajt hagyja figyelmen kiviil.

= A két kiiszobértek csokkentése az olyan nyomkomponensek
detektalasanal és mennyiségi kiértékelésénél hasznos, melyek
magassaga  sokszor alig nagyobb a zaj szintjénél. A
csticsszélességkiiszOb ~ hatdsa  kisebb a  jelszlirésre, mint a
csucsmagassagkiiszob hatésa.

* Az olyan esetekben amikor széles és keskeny csucsokat egyarant
detektalnunk kell, a csucsszélességkliszobit a legkeskenyebb csucsnak
megfelelden kell beallitani, mig a csucsmagassagkiiszobot annyira kell
csokkenteni, hogy a szélesebb csucsok is detektalhatok legyenek.

Az integracids paramétereket gyakran meg kell valtoztatnunk, kis tulzéassal
azt is mondhatjuk, hogy minden egyes -elektroferogramhoz kiilon
paraméterkombinaciot kell alkalmaznunk. A 12. 4dbra a csucsmagassag-,
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csucssz€lesség- és  csucsteriiletkiiszob  hatasat mutatja be egy
elektroferogram 6t csticsanak integralasara.

F—— Csiicsszélesség-tartomany felsd hatara

7.
H Csicsszélesség-tartomany alsé hatara
%
Csucsteriilet- 3
kiiszob

M
D

S

N

o
N\
.

12. dbra: Az integraldsi paraméterek hasznalata

‘\_\\\\\\&\\\\\\\\..

Az integratoregység egy csucsot csak akkor fog integralni, ha a cslcs
mindharom kiiszobérték tdmasztotta kovetelménynek megfelel. A 12. abran
lathat6 csucsokat és kiiszobértékeket attanulmanyozva belathatd, hogy az
integratornak csupan az 1 €s 3 jelli csucsokat kell integréalnia:

Integracids paraméter 1.cstics  2.cstcs  3.cstics 4. cstics 5. csuics 6. csucs

Csucsmagassagkiiszob felett felett felett alatt felett felett
Csucsszélesség- beliil beliil beliil beliil alatt felett
tartomany

Csucsteriiletkiiszob felett alatt felett alatt felett felett

Csucsintegralas? igen nem igen nem nem nem
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2. A CSUCSOK AZONOSITASA

A cstucsok azonositdsa a minta ismeretlen komponenseinek azonositasat
jelenti. A legtdobb elektroferogramot kiértékeld program az egyes
komponensek elektroforetikus jellemzdit kiilon tablazatban (Kalibracios
tablazat) tarolja. Ezek a tarolt adatok a komponensek standard oldatainak
meghatarozasain alapulnak. A cstcsok azonositasakor a program a
mintaoldat elemzésekor kapott csucsokat a Kalibracios tablazatban tarolt
(varhato) adatokkal hasonlitja 0ssze. Az 6sszehasonlitas végrehajtasanal 3 6
modszer ismeretes.

A csucsok abszolut migrdcios ideje Gn. migracios idablak segitségével
hasonlithatok 0ssze. Ezek az iddablakok az elektroferogramnak egy olyan
kis szakaszat jelentik, melyek kozéppontja az adott csucs varhato (a
Kalibracids tablazatbdl vett) migracios ideje. A minta minden olyan csucsa,
amely beleesik ebbe az ablakba, egy lehetséges jeloltnek szadmit az
azonositasnal. A 13. dbra a B cstcs 1,809 perc-tdl 2,631 percig terjedd
migracios idéablakat mutatja, melyben a varhatd migracios id6 2,22 perc.
Ebben az ablakban a B csucsnak két lehetséges csucs felelhet meg. Az egyik
migracios ideje 1,85 perc, a madasiké 2,33 perc. Ha a csics nem
referenciacstcs, akkor a 2,22 perc varhatd migracios idéhoz legkozelebb esd
csticsot kell kivalasztani. Ha a varhat6 csucs egy (id6)referencia vagy belsd
standard cstcs, akkor az ablakban talalhatdo legnagyobb cstcs keriil
kivélasztasra. Mindkét esetben, B csucsként a 2,33 percnél talalhato csticsot
valasztja ki a program.

C cslcs
B csulcs D cslcs

L

erc
] P
1,809-2.631

IdGablak a
B csacshoz

13. dbra: Migracios iddablak
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Az ablakok szélességét altalaban ugy allitjak be, hogy az az adott csucs
migracios idejének koriilbeliil 5%-a legyen. Az 5%-os migracios idéablak
azt jelenti, hogy a kérdéses cstics migracios ideje a Kalibracios tablazatban
talalhato, varhaté migracios idénél legfeljebb 2,5%-kal kisebb, illetve
maximum 2,5%-kal nagyobb. Igy példaul, egy kalibraciés oldat
meghatarozasakor kapott 2,00 perc migracids idejii csucsnak a késObbi
mérések soran 1,95 perc és 2,05 perc kozott kell megjelennie.

A cstcsok abszolit migracios idején alapuld dsszehasonlitas egyszerti, de
nem mindig megbizhat6. Az egyes migraciés idok csekély mértékben
valtozhatnak az elektroforézis koriilményeinek, illetve a késziilék miikodési
paramétereinek kis mértékli megvaltozasa miatt. Emiatt az egyes csticsok az
O0sszehasonlitd ablakon kiviilre eshetnek, és ezért nem lesznek
azonosithatok. Az abszolut migracios idoknél tapasztalhatd, elkeriilhetetlen
ingadozadsok kezelése érdekében az egyes komponensek migracids idejét
egy vagy tobb referenciacsticshoz viszonyitva fejezik ki, igy kapjuk meg az
adott csucs korrigadlt migracios idejét. A referenciacsucsok a Kalibracios
tablazatban vannak megadva. A referenciacsucsok hasznalataval
kompenzalni tudjuk a mintakomponens csucsok migracios idejének
eltolodasat. Ha az adott mérési modszernél nincs referenciacstiics megadva,
vagy egy referenciacsucsot sem tudunk azonositani, a program az abszolut
migracios 1dok alapjan végzi el a cslicsok azonositasat. A referenciacstics
migracios iddablakéaban talalt legnagyobb csucsot kell a referenciacsucsnak
valasztani. A Kalibracids tablazatban szerepld Osszes tobbi csucs varhatd
migracios ideje modosul a referenciacsics vart €s tényleges migracios
1doéinek aranyanak megfeleléen. A  migracios 1idoknek egyetlen
referenciacsuccesal torténd korrigalasa azon a feltételezésen alapszik, hogy a
tényleges migracios idok eltérése a varhatd migracios 1doktdl egyformén és
linearisan valtozik az egész elektroforetikus elvalasztas soran. Sokszor
azonban, kiillondsen hosszabb mérési 1dok esetén a migracidos idék nem
egyforman valtoznak. Ilyen esetekben tobb referenciacsticsot érdemes
alkalmazni bizonyos id6k6zonként. Az igy felosztott iddintervallumokban
azt feltételezziik, hogy a migracios idok kozotti eltérés linearisan valtozik.
Egy komponens tbb hullimhosszon is detektalhato. Altalaban a
legnagyobb elnyelést mutaté hullimhosszhoz (A1 a 14. dbran) kozel torténik
a detektalas. Ezenkivill mas, a Kalibracios tabldzatban nem szerepld
hullamhosszakat (A, és A3 a 14. dbran) csucsmindsitésre hasznalhatjuk.
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Abszorbancia
A A focsics hullamhossza

| A minositoé cslics
hullamhossza

)\1 Az A3 )

Hullaimhossz
14. abra: Csticsmindsités

Egy komponensre megadhaté egy olyan allandd, mely a kiilonb6z6
hullamhosszakon kapott jelnagysagok (abszorbancidk) hanyadosa:

_ ), hullamhosszon kapott jel
L, hullamhosszon kapott jel

Ha a K értéke beliil van egy adott értéken, akkor ez a komponens
azonositasanak helyességét erdsiti meg.

3. MENNYISEGI KIERTEKELES

Miutdn a cslcsokat integraltuk és azonositottuk, az analizis kovetkezd

lépése a mennyiségi kiértékelés. A mennyiségi kiértékelésnél a csiucsok

teriiletét vagy magassagat haszndljuk a mintakomponensek ismeretlen

1épésbal all:

= Az adott komponens ismert mennyiségeit tartalmazé mintaoldatok
(standardok) elemzése.

= Az adott komponenst ismeretlen mennyiségben tartalmaz6é mintaoldat
elemzése.

= Az ismeretlen és az ismert mennyiségekre kapott valaszjelek
Osszehasonlitdsa, ¢és ily modédon a mintakomponens ismeretlen
mennyiségének meghatirozasa. (Természetesen a jelek dsszehasonlitasa
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csak akkor végezhet6 el, ha az elektroforézis, a kapott elektroferogram
integraldsa, az adatok meghatarozasa azonos koriilmények kozott
tortént.)
A mintaban taldlhaté egyes komponensek ismeretlen mennyiségeinek
kiszamitasa a kovetkezd modszerekkel torténhet:
= Szézalékos O0sszetétel meghatarozasa
* Normalizalas
» Kiilsd standard modszer
= Bels6 standard modszer
A szazalékos osszetétel meghatarozasanadl nem sziikséges kalibracios eljaras
végrehajtasa. A szazalékos Osszetétel meghatirozasa vagy csucsteriilet, vagy
csucsmagassag alapjan torténik, ennek alapjan beszélhetiink csucsteriilet-
szdzalékos, illetve csucsmagassag-szazalékos Osszetételrdl. A csucstertilet-
szazalékos Osszetétel haszndlatakor minden egyes cstcs teriiletét az
elektroferogramon talalhatd Osszes csucs Osszteriiletének a széazalékos
aranyaban kell megadni. A szazalékos Osszetétel nem fiigg a minta injektalt
mennyiségétdl. Csak abban az esetben kapnank az egyes komponensek
mennyiségére egy viszonylag jol kozelitd eredményt, ha minden egyes
komponens egyforman nyelne el a detektalasi hulldmhosszon. A
tertiletiszazalékot  altalaban akkor hasznaljak, ha csak mindségi
meghatdrozas a cél és mas kalibracios modszernél sziikséges kalibracios
tablazat elkészitéséhez akarunk informacidt szerezni. A csucsmagassag-
szazalékos Osszetétel megadasanal az egyes csucsok magassagat az
elektroferogramon talalhatd 0Osszes csics Osszesitett magassaganak a
szazalékos aranyaban kell megadni.
A detektor az egyes komponensekre altalaban nem egyforman érzékeny,
vagyis azonos mennyiségli komponensek nem azonos nagysagl (teriiletii)
csucsot szolgaltatnak. A kiillonb6z6 mintakomponensek detektalasi
érzékenységében torténd kiilonbségek kompenzalasa miatt a normalizacios
modszernél az egyes komponensek csucsteriilet¢éhez (vagy magassadgahoz)
un. érzékenységi faktorokat (f;) szamolnak ki:

A 1)

ci: az i-edik komponens koncentracioja
A az i-edik komponens teriilete
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A faktor fligg a komponens mindségétol, a detektor tipusatol, a CE
késziiléktdl és az elvalasztas koriilményeitél. Az egyes komponensek

normalizalt szazalékos (norm%) Osszetétele a kovetkezképpen szdmolhato
Ki:

norm%,; = nf"i-loo
> A
: ()

A kiilsé standard modszer a legalapvetobb mennyiségi meghatirozasi
modszer. A minta ismeretlen mennyisége az ismeretlen mintira és a
referencia oldatokra (kiils6 standardok) kapott eredmények Gsszehasonlitasa
alapjan szamolhato ki. Idedlis esetben a standard oldatokat olyan
koncentracioban keriilnek elemzésre, hogy a kapott jelek detektor linearis
tartomanyan beliil maradnak. A standard oldatok elemzését kdvetden a
mintat injektaljuk a rendszerbe, és elemzését, illetve a megfeleld csticsok
terliletének meghatarozasat ugyanugy végezziikk, mint ahogy azt a
standardok esetén tettiik. A csucsteriileteket a koncentracio fliggvényében
abrazolva idedlis esetben egy egyenest kapunk (15.a, abra), melybdl a minta
ismeretlen koncentracigja konnyen szadmolhatd. Mivel a kiilsé standard
modszernél az egymast kovetd elemzések csucsteriileteit hasonlitjuk Ossze,
pontos és nagyon jol reprodukélhaté mintabevitelre van sziikség.

A belso standard modszernél egy ismert anyagot (belsd standard) adnak
mind a referencia oldatokhoz, mind a mintaoldathoz. A minta vizsgalt
csticsainak aranyanak a referencia oldatok megfeleld cstcsainak ardnyahoz
valo hasonlitasa alapjan kapjuk meg (15.b, dbra). A kicsit bonyolultnak tiind
definicidé megértését a kovetkezd példaval igyeksziink megkdnnyiteni.
feladatunk, és ehhez tirozint hasznalunk bels6 standardként (eredetileg nincs
a mintaoldatban). Ekkor a kdvetkezd 1épéseket kell végrehajtanunk:



66

crer

mM ¢és 10,0 mM) fenilalanin referencia oldatokat.

» Adjunk ismert mennyiségben (pl., hogy 5 mM legyen a végsd
koncentrécioja) tirozint az dsszes referencia oldathoz.

= Végezziik el az Osszes referencia oldat elemzését €s hatarozzuk meg
mindkét komponens csucsteriileteit. Szamoljuk ki a koncentraciok,
illetve a megfelel6 csucsteriiletek aranyat és rajzoljuk meg a kalibracios
egyenest (15.b, abra).

* Adjunk ismert mennyiségben (pl., hogy 5 mM legyen a végsé
koncentracioja) tirozint a mintaoldathoz és elemezziik.

* Szamoljuk ki a fenilalanin és a tirozin cstcsteriileteinek aranyat.

» Hatarozzuk meg a mintaoldat koncentracié aranyat a kalibracios egyenes
(15.b, 4bra) alapjan ¢és szadmoljuk ki a fenilalanin ismeretlen

crer

Csucsteriilet
Csucsteriilet-arany

N e

i
1
i
]
i
1

0 05 1,5

Koncentracio Koncentracié-arany

15. abra: Kalibracids egyenesek megszerkesztése kiilso standard (a), illetve
belsd standard (b) mddszerek segitségével

A belsé standard modszer hasznédlatakor szamos kovetelménynek kell
teljesiilnie. A belsd standard nem lehet jelen az eredeti mintaban, masrészt
az anyagnak tisztanak, jol definidltnak kell lennie, melynek elektroforetikus
¢s detektalhatoésagi tulajdonsagai hasonléak a meghatarozandd anyag
ugyanezen tulajdonsagaihoz. Harmadrészt, a belsd standardnak a minta
egyes komponenseitdl jol elvalo csticsot kell adnia. Mivel a bels6 standardot



67

az injektalt mintahoz adjuk, az injektalasi térfogat kismértékii ingadozasai
nincsenek hatdssal a modszer, illetve a detektalas ismételhetOségére.

4. SPEKTRUMELEMZES

Spektrumelemzés soran az UV-lathatd tartomanyban miikodé diddasoros
detektorral kapott spektrumadatok feldolgozasa torténik. A spektrumadatok
analizise a CE elemzésnél kapott elektroforetikus adatokat harom
dimenzi6ssa boviti (16. abra). A spektrumadatok feldogozéasanak célja lehet

= acslcsok tisztasaganak ellendrzése,

» az egyes komponensek mindségének meghatarozasa a spektrumkonyvtar
segitségével,

» az egyes komponensek optimalis detektalasi hullamhosszanak
meghatarozasa.

Abszorbancia

Spektrum

16. abra: A CE analitikai adatok haromdimenzids abrazolasa
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4.1 Csucstisztasagi vizsgalatok

Az celektroforetikus elemzéseknél (mint ahogy mas elvalasztasi
modszereknél is) az egyik legfontosabb kérdés mindig az, hogy vajon a
kapott csucs egy vagy tobb komponensnek felel-e meg. A mindségi
elemzéseknél a rejtett szennyezddések meghamisitjak az eredményt, illetve
ha egy csucsban egy komponens rejtve marad, akkor Iényeges informaciok
vesznek el.

A cstlcstisztasagi vizsgalatoknal tehat azt kell megallapitanunk, hogy az
adott csucs tiszta-e, vagy esetleg szennyezOdést tartalmaz. Ennek
megallapitdsa a csucs elicidja sordn kapott spektrumok Osszehasonlitasa
alapjan torténik. Altalaban csticsonként 3 spektrumot hasznélnak a tisztasig
megallapitdsdhoz. Két spektrumot a csucs két inflexidos pontjanal, egy
spektrumot a csucs tetdpontjan (maximuman) szoktak felvenni. (Ha azonban
sziikség van rd, akkor a tisztasdgvizsgdlat tobb pontban is, akdr a csucs
Osszes pontjaban felvett spektrum alapjan is toérténhet.)

Ha ez a hdrom spektrum nem egyforma, akkor a cstcs spektralis
szennyezOdést tartalmaz, melyet egy vagy tobb komponens okoz, vagy
esetleg hattérabszorpcié eredménye. Meg kell még jegyezniink, hogy ha a
spektrumok megegyeznek, attdl a csicsok még tartalmazhatnak
szennyezddést. Ez leginkabb akkor fordulhat el6, ha a szennyezd
komponens fényelnyelése kicsi a fokomponens elnyeléséhez képest, vagy a
szennyezOk ¢és a fokomponens spektrumai kozel azonosak. A
hattérabszorpcio a pufferrendszer megvaltoztatdsaval csokkentheto.

A csucstisztasadgi diagram a harom spektrumot normalizalt és egymadssal
fedésbe hozott forméaban tartalmazza. A  tisztasagi faktor a
spektrumalakzatok hasonlosaganak mértéke. A csucstisztasag megallapitasa
a spektrumok vizualis 6sszehasonlitdsa alapjan meglehetdsen hosszadalmas
eljaras lenne, raadasul automatizalt lizemmoddnal nem alkalmazhatd. A
spektrumok  automatizalt  Osszehasonlitdsa  kiilonféle  statisztikai
modszerekkel torténhet. A legtobb elektroferogram kiértékeld programnal
egyetlen parancs kiad4saval matematikai modszerekkel torténik két
spektrum Osszehasonlitasa, a program kiszamolja a spektrumok hasonlosagi
fokat, azaz a tisztasagi faktort is, amely a kovetkezOképpen adhatdé meg:
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-
T (ZX ZX} Ty {Zy Zy]

Az X és y a két spektrumon az azonos hulldmhosszon mért abszorbancia
értékek, n az adatpontok szama. A 0 tisztasadgi faktor azt jelzi, hogy
egyaltalan nincs hasonldsag a két spektrum kozott, mig az 1000-es érték a
teljes azonossagrol arulkodik. Altaldban ha a tisztasagi faktor 990-nél
nagyobb, akkor szinte bizonyosra vehetjliik a cstics szennyezddéstdl valo
mentességét, mig 900 és 990 kozotti értékek esetén az eredményeket
ovatosan kell kezelni. A 900 alatti értékek a spektrumok egyértelmii
kiilonbozoségét jelzik.

A csucstisztasagi vizsgalatok csak alapvonal-alapvonal (BB) csucsokra
végezhetok el. Ha a csicsok nem az alapvonalrdl indulnak, akkor a
cslcstisztasdg megallapitdsa komplikaltabb, mert mindegyik cstcs a
szomszédjat is tartalmazza kis mértékli szennyezddésként. Egy cstlics
tisztasdganak megitéléséhez tobbfajta modszert is hasznalhatunk, melyek
koziil a két leggyakoribb

tisztasagi faktor =

(3)

= a spektrumok normalizélésa,
= két vagy tobb hulldmhosszon kapott abszorbancia értékek aranyanak
abrazolasa az 1d6 fiiggvényében.

A spektrumok normalizalasa kompenzalja a detektoron athalado
komponensek eltéré koncentracioit. Altalaban a csucs két inflexios pontjanal
és a csucs maximuman felvett spektrumokat hasonlitjdk Ossze. A
spektrumokat normalizaljak és egymasra vetitve abrazoljak. Az egymasra
vetitett spektrumok mellett a programok gyakran feltiintetik az inflexios
pontokon felvett spektrumok 0Osszehasonlitasabol szamolt tisztasagi
faktorokat is (17. 4bra). A spektrumok vizudlis Gsszehasonlitasa, illetve a
program altal kiszadmolt tisztasagi faktor segitségével egyértelmii kiilonbség
tehetd a tiszta és a szennyezett cstics kdzott.
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Tisztasagi faktor Tisztasagi faktor
764 999
A
200 I ' ' 4(;0 200 I I I 40I0
Hullamhossz (nm) Hullamhossz (nm)

Szennyezett Tiszta

csucs csucs
A

7:6 7:8 8:0 8:2 8:4
Idé (perc)

17. dbra: A csucsok tisztasdganak ellenérzése egymasra vetitett spektrumok
segitségével

A kiilonbozd hulldmhosszakon kapott abszorpcios jelek ardnydnak 1d6
fliggvényében torténd abrazoldsa is hasznos informacidkat nyujthat egy
cslics tisztasaganak megitéléséhez. Egy tiszta vegyiilet esetén a Ag
hullamhosszra érvényes A molaris abszorpcids egylitthatd egyenesen
aranyos egy masik hullamhosszon (A;) hasznalhat6 egyiitthatoval:

A(L)=K.A(L2) (4)

ahol a K 4lland6 a kivalasztott hullamhosszakon jellemz6 az adott
vegyiiletre. Tiszta vegyiilet esetén a két hullaimhossz kozotti
abszorbanciaarany allando. Az abszorbanciaarany 1d6 fiiggvényében torténd
abrazolasakor tiszta csticsok esetén lapos vonalat kapunk, mig szennyezd
komponensek jelenléte esetén a K értékek kiilonbozdek (18. abra).
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A csucs jele

B csucs jele

Abszorbancia

7,6 7.8 8,0 8,2 8,4 8,6
1dé (perc)

A/B csucsok aranya

Szennyezett csics

Tiszta csucs

A és B csucsok abszorbancia
értékeinek hanyadosa

. ‘
7,6 7.8 8,0 82 8,4 8,6
Idé (perc)

18. dbra: Abszorbanciaardnyok dbrdzolasa szennyezett és tiszta csticsok
esetén

Az abszorbanciaaranyok szamitasanak és dbrazolasanak egy masik médja az
aranydiagram (ratiogram) elkészitése. Az aranydiagram elkészitésénél
nemcsak két hulldmhosszon kapott abszorbanciajelekbdl képziink
aranyszamot, hanem az Gsszes detektalasi hulldimhosszon kapott jelbdl és a
maximalis abszorbanciajelbdl. Az aranydiagram gy abrazolhatd, hogy a
vizszintes tengely az 1dd, a fliggdleges tengely pedig a hullamhossz (19.
abra). A szinek az abszorbanciaaranyokat reprezentaljak. Ez a diagram egy
elektroferogram csucsainak tisztasaganak egy nagyon gyors attekintéséhez
nyujt lehetéséget. Ha egy cstcs tiszta, akkor az aranydiagramon
parhuzamosan futé savok jelennek meg és ezeknek a savoknak a szine nem
valtozik a csucs teljes elucios iddtartaman keresztiil. A tiszta cstcsok
abszorbanciaaranya allanddé a csucs teljes szélességében. Ha a csucs
szennyezOdést tartalmaz, a savok futasa az idOben valtozik, az
abszorbanciaarany nem allando.



72

Tiszta
csucs

Szennyezett
csucs

Hullamhossz-
arany

Ido
19. ébra: Az aranydiagram

4.2 A spektrumkonyvtar hasznalata

A kapillaris elektroforézisnél a csucsoknak integralas vagy mennyiségi
meghatarozas céljabol torténd azonositdsdhoz az abszolut vagy korrigalt
migracios idoket lehet alkalmazni. Ez az eljaras azonban nem megfeleld
ismeretlen Osszetételi mintdk esetén. Ha a minta teljesen ismeretlen,
spektroszkopias modszerek sziikségesek a komponensek azonositdsdhoz.

A legtobb elektroferogram kiértékel6 program rendelkezik egy un.
spektrumkonyvtarral, mely hasznos segitséget nyUjthat a
mintakomponensekre kapott csucsok azonositasadhoz. A
spektrumkonyvtarban sok vegylilet spektruma megtalalhatd, és a
spektrumok szdma novelhetd (a felhasznald6 munkdja sordn folyamatosan
bdvitheti az azonositott komponensek spektrumédnak elmentésével). A
program  képes egy ismeretlen komponens spektruméanak a
spektrumkonyvtarban  taldlhatd  Gsszes  spektrummal valé  gyors
Osszehasonlitdsara, és ily modon lehetséges azonositasara. A spektrumok
hasonlosaga a hasonlosagi faktor megadasaval jellemezhetd.

Sok mintdnal a minta matrixvegyiiletei vagy a puffer zavarhatja a kérdéses
vegylilet azonositdsat, mivel e zavard hatdsok hatdssal vannak a
spektrumokra. A puffer vagy a matrixanyag okozta hattér zavarohatasokat
ugy lehet kikiiszobdlni, ha a csuicsmaximumon felvett spektrumbdl kivonjuk
az alapvonal spektrumat, és csak ezt kovetéen inditjuk a
spektrumkdnyvtarban valo keresést.
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4.3 Az optimalis detektalasi hullamhossz meghatarozasa

Az adott analitikai feladat megoldasahoz  sziikséges moddszer
kifejlesztésekor, a csucsok elvalasztasdhoz megfeleld koriilmények
kidolgozasat kovetden, meg kell taladlni az egyes csucsok detektdlasahoz
optimalis  hullamhosszat. Az  optimalis  detektdlasi  hullimhossz
meghatarozasanak egyik modszere az abszorbancia, a hullamhossz ¢s az 1d6
abrazolasa konturtérképes, Un. izoabszorpcios grafikonos formaban. Ennél a
modszernél az izoabszorpcios (azonos abszorbancia értékli pontok alkotta)
koncentrikus vonalakat a hullamhossz és az id6 fiiggvényében kell abrazolni
(20. &bra kozépso grafikonja).

Idé
20. abra: Az izoabszorpcids pontok abrazolasa

Ez a moddszer igen hasznos az egyes csticsok kiilon-kiilon detektalasahoz
optimalis hulldmhossz megallapitdsdhoz. A kurzor horizontélis helyzete az
izoabszorpcios grafikonon a hulldmhossznak felel meg. Ha a kurzort a
hulldmhossz tengely mentén mozgatjuk, az elektroferogram egy masik
diagramban Ujrarajzolddik (20. &bra als6 grafikonja).
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5. ANALITIKAI PARAMETEREK MEGHATAROZASA

A kiértékeld  szoftverekkel  kiilonb6zé  analitikai  paramétereket
szamoltathatunk ki, melyek alkalmasak lehetnek a késziilék, illetve az
alkalmazott moddszer megfeleléségének meghatarozasdhoz (system
suitability). Egy késziilék tesztje magéaban foglalja a detektor érzékenységét,
a csucsok migracios idejének, illetve integralt teriileteinek pontossagat
(RSD). Az analitikai rendszer tesztje ugyancsak tartalmazhatja a a csucsok
migracios idejének, illetve integralt teriileteinek pontossiagat (RSD), a
szelektivitast, alapvonal zaj és drift elemzését, két csucs kozotti felbontast,
illetve a modszer robusztussaganak, és a csucsalak elnytladsanak vizsgalatat.

5.1 Zaj meghatarozasa

A zaj meghatarozadsa egy adott iddintervallumban kapott detektorjelekbdl

rrrrrr

szorosanak felel meg.

linearis
regresszio

idd

21. abra: Zaj meghatarozasa

5.2 Csucsszimmetria

A kromatografias/elektroforetikus csucsok sokszor nem szimmetrikusak,
szabalyosak (tailing, leading), ami megnehezitheti a mennyiségi
kiértékelésiiket. A csucsok szimmetrikussaganak jellemzésére hasznaljuk a
csucsszimmetria faktorokat. A csticsszimmetria faktor a szoftverek az aldbbi
Osszefiiggés alapjan hatarozzak meg:
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foo My, foo_auta,
szim szim
My +M, (vagy a;+a, , ha inflexiés pont nem detektalhato)

a
m, :al(t2+15ll-l j
v f /.

ahol ;
a,”

m,=——-+=2—
0,5H, +15H .

a,

m,=——2>——
0,5H, +15H .

a
m, =<';14[t3+1E_)|4_| j

csucs vége
alapvonal
ido

csucs eleje

N
= E\

22. abra: A csticsszimmetria faktor meghatarozasa (a=csucsszeletek
tertiletei; ti=iddintervallumok, Hs= eliils6 inflexios pont magassaga, H,=
hatulso inflexios pont magassaga)
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5.3 Cslcszélesség

A csucsszélességeket kiilonb6z6 csucsmagassagoknal lehet meghatarozni:
Wsg: alapvonalon vett szélesség (4[1), mely az inflexiés pontokra huzott
érintok kimetszései az alapvonalbol.

Ws o: szélesség a csiicsmagassag 5%-anal

W50.0: szélesség a csucsmagassag 50%-anal

/ alapvonal

— : : > |}
S " N
DIV L 5

“,'1 Wso | ¢

l\ wB ,l

23. abra: Csucsszélességek meghatarozasa

5.4 Kapacitasfaktor (kapacitastényezd)
_ tx _tO

t , ahol tx a csucs migracios (retencios) ideje, T (holtidé, CE-nél
eof vandorlasi ideje)

kl
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5.5 Tailing faktor

A csucs elnyulo asszimetridjanak (tailing) jellemzésére szolgal
t = Ws,o

.=

w  ahol t, a csiucs eleje és a migracios id6 kozotti id6 a
csucsmagassag 5%-anal mérve; Wso pedig a cslcszsélesség a
csucsmagassag 5%-anal mérve (perc).

5.6 Elméleti tanyérszam

2 2
NzlG[\jv—R] :5,54(\;\1R j
B 50/ ahol Wpg az alapvonalon mért

csucsszélesség.

5.7 Felbontas
2(tR(b) _tR(a))

We) + Waa) , ahol az a cstics migracios ideje (tr(e)) Kisebb, mint a b
csucs migracios ideje (trp)).

R =

KIEGESZITES A MERESI EREDMENYEK ELOSZLASANAK
STATISZTIKAI JELLEMZESEHEZ

A valodi értek és a mérési eredmény kozotti kapcsolat megvilagitasara
vezették be a mérési hiba fogalmat. Az analitikai kémiai mérések soran
fellépd mérési hiba kétféle - az in. mddszeres (szisztematikus) és az Un.
véletlen - hiba Osszegezddéseként adodik. A véletlen hibak a mérések
korlatozott pontossagabdl erednek. A véletlen hiba mértéke a mérések
tobbszori ismétlésével csokkenhetd. A modszeres hiba a mérési hiba egy
allando aranyu része (allando hiba). Ez a hiba nem csokkenthetd a mérések
tobbszori ismétlésével. A modszeres hiba megéllapitadsahoz standardokat
kell elemezni, ily modon a késdbbi elemzések korrigalhatok.

Tegyiik fel, hogy egy mérési sor eredményeit (pl. parhuzamos
spektrofotometrias méréseket, lasd 1. tablazat) csak véletlen hiba terhel, és
abrazoljuk a mérési adatoknak 12 elére meghatarozott intervallumra esé
gyakorisagat (lasd 2. tablazat). A parhuzamos mérési eredmények grafikus
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eloszlasi diagramjanak megrajzolasaval informécidt nyerhetiink a mérési
eredmények eloszlasarol (lasd 21. dbra).

1. tablazat: Egy mintaoldat 15 ismétléssel kapott eredményei (abszorbancia
értékek)

Mérés Erték Mérés Erték
1. 0,3410 9. 0,3430
2. 0,3350 10. 0,3420
3. 0,3470 11. 0,3560
4. 0,3590 12. 0,3500
5. 0,3530 13. 0,3630
6. 0,3460 14. 0,3530
7. 0,3470 15. 0,3480
8. 0,3460

2. tablazat: Mérési eredmények eloszlasi gyakorisdga (mérési adatokat lasd
az 1. tablazatban)

Tartomany Gyakorisag Relativ gyakorisag (%)
0,3300-0,3333 0 0
0,3333-0,3367 1 6,67
0,3367-0,3400 0 0
0,3400-0,3433 3 20,00
0,3433-0,3467 2 13,33
0,3467-0,3500 4 26,67
0,3500-0,3533 2 13,33
0,3533-0,3567 1 6,67
0,3567-0,3600 1 6,67
0,3600-0,3633 1 6,67
0,3633-0,3667 0 0
0,3667-0,3700 0 0
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Gyakorisag
N

0 T T T T T R e E Y R B
0.33 0.34 0.35 0.36

Mérésieredmény

2
1. dbra: A 2. tdblazatban szerepld mérési adatok eloszlasi diagramja €s az
elméleti Gauss-féle eloszlast reprezentald gérbe

Ha a mérések szdmat a végtelenségig noveljiik, az intervallumok nagysagat
pedig ezzel parhuzamosan csokkentjiik, akkor egy harang alaka eloszlasi
gorbét kapunk, amelyet Gauss- vagy normalis eloszlasu gérbének neveznek.
A Gauss-féle eloszlas matematikailag a kovetkezOképpen fejezhetd ki:

1 (x—p)?

e 202
G\/ﬂ

f(x)=

ahol

f(x) a normalis eloszlas eloszlasfiiggvénye
u a mérések atlaga

x az adott mérési eredmény (valtozo)
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A mérési adatok szorddasat az atlag érték koril a standard deviacié (o) és
annak négyzete a variancia (62) irja le (22. abra). Mivel azonban a
valosagban csak véges szami méréseket tudunk elvégezni, az atlagot és a
standard deviaciot meg kell becsiilniink. A becsiilt paramétereket tartalmazo
Gauss-féle eloszlas ily modon a kdvetkezdképpen alakul:

_(x-x)?

1 e 252

Sx/ﬁ

f(x) =

ahol
s a standard devidcio becsiilt (legvaldszinlibb) értéke

X az atlag becsiilt (legvaldsziniibb) értéke

Gyakorisag, f(x)

3 [Taales B pta 3
Mérési eredmény

22. abra: A Gauss-féle eloszlas valdszinliségi stiriiségfiiggvénye (u: az atlag,
o: a standard deviacio)

A mérés legvaldszinlibb értékéiil az n mérési adat X szadmtani kozepét
fogadjuk el:
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A standard devidci6 becsléséhez pedig az alabbi egyenletet hasznéalhatjuk:

A standard deviicid mellett a mérési pontok szoérdsdnak jellemzésére
gyakran hasznaljak a relativ standard deviaciot (sy):

5. (%) = >100
X

A standard hiban az n mérés atlaganak atlagos hibajat értjiik:

Az analitikus célja a valédi érték minél jobb becslése. Azt mar
megallapitottuk, hogy ha nem lép fel modszeres hiba, akkor a mintaatlaggal
becsiiljiik a valodi értéket. Azt is tudjuk mar, hogyha normalis eloszlasunak
tekinthetd a mérési eredményiink, akkor a mintaatlaggal torténd becslés "jo"
becslés lesz. Kihasznalva azonban azt a feltételezést, hogy az eredmény
eloszlasa normalis, ennél tobbet is tehetiink, meg tudunk adni egy
intervallumot (megbizhatdsagi- vagy konfidenciaintervallumot) az atlag
érték koriil, amelyben adott valoszintiséggel (1-a) ott lesz a keresett valodi
érték. A konfidenciaintervallum kiszdmitdsdhoz a Student-eloszlas t-értéke a
mérések szama (n-1) és a valdszintiségi szint (1-o) alapjan meghatarozhato,
vagy tablazatokbdl kikereshetd. Az atlagra vonatkozo konfidencia-
intervallum:
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Vagyis, ha a mérési eredményekrdl feltételezhetd, hogy normalis eloszlasu,
tovabba, hogy nem terheli modszeres hiba, akkor statisztikai szempontbo6l a
parhuzamos mérések eredményeként egy

X+ AX

intervallumot kell megadni, és azt allithatjuk, hogy 1-a valdsziniiséggel
ezen intervallumban helyezkedik el a keresett valodi érték (az intervallum
megadaskor fel kell tiintetni o és n értékét is).
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GRAFITKEMENCES ATOMABSZORPCIOS
SPEKTROMETRIA

1. BEVEZETES

A kémiai analizis optikai modszerei nagy modszercsalddot alkotnak. K6zos
jellemz6jik, hogy a vizsgalati anyag ¢és az optikai sugarzas (fény)
valamilyen  kolcsonhatdsat  hasznaljadk  fel az  anyagOsszetétel
megallapitasara. Optikai sugarzasnak nevezziik az elektromagneses sugarzas
azon részét, amely a fizikai optika eszkdzeivel és modszereivel vizsgalhato.
Az optikai modszerek egyik csoportjdban a fényt nem bontjuk fel
hullamhossz szerint (pl. refraktometria, polarimetria). Az optikai modszerek
masik csoportjaban azonban a fény hulldmhossz szerinti felbontdsara is sor
keriil, ezeket Osszefoglaléan optikai spektroszkopiai modszereknek
nevezziik. Mi most csak az utébbi modszerekkel kivanunk foglalkozni. Az
optikai spektroszkopiai modszereket két {6 csoportra oszthatjuk: az
atomspektroszkopiai €és a molekulaspektroszkopiai modszerekre. Ezt a
felosztast analitikai szempontbol az indokolja, hogy az el6bbi mddszerekkel
az anyagok elemi Osszetétele, az utobbiakkal pedig a molekuladsszetétel
hatdrozhaté meg. Az ilyen felosztasnak tovabbi alapja az is, hogy a kétféle
modszercsoportnak meglehetdsen eltér az elméleti ismeretanyaga.

2. AZ ATOMSPEKTROSZKOPIA KIALAKULASA

Langszinezést Marggraf mar 1758-ban alkalmazott a natrium- ¢s a
kaliumsok megkiilonboztetésére. A 18. szdzad végétél az atomok
spektrumanak vizsgalata a fizikusok érdeklddését is erdsen lekototte.
Wollaston 1802-ben figyelt fel arra, hogy a Nap spektrumaban fekete
vonalak észlelhetk, de ennek a jelenségnek nem tulajdonitott kiilondsebb
jelentdséget, és nem is foglalkozott vele részletesen. Ezeket a vonalakat ma
Fraunhofer-féle vonalaknak nevezziik. Fraunhofer épitette az elsé mai
értelemben vett spektroszkopot, €s 1815-t8l kezdve részletesen vizsgalta a
Nap spektrumaban észlelhetd vonalakat. Mintegy 576 vonalat ismert fel.
Ezeket a vonalakat az A, B, C, D, E ... a, b, c, d, e ... betlikkel jelolte. (Ebbdl
a jelolésbol maradt rank példdul a natrium kozismert sarga vonalanak
natrium-D elnevezése.) Fraunhofer arra is rajott, hogy az alkohol langjaba
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helyezett natrium spektrumaban ugyanott jelenik meg a sarga D-vonal, ahol
a Nap szinképében ez a vonal hianyzik. Herschel 1822-ben mar
megallapitotta, hogy a langba helyezett kiilonb6z6 sok spektrumanak
vizsgalata modot ad arra, hogy az anyagot egyértelmiien fel lehessen
ismerni. Tulajdonképpen ezzel vette kezdetét a spektralanalizis.

Bunsen az 4svanyvizek soinak elemzésére szintén a langszinezést hasznalta
fel. A Bunsen-¢ég6t abbol a célbdl fejlesztette ki, hogy szintelen gazlanggal
tudjon vizsgalni. (Bunsen ujitdsa abban volt, hogy levegdt vezetett az éghetd
gazhoz, miel6tt az égni kezdett.) Kirchhoff és Bunsen 1859-ben megjelent
kozos cikke nagy lendiiletet adott a kiilonbozé anyagok spektrumanak
vizsgalatahoz, mivel megadtdk a spektrumra vonatkozé addigi ismeretek
értelmezését: ha az egyes gazok vagy g6zok atomjaival energiat kozliink,
akkor azok rajuk jellemz6 vonalas spektrumot bocsatanak ki. Ugyanezek az
atomok viszont képesek a kibocsatott fény hullamhosszaval egyez6
hulldmhosszal rendelkezé fényt elnyelni. fgy jelennek meg az izz6 szilard
testek és nagynyomdasu gazok altal kibocsatott folytonos szinképben az
abszorpciods vonalak (Fraunhofer-féle vonalak a Nap szinképében).

1928-ban készitette el Lundegardh azt a langspektrografot, mely alkalmas
volt az elemek nemcsak mindségi, de mennyiségi meghatarozasara is.
Osszekapcsolta illetve tovabbfejlesztette a mar eltte is ismert porlasztasi
technikat, acetilén-levegd langot és spektrografiat. A
fotoelektronsokszorozok megalkotasa utan (Bay Zoltan, 1938) az 1950-es
években megjelentek az elsé fotoelektromos detektalasi rendszer(i emisszios
spektrométerek. Az elsd (langtechnikas) atomabszorpcids spektrofotométert
az ausztral Walsh és munkatarsai épitették meg 1957-ben. A grafitkemencés
atomabszorpcids spektrometria alapjait pedig L'vov és Massmann dolgozta
ki a 60-as évek végén.

Elényos tulajdonsagai — elsésorban kis (j0) kimutatdsi hatarainak, kis
mintaigényiiknek és automatizalhatosaguknak koszonhetéen a GFAAS
spektrométerek joggal valtak az elmult egy-két évtizedben az
atomspektroszkopia egyik legelterjedtebb nyomanalitikai eszkozévé. Ma
ezeket a berendezéseket széles korben alkalmazzak fémek nyomnyi
mennyiségének meghatirozasara elsGsorban olyan esetekben, ahol elemeket
(féleg fémeket) igen kis koncentracioban kell meghatarozni.

3. ATOMSPEKTROMETRIAS MODSZEREK

Az atomspektrometria hdrom alapvetd modszert foglal magaba (1. abra).
Amennyiben gerjesztett molekuldk, gerjesztett atomok, esetleg gerjesztett
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ionok altal kisugarzott molekulasavok illetve atom- és ionvonalak
intenzitasat mérjiik, atomemisszios spektrometriardl (AES) beszéllink.

Ha az atomizal6 cellan olyan hulldmhosszusagii fénynyaldbot bocsatunk
keresztiil, melyet az alapallapotu atom képes abszorbedlni, és mérjiik az igy
bekovetkezett fényintenzitas-csokkenést, akkor atomabszorpcios
spektrometriar6l (AAS) van sz6.

Ha az alapallapotii atomokat ugyancsak kiilsé fénnyel sugarozzuk be, de
nem a részecskék altal abszorbealt, hanem az abszorpciot kovetden adott
hullamhosszon kisugérzott vonalak intenzitdsat mérjiik, akkor ez a mddszer
az atomfluoreszcens spektrometria (AFS).

E;
.. P L. Fényemisszio
Atomemisszios H8 vagy kémiai
spektroszkopia energia _E,E
abszorpeidja Vi = h
E, L
Ei=—Z
Fényabszorpeio
Atomabszorpcios E,-E,
spektroszkopia Vo = h
E,
E=Z
Fényemisszio
Atomfluoreszcens Fénvabszorneio K
spektroszkopia Y P Vv o= E,"E,
1 h
E; 4

i

1. abra: Az AES, AAS és AFS modszerek elve
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A harom modszer kozil nagy jelentésége van az atomabszorpcios
spektrometrianak van. Az alkalmazott atomizéldsi technika alapjan kétféle
modszert: a ldngatomabszorpcios (FAAS, lasd. Langspektrometria
silabusz), illetve a kis mintaigényli, érzékeny elektrotermikus atomizald
modszert, a grafitkemencés atomabszorpcios spektrometriat (GFAAS)
kiilonboztetjiik meg.

Az 1jabb atomspektrométerekben a fény felbontasat végzé egység
(monokromator) a diffrakciés racs, a fény detektdlasa pedig
fotoelektronsokszorozdval torténik. A spektrométerek jelkiolvasd/kijelzd
egységei nagyon kiillonbozoek lehetnek (analég vagy digitalis kijelzok,
grafikus "rekorderek") de az ujabb késziilékek szinte mindegyike
szamitogeépes jelfeldolgozast és kijelzést alkalmaz.

4, A GRAFITKEMENCES ATOMABSZORPCIOS
SPEKTROMETRIA

Az atomabszorpcios mddszer alapallapotu, szabad atomok fényelnyelésének
mérésén alapulé mennyiségi analitikai eljards. Az alapallapoti atomok
elektromégneses sugarzas (fény) hatasara gerjesztddnek
(elektrongerjesztés), mikozben a gerjesztési energidnak megfeleld
hulldmhosszsagu fotont elnyelik. Az atomok abszorpcios spektruma (amint
az emisszidés spektruma is) vonalas szerkezetli, a vonalak pontosan
meghatarozott hullamhossznal jelentkeznek és nagyon kicsi, megkdzelitdleg
0,001 nm a félértékszélességiik. Az atomok ilyen tipusu abszorpcios
spektruma adja az atomabszorpcids modszer nagy szelektivitasat. Egy adott
elem legjobb vonaldnak hulldmhosszan a tobbi atom elnyelésének nagyon
kicsi a valosziniisége, ez azt eredményezi, hogy Osszetett, sok elemet
tartalmazo rendszerek is elemezhetdk az elemek kémiai elvalasztasa nélkiil.
Ez a lehetdség nagy eldnyt jelent a molekuldk fényelnyelésének mérésén
alapuld spektrometrids modszerekkel szemben, ahol a savos abszorpcio
kovetkeztében nagy az optikai zavaras valoszinlisége és altalaban csak
elvalasztasi modszerek alkalmazasaval lehet Osszetett rendszereket
elemezni.

Az atomabszorpcios modszer az atomforrasban kialakuld szabad atomok
csokkenés ¢€s a fém szabad atom koncentracidja kozotti Osszafliggés a
Lambert-Beer térvénnyel irhato le.

AzlogIT‘):a-c-l

ahol A =abszorbancia
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lo=a fény intenzitasa az abszorpcio elott

I = a fény intenzitasa az abszorpcid utan

a = abszorpcios koefficiens (anyagi mindségtdl fliggd allando)

¢ = az atomizal6 tér (lang) egységnyi térfogataban levo alapallapotuy,
szabad atomok szdma

| = az az uthossz, amit a sugarnyalab az atomizalé térben megtesz

Az abszorbancia tehat linedris Osszefiiggésben van a térfogategységben
jelenlevd alapallapotd, szabad atomok szdmaval. A képzdédd alapallapoti
atomok szama pedig aranyos a megfeleld oldatkoncentracidoval. Kétszer
akkora oldatkoncentracid kétszer akkora alapallapoti atomkoncentraciot
szolgéltat az atomizaldtérbe. (A helyes elemzés tovabbi feltétele persze,
hogy a kalibral6 oldat és a mintaoldat mintabeviteli és atomizacids
koriilményei azonosak legyenek.)

Magas homérsékleten az atomok egy része gerjesztodik, sét egy része
ionizalodik is. A statisztikus mechanika szerint az alap- és gerjesztett
allapotban levd atomok szadmanak ardnya a homérséklet fliggvényében a
kovetkezo Osszefiiggés szerint valtozik:

hv
Nq gq e_ﬁ

No 9o

ahol Ng a gerjesztett, Ng az alapallapotban levé atomok szama; gq és go a
kétféle allapothoz tartozd statisztikus stly; k a Boltzmann-allandé; T az
abszolut hdmérséklet.

Az egyenlet alapjan kiszamithatd a gerjesztett és az alapallapotban levd
atomok szamaranya 2000-3000°C-on, s megallapithatd, hogy a gerjesztett
atomok szama elhanyagolhatoan kicsi az alapéllapotban levé atomokéhoz
képest. Ez kedvez6 koriilmény az atomabszorpcids mérések szempontjabol.
Ahhoz, hogy atomabszorpcidos méréseket végezhessiink, a mérendd elem
karakterisztikus, éles vonalas szinképét 1étrehoz6 sugarforras fényét at kell
bocsatani az atomizald egységen (grafitkemencén). A szinképnek azt a szlik
tartomanyat, amelyben az elem rezonanciavonala van, monokromatorral
valasztjuk el a szinkép tobbi részétdl. A kivalasztott rezonanciavonal a
fényérzékeld detektorba (pl. fotoelektron-sokszorozoba) jut, amelynek
kimend jelét erdsitik. Az atomabszorpcids spektrométer elvi felépitése a 2.
abran lathato.
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Fényforras

.Q A O

Atomizalo Monokromator Kijelzé
egység és detektor

2. dbra: Az atomspektrometrias modszerekhez hasznalt késziilékek elve

A grafitkemencés atomabszorpcios (graphite furnace-AAS, GFAAS)
spektrométerek felépitése hasonlit az FAAS késziilékekére azzal a jelentds
kiilonbséggel, hogy az atomforrds itt egy programozott hevitésii
grafitkemence, amelynek miikodése egy grafitbol késziilt, csé alaka
mintatartd elektromos arammal vald felizzitdsan alapul. A grafitkemence
elektrodait vizhiitéssel latjdk el a gyors lehités és gyors mintacsere
érdekében, a csovet pedig kiviilrél és beliilrél is egy lasst inert
gazaramlassal (argon) védik a levegdn valo oxidaciotol. A grafitcsébe annak
fels6 részén egy nyilason keresztiil, mikropipettaval vagy automata
mintaadagoloval juttathatjuk be a mintaoldatot.

Amikor a felizz6 grafitcsé belsejében bekovetkezik a kis térfogatu (5-40 pl)
minta bomlasa és atomizacidja, a keletkezd atomos gdézok tdvozasa csak a
csoveégek felé aramolva valosulhat meg, ami a csé hosszaban haladé optikai
utban relative hosszu tartozkodéasi id6t eredményez. Elsésorban ennek,
valamint a gyakorlatilag 100%-os hatékonysagi mintabevitelnek
koszonhetden a grafitkemence atomforrassal megvaldsitott AAS mérések 2-
3 nagysagrenddel kisebb kimutatasi hatarokat biztositanak (ppb tartomany),
mint a langatomabszorpciés mérések. A mért jel szordsa a Kkis
mintamennyiség miatt ugyanakkor Iényegesen magasabb (1-10% RSD).

A fltési program, amelynek teljes hossza altaldban mintegy 2-5 perc,
legalabb négy szakaszbol all: szaritas, hamvasztas, atomizalas és tisztitas.

A szaritdsi szakasz célja az oldoszer eltdvolitasa gy, hogy a visszamarado
szilard minta helyzete a kemencében mindig azonos legyen. Vizes oldatok
esetén a szaritdsi szakasz homérséklete 105-110°C, mig szerves
oldoszereknél kb. 5°-kal haladja meg az olddszer forraspontjat. A szaritas
allandé hémérsékleten is végrehajthato, de koncentralt oldatoknal, biologiai
folyadékoknal célszerli a kemencét lassan, 1-5°C/perc sebességgel felfiiteni.
Fontos, hogy a mintacsepp mérete a szaritas alatt lassan csokkenjen, mert az
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esetleges szétfroccsenése a minta geometriai helyzetét reprodukélhatatlanna
teszi.

A hasonloan viszonylag hosszi hamvasztasi (pirolizalas) 1épés célja a mar
oldoészermentes szilard minta eldkészitése az atomizdlasra. Ebben a
szakaszban a kemence hdomérsékletét (kb. 300-1000 °C) ugy kell
megvalasztani, hogy a vizsgaland6 elem még ne parologjon, ugyanakkor a
matrixelemek minél nagyobb része elparologjon. Ebben a szakaszban a
minta szervesanyag-tartalma elbomlik, ami azért fontos, mert az ebbdl
szarmazo illékony molekuldk ¢és szemcsék jelentds nemspecifikus
abszorpciot produkalhatndnak a mérés (atomizaciés szakasz) soran. Ennek a
1épésnek az iddtartamat természetesen a mérendd elem illékonysagahoz kell
méretezni, hogy elkeriiljiik a korai elparolgasbol szdrmazo veszteségeket.
Az iddtartam néhanyszor tiz masodperctdl akar néhanyszor tiz percig is
tarthat. A kemence fiitésének sebessége is fontos lehet. A matrixanyagok tul
gyors, heves eltavozasa a meghatarozando elem veszteségét okozza. E
veszteségek kikiiszobolésére un. matrixmodositd anyagokat adnak a
mintdhoz (ezeket az adalékokat részletesebben a Zavard hatdsok fejezetben
targyaljuk).

A gyors, néhany masodperces atomizdcios 1épésben (1500-2500 °C)
kovetkezik be a minta maradékanak teljes lebomlasa, elparolgasa és
atomizacioja, €és ezen 1épés soran mérjiik az atomabszorpcids jelet is.

Az utolso, legnagyobb hdmérsékletii tisztitdé szakaszban rovid idére a lehetd
legnagyobb hdmérsékletre (kb 3000°C-ra) hevitjik fel a kemencét a
mintamaradvanyok eltavolitasa, az esetleg a kovetkezd mérésnél jelentkezd
memoriahatas kizarasa érdekében.
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1. tdblazat: Néhany elem ajanlott hamvasztasi és atomizalasi hdmérséklete

Elem Maximalis hamvasztasi Atomizalasi homérséklet, °C
homérséklet, °C

Ag 550 2200
Al 1500 2600
B 1300 2600
Ca 1100 2600
Cu 850 2400
Ga 900 1800
Fe 1100 2000
Mg 1100 2600
Mn 1000 2500
Na 1100 2000
Ni 1000 2600
K 1000 2500
Pb 750 1400
Si 1300 2600
Sn 800 2400
Zn 500 1400

4.1 Uregkatédlampa

Az atomabszorpciés méréshez olyan fényforrdsra van sziikség, amely
intenziv vonalas spektrumot ad, és az emittalt vonalak félértekszélessége
csekély. Ilyen fényforras az iiregkatodlampa, mely egy specialis kisiilési
csO. A katéd a meghatdrozandd elembdl késziilt, hengeres alaku test. A
kistilés a katod és andd kozé kapcesolt kb. 300-400 V fesziiltség hatasara jon
létre a katdd elektronemisszidja révén. Az elektromos erdtérben felgyorsulo
elektronok a nemesgdz toltdgaz lavinaszerli ionizaciojat idézik eld. A nagy
sebességgel mozgd nemesgdz ionok becsapddnak a katdd feliiletébe és
fématomokat szakitanak ki a katodbol (katodporlasztas). Igy keletkeznek a
meghatarozando elem szabad atomjai, melyek a nagysebességli nemesgaz
ionokkal iitkdzve gerjesztddnek és az elemre jellemzd vonalas spektrumot
emittalnak. Az tiregkatodlampak altalaban egyelemesek, tehat minden jabb
elem meghatarozasanal cserélniink kell a fényforrast.
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Katod Uvegképeny
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3. dbra: Az iiregkatodlampa felépitése

Az atomabszorpcidés spektrometrids moddszerrel minden olyan elem
meghatdrozhatd, amelynek rezonanciavonala a spektrum azon teriiletére
esik, amelyet a spektrofotométerrel mérni lehet, és amely atomos allapotba
hozhat6 az abszorpciods térben. A legtobb késziilék az UV és lathato (190-
800 nm) tartomanyban hasznalhatd. A nemesgazok, halogének és C, H, N,
O, S, P nem hatdrozhaték meg, mivel ezek rezonanciavonala 190 nm-nél

kisebb.

4.2 Grafitkemence

A minta atomizalasa, azaz az alapallapotl, szabad atomok eldallitasa a nagy
hémérsékletre flitott grafitkemencében torténik. A grafitkemencéket a
megfeleld homérsékletre elektromos dram segitségével jol szabalyozhatd
modon flithetjiik fel. Az elsd ilyen elektrotermikus grafitkemence tipusokat
L'vov és Massmann az 1960-as években dolgozta ki. Az els6 kemencék
hatranya a csovek hosszaban jelentkezd egyenetlen hdmérsékleteloszlas (a
csovek végeihez illeszkedd érintkezOket a szallitott nagy elektromos
teljesitmény miatt hiiteni kell). Kiilondsen jelentdsek voltak a Massmann-
tipusu kemencében tapasztalt zavarohatasok, memoriahatasok, mivel a
nehezebben atomizalodd elemek és matrixanyagok az alacsonyabb
homérsekletii  csOvégeknél kondenzaldédtak. A probléma megoldasa
érdekében késObb olyan kemencét konstrudltak, amelynél a csdvet a csd
teljes hosszaban futotték  (keresztfitéses kemence), ¢és igy a
hémérsékleteloszlas teljesen egyenletes (4. dbra).
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4. abra: Homérsékleteloszlas Homérsékleteloszlas keresztfutési
Massmann tipusu kemencében kemencében

A mai modern grafitkemencék belsejében egy un. L'vov-feltét is talalhatd. A
mintat erre a lapkéara kell bejuttatni. Ez a pirolitikus grafitlapka (lasd. 5.
abra) késlelteti a minta atomizaciojat (kis késéssel melegszik fel a kemence
faldhoz képest), hogy a grafitcsd és az inert gaz hdmérséklete allanddsuljon.
fgy a minta elparolgasa és atomizaciéja mar a kivanatos, nagy hémérsékletii
térben torténik. A keresztflitéses kemencékben olyan integralt L'vov-feltét
talalhatd, melynek fiitése kizarolag hdsugarzassal torténik.
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5. abra: A keresztfitéses, integralt L'vov feltétet is tartalmazo grafitkemence
metszeti rajza

A grafitkemence az egymast kovetd mérések kozott vizhiitéssel hiithetd le
gyorsan szobahOmérsékletre. A grafitkemencében torténd elemzéseknél a
minta atomizacidja sordn inert kornyezetet kell biztositani (levegén az izz6
grafitcsé elégne!), ezért inert gazzal (tobbnyire argonnal) kell folyamatosan
obliteni a grafitkemence belsejét és kornyezetét.

A modern késziilékek automata mintaadagoloja kényelmesebbé és
pontosabbd teszi a méréseket. A néhany mikroliternyi folyadékminta
pipettazasa egy kis, sOtét nyildson keresztiil nehéz, és fligg a bemérd
személy gyakorlottsagatol. A mérési eredmények pontossaga nemcsak a
beadagolt térfogattdl, de a kemencébe keriilt folyadékcsepp pozicidjatdl is

fligg.

4.3 Hattérkorrekcio

Mig az atomemisszids mdodszernél az optikai rendszert az bonyolitja, hogy a
szamos emisszids vonalat egymadstél el kell kiiloniteni, addig az
atomabszorpcidé mérését az neheziti, hogy két eltérd jel (lp és 1) kiilonbségét
(hanyadosat) kell mérni. Az AAS spektrométerek optikai rendszerének
felépitését tovabb bonyolitja, hogy un. hattérkorrekciés modszereket is
alkalmazni kell annak érdekében, hogy a specifikus (atomoktol szarmazo) és
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a nem specifikus (nem atomokt6l, hanem pl. szerves molekulaktol,
koromszemcséktdl szarmazd) abszorpciot is el lehessen kiiloniteni.

A hattérkorrekcids rendszer méri a hattér abszorpcios jelet, kivonja azt a
teljes abszorpcids jelbdl, és igy megkapjuk a korrigalt jelet. Leggyakrabban
folytonos fényforrasti (t6bbnyire deutériumladmpas) hattérkorrekcios vagy
ujabban a Zeeman-effektuson alapuld hattérkorrekciés rendszereket
hasznaljak. A Zeeman-effektuson alapulé hattérkorrekcio alapja, hogy az
atomok abszorpciés vagy emissziés vonalai nagy magneses térben
felnasadnak 3 wvagy tobb polarizalt komponensre, mivel az atomi
elektronenergia-szintek is felhasadnak. Legegyszeriibb esetben a felhasadas
3 szinképvonalat eredményez: a p-komponenst az eredeti hullamhossznal, és
a s és s~ komponenseket az eredeti vonal két oldalan szimmetrikusan
eltolédva. Az eltolédas mértéke a magneses tér nagysagatol fiigg, és a
jelenséget Zeeman-effektusnak nevezik. Mivel a jelenség csak atomi
részecskéknél 1ép fel, jol felhasznalhato az atomoktdl és a nem atomoktol
szarmazo abszorpcios (hattérabszorpcios) jelek elkiilonitésére.

A Perkin Elmer Zeeman spektrométerekben kb. 0,9 tesla erdsségli magneses
teret alkalmaznak, mely nagyjabol 0,01 nm-re tolja el a szinképvonalakat az
eredeti hullamhossztol. A lineédrisan polarizalt p-komponens iranya, mig a
korkordsen (ellentétes iranyokban) polarizalt s-komponensek forgasi
tengelye a magneses térrel parhuzamos.

A leggyakrabban a hattérkorrekcids rendszer elrendezése olyan, hogy a
magneses tér és a fénysugar irdnya parhuzamos, ilyenkor csak a két
eltolodott vonal érzékelhetd. Az el nem tolodott p-komponens azért nem
lathatd, mert az elektromos vektor irdnya az analitikai fénysugar tengelyébe
esik (egy elektromagneses hulldm nem terjedhet az elektromos vektoranak
iranyaba). Az analitikai hullamhosszon mért jel a mérendé atomtol
szarmaz0 abszorbancia ¢és a hattérabszorbancia Osszege, mig a magneses tér
bekapcsolasakor (Zeeman-effektusnak koszonhetd vonalfelhasadéskor) az
analitikai hulldamhossznal csak a hattérabszorbancia mérhetd. Ily mdédon a
kapott abszorpcios jelbdl a hattérjel kivonhato.



95

magneses tér Kl magneses tér BE
atomizalt
/ minta
—— e i, B
- fénysugar 5
H

a fénysugarral parhuzamos
magneses tér

a ot

abszorpcios jel

! yg - analitikai hulldmhossz
Vo LT T

6. abra: Zeeman-hatason alapul6 hattérkorrekcios rendszer alkalmazasaval
kapott analitikai jelek

4.4 A fény felbontasa

A grafitkemencét elhagyo fényt megfeleld optikai berendezésen keresztiil
vezetjiik a detektalo egységhez. Optikai berendezés segitségével igyeksziink
a zavar0 sugarzasokat kiiktatni, s csupan a vizsgalt fémre jellemzd, kozel
monokromatikus fénysugarat engedjiik a detektorba jutni. Mig korabban
kiilonbozd szinsziirokkel igyekeztek megoldani ezt a feladatot, ma maér
gyakorlatilag csak monokromdtorokat hasznalnak. A monokromatorok kb.
0,01-1 nm szélességli keskeny hulldmhossz-tartomanyt képesek elkiiloniteni
egy széles (190-800 nm) szinképtartomanyon beliil. A monokrométorok 6
alkotorésze a GFAAS technikanal az optikai (diffracios) rdacs. A
vizsgélathoz sziikséges hullimhosszt a racs mozgatasaval valasztjak ki. Az
optikai racs alaptipusai: a) sikracs lencsékkel vagy tiikrokkel kombindlva
(pl. Czerny-Turner- vagy Ebert-elrendezés), b) konkav racs (pl. Paschen-
Runge-elrendezés), c) prizma és racs kombinacidja. A rés szélességének
novelésével a fényintenzitas ugyan no6, de a felbontas csokken.

Az optikai racs olyan tiveg-, kvarc- vagy tiikkr6z6 (in. echelette karcolassal
készitett) fémfeliilet, amely a kiilonb6zé hullamhossziisagh sugarakat
kiilonbozoképpen tériti el. Az egyes hullamhosszaknak, vagyis a szineknek
mas €és mas iranyba esd €les vonalak felelnek meg, azaz a racs - akar a
prizma - szinekre bontja a fényt.
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4.5 Detektor

A monokromatoron  keresztiiljutott  fény  erdsségét  kiilonb6zo
mérOmiiszerekkel mérhetjiilk. A langfotometrids modszerek kialakulasanak
elsé éveiben hasznalatos fotografias fénymérés a gyakorlatb6l mara mar
teljesen kiszorult, helyettiik manapsag kizarolag fotocellat vagy
fotoelektron-sokszorozot alkalmaznak. A fotoelektron-sokszorozok erdsitési
faktora (az anddra érkezd elektronok szama osztva a katodot elhagyd
clektronok szamaval) a 10 értéket is elérheti. Ez azt jelenti, hogy
elektronsokszorozoval olyan kis intenzitasi fény is észlelhetd, amely a
legérzékenyebb fotografiai emulzion is csak tobb oras expozicio esetén hoz
létre mérhetd feketedést.

A fotoelektron-sokszorozok miikddésének elve az, hogy a fotokatodra
érkez6 fotonok kiilsd fényelektromos hatdssal elektronokat valtanak ki,
amelyek a katdd és a D1 dinod kozotti fesziiltségesés hatasara a dinod felé
aramlanak. A D1 dinod feliiletén a beesd elektronok szekunder
elektronemissziét hoznak Ilétre, amelynek intenzitdsa nagyobb, mint a
primer elektronaramé. Ez a folyamat a kovetkezé dinddakon (D2-D7)
megismétlddik. Az elektronok szdma exponencidlisan ndvekszik a dinodak
szamaval (7. abra).
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7. abra: Fotoelektron-sokszorozods detektald rendszer vazlata

Ujabban elterjeddben vannak mas, félvezetd alapt elektromos detektorok is
az atomspektroszkopiaban. Ezek a pl. digitalis kamerdkban is hasznalt,
lapka alakti mikroelektronikai eszkozok a toltéscsatolas vagy toltésinjekeio
(CCD, CID) elvét alkalmazzak. Tobb milli6 apréd cellara osztott feliiletiik
minden egysége egy-egy, szamitogéppel kiolvashatdé memoriacellanak
tekinthetd. Megfeleld optikdval kiegészitve kétdimenzids kialakitasuk
kiilonosen alkalmassa teszi dket a teljes mérhetd spektrumtartomany gyors,
nagy felbontasu elektronikus rogzitésére.

5. ZAVAROHATASOK

A gyakorlatban, tobbkomponensii valés mintadkon kivitelezett mérések soran
természetesen nem csak a tiszta elmélet érvényesiil, hanem kiilonb6z6
zavard hatasok is felléphetnek, amelyek az analizis eredményét
befolyasolhatjak. A zavar6 hatasok jelentdségét akkor érthetjilk meg igazan,
ha belegondolunk, hogy atomspektrométereink kalibraldsat szinte minden
esetben csak a mérendd elemet tartalmaz6 hig vizes oldattal végezziik, ezzel
szemben a mintaoldatok Osszetétele ismeretlen, de a legritkdbban ilyen
egyszerii. Konnyen elképzelhetd tehat, hogy a minta valamely, a kalibralo
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oldattél eltér6 fizikai/kémiai jellemzdje a mérendd elem azonos
koncentracioja esetén is mas jelet fog a spektrométerben szolgaltatni, mint a
kalibral6 oldatban, vagyis a koncentracié meghatdrozasat mérési hiba fogja
terhelni. Zavar6 hatasok jelenlétének kimutatdsara tobbféle modszer 1étezik.
Ezek koziil a legegyszeriibb eljaras, ha két kiilonb6zé vonalon és a minta
kiilonboz6 higitasain is elvégezziik a meghatdrozast. Amennyiben a két
vonalon mért koncentracié jelentdsen eltér, illetve a koncentracié nem a
minta higitdsanak megfeleléen valtozik, ugy a mérést minden bizonnyal
valamilyen interferencia zavarja. A zavard hatasok, amelyek sokfélék
lehetnek és az egyes tipusok jelentdsége miiszerenként is eltérd, altalaban
két csoportra oszthatok: a spektralis és nem spektralis zavard hatasok
csoportjara.

A spektralis zavar6 hatdsok (Un. additiv zavaré hatdsok) csoportjaba a
mérend0 komponens spektrumvonaldnak mas Osszetevoktol szarmazod
vonalak altali zavarasat soroljuk (vonal-atlapolodas). Az ilyen természetii
zavar0 hatés elsOsorban az atomemisszids spektrometriara jellemzd, ahol
igen nagyszamu vonalbol all a spektrum. Kikiiszobolése megfeleléen nagy
felbontasu spektrométer haszndlataval illetve az adott elem mas, nem zavart
vonalain vald6 méréssel lehetséges. Mivel az atomabszorpcidos mérések
nagyon hullamhossz-specifikusak, csak ritkan fordul eld, hogy egy elem
abszorpcios jele atlapolodna egy masik elem emisszids vonalaval. Ilyen
esettel taldlkozhatunk azonban péld4ul akkor, ha vérben szelént mériink
196,0 nm-en, mivel itt a vasnak is talalhatdé emisszids vonala (ezt a zavard
hatast a Zeeman-hattérkorrekcios rendszer korrigalni képes).

A grafitkemencés AAS méréseknél jelentkezd zavard hatdsok abbol
erednek, hogy a matrixanyagok nem disszocialt molekularis formainak
savos abszorpcids spektruma van, vagy a mikroszképikus méretli szilard
szemcséken szorodhat a fény egy széles hullamhossz tartomanyban. A
kornyezeti €s bioldgiai mintdknak igen nagy a NaCl vagy KCl tartalma, e
mintdknal jelentkezd zavard hatasokat matrixmodositok mintakhoz
adalékolasaval  és/vagy  hattérkorrekciés  rendszer  alkalmazaséaval
csokkenthetjiik. A  matrixanyagoktdl szdrmazd zavardsok ugy is
csokkenthetdk, ha a minta szervesanyag-tartalmat elroncsoljuk, a szervetlen
matrixanyagokat ioncserés vagy extrakcios modszerekkel levalasztjuk a
mérendd komponenstol.

A nem spektrdlis zavaré hatdsok csoportja lényegében a spektralis
hatdsokon kiviil minden olyan mas zavar6 hatast magéaban foglal, ami a mért
analitikai jel nagysagat befolydsolja; legyen az a mintabeviteli rendszernek a
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minta fizikai tulajdonsagai miatt megvaltozott miikodése vagy valamilyen, a
mintadsszetevok kozott az atomforrasban lejatszodd kémiai folyamat. A
minta teljes elparolgasa miatt a langspektrometridban 1étrejovo
zavarOhatdsok koziil a kemencében sok nem jelentkezik. Az aldbbiakban
csak néhany gyakran eléfordulé tipust sorolunk fel.

Kémiai zavarohatasok akkor jelentkeznek, ha a komponensek folyadék-
vagy gozfazisban kémiai reakcidba lépnek a mintdban jelen levé mas
komponensekkel, és igy az atomok nem alapallapotban, szabad atomként
vannak jelen az atomizalési 1épésben.

A zavarohatdsok egy részéért a mintaban jelenlevd matrixanyagok feleldsek,
ezek hatdsat un. mdtrixmodosito adalékok alkalmazéasaval lehet cs6kkenteni.
Ezeket az adalékokat viszonylag nagy koncentracidban adjak a mintahoz,
hogy a vizsgaland6 elem megfeleld kémiai forméba keriiljon a hamvasztasi
1épésben. Ha egy elem tobbféle formaban (speciesz) van jelen a mintaban,
akkor tobb cstcsot is kaphatunk, mivel az egyes formdk atomizacids
sebessége eltérd. Mig példaul a klorid fémsok illékonyak, a nitratok és
szulfaitok csak magas homérsékleten parolognak. A matrixmodositok
egyetlen formava alakitjak a fémspecieszeket, és igy csak egyetlen csticsot
kapunk az adott elemre. Mas matrixmddositok a matrixanyagokat teszik
még illékonyabbd, hogy a hamvasztasi lépésben ezen anyagoktol
megszabaduljunk, vagy a maghatarozand6 elemet teszik hdstabilabba, hogy
egy magasabb hamvasztisi hémérsékleten se tavozzanak idd eldtt (az
atomizacios 1épést megelézden) a kemencébdl. A leggyakrabban hasznalt
matrixmddositd a palladium vagy a palladium/magnézium-nitrat keverek,
lantansok vagy nikkel.



100

6. KIERTEKELESI MODSZEREK

A langspektrometridban leggyakrabban az Osszehasonlitdo és a standard
addici6s kiértékelési modszereket hasznaljuk.

Az isszehasonlito modszer  nagyszamu, azonos tipusi  minta
sorozatelemzéséhez  alkalmazhat6. Az  Osszehasonlitd  oldatsorozat
(standardok) a vizsgalandé elemeket novekvd koncentracioban tartalmazza.
Emellett a standardok a mintdban jelenlevd egyéb komponenseket
(kationokat, anionokat, szervesanyagot, oldoszert) is tartalmazhatjak
atlagkoncentracioban. Mivel az igy nyert hitelesitdé oldatsorozat dsszetétele
kortlbeliil azonos a mintaéval, a fellépd zavardhatasok is kozel azonos
mértekliek lesznek. Az oldatsorozat tagjai leggyakrabban egy pontos
A moddszer csak azonos tipust €s nem nagyon ingadozo dsszetételii mintdk
esetén szolgaltat analitikailag megbizhatd eredményeket. Nagy hibaval
hataroznank meg pl. kalciumot, ha vérszérumhoz, vizmintdhoz vagy
kézetbdl késziilt oldatokhoz azonos Osszetételli kalcium hitelesitd
oldatsorozatot haszndlnank. Az emlitett mintdkban nemcsak a kalcium
mellett jelenlevé komponensek koncentracidja kiillonbozik szélsdségesen,
hanem a fellépd zavarohatisok tipusa is mas-mas lehet. Osszehasonlito
kiértékelési modszerrel kapott tipikus kalibracids diagramokat lathatunk a 8.
abran.
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8. dbra: Az 6sszehasonlitd kiértékelési modszer

A standard addicios modszert elsOsorban az Un. exponencialis
zavarOhatasok fellépése esetén alkalmazzuk abban az esetben, ha nem
tudjuk pontosan a zavardhatds okat, vagy nem ismerjik a zavard

crer

crer

térfogatban (a kiilonb6z6 mértékli higulas kikiiszobolése érdekében). Az
els részlethez nem adunk fémion tartalmu oldatot, igy ez a részlet az
eredeti fémion mennyiségét tartalmazza (ez az ismeretlen, az addicios tagok
un. +0 tagja), a tobbi tagokhoz ismert novekvd mennyiségii fémion tartalmu
oldatot adunk. A kapott értékeket a 9. abran lathatdo modon kell dbrdzolni. A
kapott értékeket (emisszids intenzitds, vagy abszorbancia) Gsszekotd
egyenes az origon tul metszi az abszcissza tengelyt. A tengelymetszet és az
origotol balra levo tavolsagot ugyanolyan koncentracié-1éptékben dbrazolva,
mint a jobb oldalon, a tengelymetszetbl megkaphatjuk az ismeretlen minta
fémtartalmat.
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A moddszer alkalmazhatosaganak feltétele, hogy a mérési pontok egyenessel
kozelithetdk legyenek. A standard addiciés moddszernek, azonban sok
mintdra torténd elvégzése a mérést igen munkaigényessé teszi, igy
sorozatmérésre gyakorlatilag nem alkalmazhat6. Ugyancsak nehézségbe
iitkozik a modszer hasznalata, ha a rendelkezésre all6 mintaoldat térfogata
korlatozott (1-2 mL). Bonyolult (féleg szervesanyag matrixi) mintdk esetén
azonban gyakran hasznaljuk.

Jel{abszorbanciadintenzitas)

0 +1 +2 +3

}"I Hezzaadott f&mion koneentraciaja

X

9. 4bra: A standard addicid6 modszere
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7. A GYAKORLATON ELVEGZENDO FELADATOK

1. Tejpor réztartalmanak meghatarozdsa 0Osszehasonlitd kalibracids
modszerrel

crer

cyey

25 mL-es mér6lombikokba desztillalt vizzel. (A higitdshoz hasznalt
desztillalt viz szolgal majd vakmintaként a méréshez)

Minta: 0,25 g tejport oldjon fel kevés desztillalt vizben, majd tdltse fel 25
mL-re.

Feladat: Adja meg a tejpor réztartalmat mg/g egységben!

2, Tehéntej réztartalmdnak meghatirozasa standard addiciés kalibracios
modszerrel

Minta: higitsa meg tehéntejet 100-szorosara 100 mL mérélombikba. Az igy
kapott oldat egy kis részletét fogjuk mintaként ("+0 kalibracios tag")
elemezni, a tobbit felhasznaljuk a kalibralé oldatok elkészitéséhez.
Kalibralo oldatsorozat (standard addicios tagok): A rendelkezésre allo 20
mg/L koncentracidju Cu®*-térzsoldatbol olyan térfogatokat mérjen ki harom
25 mL-es mérdlombikba, hogy azok a mintaoldattal valo feltdltés utan a

crer

+30 pg/L koncentracidnyival tartalmazzanak tobbet. Ezt kovetden toltse
jelig a 25 mL-es mér6lombikokat a 100 mL-es mér6lombik tartalmaval (a
higitott mintaval). A 100 mL-es mérélombikban megmaradt oldat a
meghatdrozandé minta (,,+0” tag).

Feladat: adja meg a tehéntej réztartalmat pug/L egységben!

3. Felsziniviz olomtartalmanak meghatarozasa Osszehasonlitd kalibracids
modszerrel

crer

crer

25 mL-es mér6lombikokba desztillalt vizzel. (A higitdshoz hasznalt
desztillalt viz szolgal majd vakmintaként a méréshez)

Minta: felsziniviz (Pl. Tisza folyobol).

Feladat: Adja meg a felsziniviz minta 6lomtartalmat pg/L egységben!
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4, Felsziniviz 6lomtartalménak meghatdrozésa standard addiciés kalibracios
modszerrel

Minta: felsziniviz (Pl. Tisza folyobol). Az oldat egy kis részletét fogjuk
mintaként ("+0 kalibracios tag") elemezni, a tobbit felhasznaljuk a kalibrald
oldatok elkészitéséhez.

Kalibralo oldatsorozat (standard addicios tagok): A rendelkezésre allo 20
mg/L koncentracioji Pb**-térzsoldatbol olyan térfogatokat mérjen ki harom
25 mL-es mérdlombikba, hogy azok a mintaoldattal valo feltdltés utan a

crer

+30 pg/L koncentracidonyival tartalmazzanak tobbet. Ezt kovetéen toltse
jelig a 25 mL-es mér6lombikokat a mintaval.
Feladat: adja meg a felsziniviz minta 6lomtartalmat pg/L egységben!

Altaldnos  utasitisok a gyakorlat végrehajtisihoz, az eredmények

kiértékeléséhez:

1. Az oldatokat elkészitésiik utan alaposan razza Ossze ¢és tartsa a
mérdlombikot lezarva. A mérélombikot Gjra 6ssze kell razni kdzvetleniil
azelott, hogy az oldatot a spektrométerbe juttatnank.

2. Az oldatok elemzésének sorrendje: eldszor a vakoldat és a
standardoldatok ndvekvd koncentracidban, majd ezt kdvetden a mintak
(ha vannak higitasok, el6szor a leghigabbat mérjiik).

3. Ne felejtsen szamolni az esetleges higitasokkal, a megfeleld
koncentracié/mértékegységekben adja meg az eredményt!

A jegyzokonyvre kapott jegyet legalabb egy-egy érdemjeggyel csokkentik:
a kapott eredmény tobb, mint 10%-0s eltérése a valodi értéktol
szamitasi hiba

nem megfeleld mértékegység

kalibracios grafikon tengelyei feliratdnak hianya

nem megfelelden elkészitett jegyzdkonyv (lasd az Gtmutatot)

agbrwbhE
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Utmutat6 az analitikai gyakorlaton elkészitett jegyz6konyv elkészitéséhez

Gyakorlat cime
(Név, szak, datum)

Elméleti 6sszefoglalé

Az a jo elméleti Osszefoglald, amit a hallgatd a téma részletesebb elméleti
leirasanak (silabusz) alapos attanulmanyozésa utan sziir le magéanak és ir le
nagyjabol egy oldal terjedelemben. Kevés értelme van egy olyan (akar
hosszi oldalakon keresztiil hompdlygd) 0Osszefoglaldsnak, ami csupdn
néhany valogatott fejezetbdl kiolldzott fontosabb mondatokat, bekezdéseket
tartalmazza.

Mivel az analitikai meghatarozasok végrehajtdsa altalaban nagy
kortiltekintést, gondos, preciz munkavégzést kivan meg, elvarhatd, hogy
mindezeket a jegyzokonyv kiilllemében is sugarozza (flizet, lap mindsége,
irds olvashatosdga, a szoveg stilusa, nyelvtani helyessége). Az elméleti
Osszefoglal6 tartalmazhat egymassal szorosan 6ssze nem fiiggd témakoroket
is, ezért fontos a megfeleld tagolas alkalmazasa, a jelentdsebb kulcsszavak
kiemelése (példaul nyomtatott betlik hasznalatival, (nem szabadkézi!)
alahuzassal, szines ceruza alkalmazasaval).

A jegyz6konyv formatuma legyen konyv- vagy flizetszerii (a széthulld lapok
nem megfeleldek erre a célra). Legjobb ha az egy A4 alaku fiizet, vagy
megfelelden lefiizott lapok gyiijteménye. Tartalmazza a jelen gyakorlat
mellett minden korabbi gyakorlat anyagat.

A gyakorlaton elvégzendo feladat

Feladat:

Soroljuk fel a gyakorlaton kapott konkrét feladatokat, kérdéseket. Ezek
pontos, sz0 szerinti rogzitése sziikséges. Ha irasban kapjuk a feladatot, azt
pontosan masoljuk be a jegyzékdnyvbe.

Mérési paraméterek:
Minden fontosabb mérési paramétert adjunk meg. A GFAAS gyakorlaton
ezek az alabbi paraméterek:

Késziilék tipusa: (pl. Perkin Elmer Analyst 600)
Hattérkorrekcio: (pl. Zeeman, hosszirdnyl elrendezésii)
Kemence: (pl. keresztfiitéses, integralt L'vov feltéttel)
Hullamhossz: (pl. réz esetén 324.8 nm)
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Mintabevitel: (pl. automata mintaadagoloval, 20 pL)

Rendelkezésre 4116 eszkdzok, standardok, mintak, mintael8készités:

Az oldatkészitésekhez haszndlt mér6lombikok, pipettdk, standardok
felsorolasa. Itt kell szerepelniiik az oldatkészitésnél végzett egyszeriibb
szdmolasoknak 1is.

Mérési eredmények
A mérési adatokat foglaljuk tdblazatba, ligyeljiink arra, hogy a mérési
eredmények mértékegységeit is mindig feltlintessiik.

A kapott eredemények kiértékelése

Ez a rész tartalmazza valamennyi szamitast (ne dolgozzunk cetlikre!). A
kalibracios gorbét (ha a készlilék szoftvere erre nem alkalmas)
milliméterpapiron is megrajzolhatjuk, vagy szamitogép MS Excel
programjaval is megrajzoltathatd, kinyomtathaté (a mérési pontokra htuzott
egyenes vagy gorbe egyenletébdl az ismeretlen koncentracié kiszamolhatd).
A kalibraciés gorbét tartalmazod lap is legyen egyike a szamozott
mellékleteknek. Adjunk cimet a kalibracios diagramnak, és pontosan adjuk
meg a tengelyeket (pl: ,,Na koncentracid, mg/L”).

A gyakorlatnal feltett kérdéseket precizen, egész mondattal valaszolja meg,
adja meg. A mellékleteket (kalibraciés diagramok, mérési jelek) a
jegyzokonyv végeén kell rdgziteni (ragasztassal vagy tlizOgéppel).

Diszkusszid, tapasztalatok

Itt rogzitsiik a gyakorlat soran fontosnak tartott tapasztalatokat, értelmezziik
a kapott eredményt (pl. redlis lehet-e?). Itt jegyezziik meg az esetleges
rendkiviili eseményeket a mérés soran (pl. problémak a késziilék valamely
egyseégével, utdlagosan észlelt hibak az oldatok elkészitésekor)

Jo jegyzOkonyvnek az tekinthetd, amelynek alapjan egy mérést akar évekkel
késobb is reprodukalni lehet, s nem csupan a jegyzokonyv készitdje, de
masok altal is. A jegyzokonyv elkészitése fontos, elengedhetetlen része az
analitikai munkanak.
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A gyakorlat helye: D-423 labor
ZH kérdések

1. Atomspektroszkopiai  modszerek elve  (emisszio, abszorpcio,
fluoreszcencia). Az egyes moddszerek ¢s késziilékek altalanos mérési
elve

2. Milyen részekbdl allnak az AAS késziilékek? Mi az egyes egységek
funkcioja?

3. Jellemezze a grafitkemencéket!

4. Mi a célja a hattérkorrekcids rendszereknek a GFAAS technikénal?
Hogyan mikodik a Zeeman-hatason alapul6 hattérkorrekcio?

5. Az iregkatodlampa felépitése. Hogyan torténik a spektrométerekben a
fény detektalasa?

6. Milyen részfolyamatokbol all az atomizalas a GFAAS technikanal?

7. Milyen zavardhatdsok 1épnek fel a GFAAS technikdnal? Mi a szerepe a
matrixmodosito adalékoknak?

8. Jellemezze a leggyakrabban hasznalatos kiértékelési modszereket!
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KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS

ELLENORZO KERDESEK

1. Ismertesse a kovetkezd fogalmak illetve analitikai paraméterek
jelentését: elektroforézis, elektroozmotikus dramlés, migracids ido,
elméleti tanyérszam, diszperzio, felbontas

2. Adja meg az elektroozmotikus d4ramlds szabalyozéasanak

lehetbségeit.

Ismertesse a kapillaris elektroforézis késziilék felépitését.

Jellemezze a kapillaris elektroforézisnél hasznélatos  két

legfontosabb minta injektalasi modszert.

5. Mik az UV-lathatdo fényabszorpcios detektalas sajatossagai és
problémai kapillaris elektroforézisnél?

6. Ismertesse az elektroferogramok kiértékelésének fontosabb
madszereit, [épéseit.

~ow

IRODALOM

e H.Engelhardt, W.Beck, T.Schmitt: Capillary electrophoresis,
Friedr.Vieweg & Sohn Verlagsgesellschaft mbH,
Braunschweig/Wiesbaden, 1996 (ISBN 3-528-06668-7)

¢ R.Kuhn, S.Hoffstetter-Kuhn: Capillary electrophoresis, Springer-Verlag,
New York, 1993 (ISBN 0-387-56434-9)

e D.N.Heiger: High Performance Capillary Electrophoresis, Hewlett-
Packard GmbH, Waldbronn, 1992 (ISBN 12-5091-6199E)
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1. AMODSZER ROVID ATTEKINTESE

Az elektroforetikus elvalasztasi modszerek azon alapulnak, hogy elektromos
térben az oldott anyagok kiilonb6z6 sebességgel vandorolnak. A kapillaris
elektroforézisnél (capillary electrophoresis, CE) az elektroforézis egy
vékony, altaldban 25-75 pum belsé atmérdjii, puffer oldattal toltott
kapillarisban torténik. A kapillaris alkalmazésanak szamos eldnye van, igy
példaul az, hogy a kapillaris nagy elektromos ellendllasanal fogva a
rendkiviil nagy téreré (100-500 V/cm) alkalmazdsat csekély hofejlodés
mellett teszi lehetévé. Ezenkiviil a fejlodott hd (Joule-hd) a kapillaris nagy
feliilet/térfogat ardnya miatt jol eloszlik. A nagy elektromos térerd
felbontast biztosit. Az elméleti tdnyérszdm a kapillarison beliili
elektroozmotikus aramlas dugoszerii profiljanak kdszonhetden sok esetben
meghaladja a 10° értéket. Az elektroozmotikus 4ramlas lehetévé teszi
valamennyi oldott részecske egyidejii vizsgalatat, tekintet nélkiil a részecske
toltésére. A CE minimalis mintamennyiséget (1-10 nl) igényel, konnyen
automatizalhatd. A modszer egyik legnagyobb eldonye a Iehetséges
alkalmazésok rendkiviil széles kore. Mig a kapillaris elektroforézist eleinte
csak biologiai makromolekuldk vizsgalatdhoz hasznaltdk, ma mar
hasznaljak aminosavak, kirdlis vegyliletek, vitaminok, peszticidek,
szervetlen ionok, szerves savak, peptidek ¢és fehérjék, szénhidratok,
oligonukleotidok ¢és DNS részek, de még egész sejtek ¢€s virusok
elvalasztasahoz és meghatarozasahoz is. Mivel az elektroforézises, illetve a
kromatografias elvalasztasok mechanizmusai eltérnek, igy e vizsgalatok
kolcsondsen  kiegészithetik egymast. Ezenkivil a CE egyszerlibb
modszerfejlesztést, minimalis oldat mennyiségekkel €s gyakorlatilag szerves
oldoszerektdl mentes munkat tesz lehetévé. Ezen elonyok és lehetdségek
kovetkeztében a CE-nek jO esélye van arra, hogy rovid idon belill az
els6szamu elvalasztasi technikava valjon. Mindazonaéltal, a CE még nem
tekinthet6 teljes egészében kidolgozott modszernek (példaul a HPLC-hez
képest) sem a moddszer elmélete, sem az alkalmazasi lehetdségek
tekintetében.
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Detektor

Kapillaris

N DU Elektrod
' Elektrod

1. 4bra A CE késziilék vazlatos elrendezése

A CE egyik legfontosabb jellemzdje a késziilek felépitésének egyszerlisége.
Az 1. abran egy tipikus kapillaris elektroforézis késziilék vazlatos
elrendezése lathatd. Egy vékony, puffer oldattal t61tott kvarce kapillaris végei
puffer oldatokba meriilnek. A puffert tartalmaz6 edényekben taldlhatok a
nagyfesziiltségli tapegység és a kapillaris kozotti elektromos vezetést
biztosito elektrodok is. A minta bevitele a kapillarisba egy (altalaban az
anodnal 1évd) pufferes edénynek a mintat tarold edénnyel vald
kicserélésével €s ezt kovetden kiilsé nyomas vagy elektromos tér egyidejii
alkalmazésaval torténik. A pufferes edény visszahelyezése utan elektromos
tér alkalmazédsa miatt a minta egyes komponensei elvalnak. A komponensek
optikai detektalasa leggyakrabban a kapillaris masik vége kozelében,
kozvetleniil a kapillaris falan keresztiil torténik.
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2. TORTENETI HATTER

Az elektroforézis a toltéssel rendelkezd részecskéknek (ionoknak) az
elektromos térben vald vonzd és taszitdo kolcsonhatasok altal kivaltott
kiilonb6zé mértékli elmozdulasaiként hatarozhatdo meg. Az elektroforézist,
mint elvalasztasi technikat Tiselius 1937-ben vezette be. Amikor kiilonb6z6
fehérjéket tartalmazo oldatot helyezett egy, a végeinél puffer oldatokkal
érintkezd csébe, és elektromos fesziiltséget kapcsolt a csO végeire, azt
talalta, hogy a minta komponensei toltésiiktél és mozgékonysaguktol
figgden kiilonb6zé sebességgel kiilonbozé iranyokba vandoroltak.
Munk4jaért Tiseliusnak késébb Nobel-dijat adomédnyoztak.

Amint azt Tiselius is tapasztalta, oldatokban az elvalasztas hatékonysagat
korlatozza a hédiffuzié és a hdatvitel. Ezért az elektroforézist tobbnyire
rossz hoatvitelli kozegben (pl. poliakrilamid vagy agar6z gélekben) hajtottak
végre. A lap vagy cs6 formdju géleket leginkdbb a bioldgiai
makromolekuldk (nukleinsavak, fehérjék) méretfiiggd -elvalasztasahoz
hasznaltak. Bar ez az egyik legszélesebb korben haszndlatos elvalasztasi
technika, a lap gélelektroforézis alkalmazasanal hossza elemzési idével, kis
elvalasztasi hatékonysaggal, nehézkes automatizalassal és detektalassal kell
szamolni. A 80-as évek elején végre elérhetdveé valtak 75 pum belsd atmérdji
kvarc kapillarisok. Ezek alkalmazasaval készitette el Jorgenson és Lukacs az
elsd kapillaris elektroforézis berendezést.

5-25¢cm o
[/ @) 7/ 300-400 um

y /
—/———25-75um

2. abra A lap gélelektroforézis és a kapillaris elektroforézis méretbeli
Osszehasonlitasa
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Az elsé CE-s nemzetkdzi konferenciat 1989-ben tartottak. Azodta évrdl évre
novekszik a modszerrel kapcsolatos kozlemények, konyvek és konferenciak
szadma, és meredeken nd az eladott CE késziilékek mennyisége.

3. A CE ELMELETE

3.1. Elektroforézis

Az elektroforetikus elvalasztasi modszerek azon alapulnak, hogy elektromos
térben az oldott anyagok kiilonb6z6 sebességgel vandorolnak. Egy ion
sebessége a kovetkezOképpen adhatd meg:

V=l E 1)

ahol v =azion sebessége
pe = az elektroforetikus mozgékonysag
E =az elektromos térerd

Az elektromos térerd (V/cm) az alkalmazott fesziiltség és a kapillaris
hosszdnak hanyadosa. Egy adott ion és kozeg esetén a mozgékonysag
allando, ¢és jellemz6 az adott ionra. Egy részecske mozgékonysagat a
részecskére hatd elektromos erd (Fe) és a kozeg altal kifejtett strlodasi erd
(Fs) hatarozza meg.
Az elektromos erd a

Fe=qE )
a surodasi erd (idedlis, gdmb alaku ionokra) pedig a
Fs=-6nnrv 3)

képletekkel adhato meg,

ahol g =azion toltése
n = az oldat viszkozitasa
r =azionsugara
V = az ion sebessége
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Az elektroforézis soran e két eré egymassal egyenld, iranyuk ellentétes, igy
felirhato, hogy

qE=6nnrv 4)
A (4) egyenletbdl az ion sebességét kifejezve, s behelyettesitve az (1)

egyenletbe kapjuk azt az egyenletet, mely a mozgékonysagot fizikai
allandokkal irja le:

__4
61'CT]I' (5)

Me

Ebbdl az egyenletbdl vildgosan latszik, hogy a kis méretli, nagy toltésii
részecskék rendelkeznek a legnagyobb mozgékonysdggal, mig a nagy
méretli, de kis toltésti részecskék mozgékonysaga csekély. Az abszolut
(elektroforetikus) mozgékonysagi adatok, melyek végtelen hig oldatra és
teljes toltésti (a=1, lasd 3. abra) részecskékre vonatkoznak, megtalalhatok a
kiilonbozé  fizikai 4llandokat tartalmazo tablazatokban. Az abszolut
mozgékonysagi értékektdl a kisérleti Uton kapott relativ (effektiv)
mozgékonysagi értékek altalaban eltérnek, mivel ez utobbi értékek fliggnek
a pH-tdl (az oldott anyag pK-jatol) és a kozeg (puffer) osszetételétdl.

Az abszolut ¢és relativ mozgékonysag kozotti kiilonbséget mutatja be a 3.
abra. Ha két részecske abszolut mozgékonysaga teljes toltés mellett
megegyezik, elvileg nem valaszthatd el egymastol, holott valgjaban e
részecskék kiilonbozd pK értékiik, és pH-juk altal megszabott toltésiik miatt
kiilonb6z6 mozgékonysaggal rendelkeznek.
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Teljes toltés

2| pKa‘I pKaZ 1'2
pH

3. dbra Két gyenge sav mozgékonysaganak pH-fiiggése

3.2. Az elektroozmotikus aramlas

A CE miikodésének alapja az elektroozmotikus aramlas (electroosmotic
flow, EOF). Az EOF a folyadék kapillarisbeli tomegtranszportja, mely a
kapillaris belsd falan kialakult feliileti toltések (kettds réteg) kovetkezménye
(4. dbra). Az EOF hozzaadddik az oldott anyagok mozgékonysagan alapul6
aramlashoz, de nincs hatasa az elvalasztas szelektivitasara.

Vizes oldatok esetén a legtobb szilard feliiletnek f6los negativ toltése van.
Ennek oka a feliilet ionosséd valdsa sav-bazis egyensuly kovetkeztében
¢és/vagy ionoknak a feliiletre vald adszorpcidja. Kvarc esetén mindkét
folyamat végbemehet, bar az EOF-t leginkabb a szilanol csoportok (SiOH)
anionos SiO” formaja hatarozza meg (5.a abra). Az EOF pH=4 folott valik
jelentéssé. Nemionos jellegli anyagok (pl.: teflon) szintén kialakithatnak
EOF-t a feliiletiikre adszorbealddo anionoknak kdszonhetden.
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Kapillaris fal
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4. abra A kapillaris falan kialakul6 kettds réteg abrazolasa

Az ellenionok (altalaban kationok) a toltésegyensuly fenntartasa miatt a
feliilet kozelében helyezkednek el, és egy kettdsréteget épitenek ki, illetve a
fal potencidljahoz nagyon koézeli potencialt (zéta potencialt) hoznak létre
(5.b abra). Ha fesziiltséget kapcsolunk a kapillaris végeire, a diffizios kettds
réteget alkotd kationok a katdod felé mozdulnak el. Mivel e kationok
szolvataltak, mozgéasukkal az olddszer részecskéket is a katod felé
vonszoljak (5.c ébra).
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5. abra Az elektroozmotikus aramlas kialakulasa
a, negativ toltésti kvarc kapillaris bels6 feliilete (Si-O’)
b, hidratalt kationok gylilnek 6ssze a feliilet kozelében
¢, tdmegdramlas alakul ki az elektromos tér létrehozasa miatt

Az EOF mértéke sebességi vagy mozgékonysagi értékekkel fejezhetd ki:

Veor=(eE/M) E (6)
vagy
ueor = (€ /M) (7)

ahol  veor = EOF sebessége
peor = EOF "mozgékonysaga"
& = zéta potencial
€ = dielektromos allando

A zéta potencialt a kapillaris falanak feliileti toltése hatarozza meg. Mivel ez
a toltés erdsen pH-fliggd, az EOF nagysaga a pH-val valtozik. Nagy pH
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értékeknél, ahol a szilanol csoportok tilnyomo részben deprotonaltak, az
EOF mértéke joval nagyobb, mint kisebb pH értékeknél, ahol e csoportok
protonalédnak. Az EOF pH=2 és pH=12 kozott akar egy nagysagrendnél
nagyobb mértékben is megvaltozhat.

A kapillarisbeli EOF fontos jellemzdje a lapos aramlasi profil (6.a &bra).
Mivel az d4ramlds hajtoereje egyenletesen oszlik el a kapillarisban,
egyaltalan nincs nyomasesés a kapillarison beliil, s igy az dramlas teljesen
egyenletesnek tekinthetd. A 6.a. dbran jol latszik, hogy az dramlési sebesség
hirtelen csokken a falnal a surlodas kovetkeztében. A lapos aramlasi profil
azért elonyos, mert a részecskék zonainak diszperzidja csak kis mértéki.
Ennek ellenkezdje igaz pumpakkal eldallitott laminéris vagy parabolikus
aramlasokra a csé falanal fellépd deformalod erdk miatt (6.b abra). Az EOF
sebessége ¢és profilja altalaban fiiggetlen a kapillaris belsé atmérdjétdl, de ha
az meghaladja a 200 um-t, az elényds aramlasi profil megvaltozik.

EOF Laminaris aramlas

=
i VAN

6. dbra Aramlasi profilok és részecske zonak

Az EOF egy masik fontos eldnye, hogy az gyakorlatilag az Osszes
részecskét, fliggetleniil azok t6ltésétdl, azonos irdnyll mozgasban tartja. A
szokasos korilmények mellett (vagyis amikor a kapillaris belsé feliilete
negativ t6ltésii) az aramlas az anodtol a katod iranyaba torténik. A katod felé
nemcsak a kationok vandorolnak, de az anionok is, mivel az EOF akar egy
nagysagrenddel is nagyobb lehet az anionok sebességénél. Igy a kationok,
toltés nélkiili részecskék és anionok akar egyetlen CE-s futtatassal is
elemezhetdk. A folyamatot a 7. dbra mutatja be. A kationok vandorolnak a
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leggyorsabban a katod felé az elektroforetikus vonzoerd ¢s az EOF miatt; a
toltés nélkiili részecskéket kizardlag az EOF szallitja, igy a kiillonbozo toltés
nélkiili részecskék itt nem szeparalodnak; a leglassabban pedig az anionok
vandorolnak a katdd felé (az EOF-nek kdszonhetden), mivel ezekre az andd
az EOF iranyaval ellentétes vonzoerdt fejt ki. Kis méretii ionok (pl. K*, Na,
CI') vizsgalata esetén az EOF nagysaga altalaban nem nagyobb ezen ionok
mozgékonysaganal. Ezenkiviil a kapillaris feliileti toltésének modositasaval
elérhetd az EOF csokkentése, s igy a kationok és anionok akéar ellentétes
irdnyba is vandorolhatnak.

7. abra Kiilonbo6z0 részecskéknek az EOF-val szuperponalt vandorlasa a
kapillaris zonaelektroforézisnél

3.3 Az EOF szabalyzasa

Bar a meghatarozasoknal az EOF altaldban eldnyds, gyakran sziikséges
annak szabalyzasa. Nagy pH értékeknél az EOF akar olyan gyors is lehet,
Kis pH értékeknél viszont a negativ toltésti fal kationos részecskék
adszorpcigjat okozhatja (ez kiilondsen a bazikus fehérjék elvalasztasanal
jelenthet problémaékat). Az EOF szabéalyzasahoz elssorban a kapillaris
feltileti toltésének vagy a puffer viszkozitdsanak megvaltoztatasa sziikséges.
Ezek lehetséges modozatait az 1. tablazat foglalja ssze.

Az EOF sebességének csokkentése legegyszerlibben az elektromos tér
csokkentésével lehetséges a (6) egyenletnek megfeleléen. Ennek az
alkalmazasnak azonban szdmos hatranya van az elemzés iddtartama,
hatékonysaga és a felbontds tekintetében. A gyakorlatban a legdramaibb
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valtozas az EOF-ben a puffer pH-janak megvaltoztatasaval érheté el. A pH
valtozasa azonban hatdssal lehet az oldott részecskék toltésére ¢és
mozgékonysagara is. Kis pH-ju pufferek mind a kapillaris feliiletét, mind az
oldott részecskéket protonalhatjdk, mig nagy pH-ji pufferek mindezeket
deprotonaljak. A kiilonb6z6 részecskék izoelektromos pontjdnak ismerete
gyakran hasznos lehet a megfeleld pH-ju puffer kivalasztasahoz. Az EOF
szabalyozhato a  puffer ionerOsségének ¢és  koncentracidjanak
megvaltoztatasaval is. A pufferek szokdsos koncentracidtartomanya 1-500
mM, nagyobb koncentraciok alkalmazésat korlatozza a kapillaris belsejében
jelentkezd hoéfejlodés. Ezenkiviil az EOF valtoztathato a kapillaris falanak
modositasaval (stabil réteg kialakitdsaval vagy specidlis adalékokkal) is.
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1. tablazat Az EOF szabalyzasdnak modszerei

Viltozo

Eredmény

Megjegyzés

Elektromos tér

Aranyos véltozas az
EOF-ben

Csokkentésével az elvalasztas hatékonysa
és a felbontas csokkenhet
Novelésével jelentds Joule-ho fejlédhet

Puffer pH

Az EOF kis pH-nal
csokken,
nagy pH-nal né

A legegyszerlibb és legeredményesebb
moédszer az EOF szabalyzasahoz
Megvaltoztathatja az elvalasztando
részecskék toltését vagy szerkezetét

Tonerésség vagy
puffer-
koncentracio

Novekedésével csokken
a zéta potencial és az
EOF

Nagy ionerdsség nagyobb aramerdsséget «
Joule-hét eredményez

Kis ionerdsség problémakat jelenthet a
minta adszorpcidja miatt

A kapott jel alakja torzulhat, ha a
vezetOképesség eltér a minta
vezetOképességétol

Homérséklet

A viszkozitas 2-3%-kal
valtozik °C-ként

Valtoztatdsa gyakran hasznos, mivel a
hémérsékletet a késziilék maga képes
szabalyozni

Szerves modosito

Megvaltoztatja a zéta

Komplex valtozasok, hatasukat

adalék potencialt és a legegyszeriibben kisérletesen lehet
viszkozitast (altalaban meghatdrozni
csokken az EOF) e Megvaltozhat a szelektivitas
Feliiletaktiv Hidrofob és/vagy ionos e Feliiletaktiv anionok ndvelhetik az EOF-t
anyag kolcsonhatasokkal a e Feliiletaktiv kationok csokkenthetik az EC

kapillaris falara

t vagy megfordithatjak annak iranyat

adszorbealodnak e Jelentdsen megvaltoztathatja a szelektivit:
Toltés nélkiili, Hidroféb o (Csokkenti az EOF-t a feliileti toltések
hidrofob kolcsonhatasokkal a elfedésével és a viszkozitas novelésével
polimerek kapillaris falara

adszorbealddnak
Kovalens Kémiai kotés a kapillaris e Sokféle modositas lehetséges (hidrofob
kotéssel kotodé — falahoz jelleg mértéke vagy toltés)
anyagok o A stabilitds gyakran problémakat okoz
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3.4 Analitikai paraméterek

Mozgékonysag és migracios ido

A migracios i1d6 az az iddtartam, ami az adott részecskének a detektalas
helyéig valé vandorlasdhoz sziikséges, s ami megadhato a migracios
tavolsag €és a részecske sebességének hanyadosaként. A migracios ido ¢€s
mas kisérleti paraméterek alapjan szamithato ki a latszolagos mozgékonysag

(u):

_1_L
M2 T w ®)

ahol W = pe + peor
V = fesziiltség
| = akapillaris effektiv hossza (a kapillaris hossza a detektorig)
L = akapillaris teljes hossza
t = migréacios id6
E = elektromos térerd

Diszperzio

Az elektroforézisnél az elvalasztds a részecskék mozgékonysagbeli
kiilonbségén alapszik. A zondk jo elvalasdhoz rovid zonak eldnydsek. A
zonak hosszat azonban a kiilonb6zd tényezok, diszperzios folyamatok
(hossziranyti  diffuzié, Joule-hé fejlédés, hosszi injektalds, minta
adszorpcidja a kapillaris falara, a minta és a puffer jelentésen eltérd
vezetdképessége, stb.) novelik. Igy, a diszperzio forrasa a zonan beliili
részecskek eltérd sebessége. A diszperzid az alapvonal csucsszélességével
(Wy) jellemezhetd, mely Gauss-gorbe alakt jel esetén

W,=40c 9)

.....

Az elvalasztas hatékonysagat az elméleti tanyérszammal (N) fejezik ki:

(10)
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ahol 1 = a kapillaris effektiv hossza, és forditottan ardnyos egy elméleti
tanyérnak megfelelé magassaggal (H):

H=—
N (11)

Idedlis koriilmények kozott (vagyis amikor kicsi az injektalt minta hossza,
nincs kolesonhatés a részecskék és a fal kozott, stb.) a hossziranyu diffazio
az egyediilli forrasa a részecskék zonakiszélesedésének, mivel a
keresztiranyu diffuzi6 a dugészerti dramlasi profil miatt altaldban nem okoz
problémat. Igy a hatékonysag aranyos a kromatografidban hasznalatos
molekularis diffuzio kifejezéssel, vagyis:

_ 2DIL
HeV (12)

0'2=2Dt

ahol D = az adott részecske diffuzios koefficiense.
A (12) egyenletet behelyettesitve a (10) egyenletbe megkapjuk a tanyérszam
elektroforetikus kifejezését:

_ peVl _ peEl
2DL 2D (13)

Az elméleti tanyérszam meghatdrozhato  kozvetleniil a  kapott
elektroferogram alapjan is:

¢ 2
N = 5.54(—)
W1/2 (14)

ahol t = a migracios id6
Wi, = akapott csucs félértékszélessége

Felbontas
Az elvalasztastechnikdban a végsd cél a mintanak komponenseire vald
bontasa. A felbontés a legegyszeriibben a kovetkezképpen adhaté meg:
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R = Atz -t1) -1

Az egyenlet szamlalojaban szerepld tagok az elvalasztasi folyamatot, a
nevezdbeli tagok pedig az ez ellen hat6 diszperzios folyamatokat jellemzik.

4. A CE MODSZEREI

A CE alapvet6 modszerei a kapilldris zonaelektroforézis (CZE), a micellaris
elektrokinetikus kromatogrdfia (MEKC), a kapillaris gélelektroforézis
(CGE), a kapillaris izoelektromos fokuszdlas (CIEF) és a kapillaris
izotachoforézis  (CITP). E  kiilonboz6  elvélasztasi  modszerek
mechanizmusait foglalja Ossze a 2. tadblazat és a 8. dbra. Az egyes
modszerek haszndlatahoz tobbnyire egyszerlien csak a puffer dsszetételét
sziikséges megvaltoztatni. A felsorolt moddszerek koziil csak a CZE-t
targyaljuk részletesebben.

2. Tablazat A CE modszerei

Moédszer Az elvalasztas alapja
Kapillaris zonaelektroforézis Szabad részecskék mozgékonysaga
Micellaris elektrokinetikus kromatografia Hidrofob/ionos kélcsonhatasok micellakkal
Kapillaris gélelektroforézis Meéret és toltés
Kapillaris izoelektromos fokuszalas Izoelektromos pont

Kapillaris izotachoforézis Hatarfeliiletek mozgasa
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a,  Zobnaelektroforézis

=0
t>0
b, IEF Mintaval és amfolitokkal t5ltott
t=0
Kis pH <«— pH gradiens Nagy pH
AA BB Cc DD EE | 66 HH 50
AA BB CC DD EE 66 HH
¢, ITP
L t=0
T L t>0

8. abra A CZE, CIEF és CITP illusztralasa

A CZE egyszerlisége ¢és sokoldallisaga miatt a leggyakrabban hasznalatos
CE modszer. A kapillaris csupan a pufferrel van toltve, az elvalasztas alapja
az, hogy a kiilonb6zd részecskék diszkrét zondkban mas-mas sebességgel
mozognak. Kationok és anionok elvalasztasa egyarant lehetséges az EOF-
nek koszonhetden, de az EOF a toltés nélkiili részecskéket is mozgatja
(elualja) (7. és a 8.a abra).
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5. A KAPILLARIS ZONAELEKTROFOREZIS (CZE)
ALKALMAZASI TERULETEI

Bar a CZE alig tizéves technika, a megismert alkalmazdsok kore egyre
sz¢élesebb, a kozlemények szdma jelenleg, a 90-es évek végén
exponencialisan nd. A CZE-nek eddigi révid "élete" soran is mar olyan sok
alkalmazasi teriiletét tartdk fel, hogy ezek koziil csupan néhdny fontosabb
tertlilet felvillantasara van itt lehetdség.

A CZE-t gyakran alkalmazzak biologiai kutatasoknal, els6sorban peptidek
¢és fehérjék meghatarozasanal. Példdul a cukorfehérjék tipikusan azok a
vegyiiletek, melyeket a  hagyomanyos  gélelektroforézis  vagy
folyadékkromatografids modszerekkel nehéz elemezni, ugyanakkor a CZE
itt elényosen hasznalhato. JelentOs sikereket értek el a "peptid-térképek"
CZE-s felvételénél is. A '"peptid-térkép" készitésénél a fehérjéket
enzimekkel vagy vegyszerekkel kis peptidrészekre tordelik szét, majd a
peptidek e keverékét elemzik. E vizsgalat elsdsorban mindségi jellegli és a
fehérjék kozti finom kiilonbségek feltarasara jo. Egy, CZE-vel kapott
peptid-térkép a 9. abran lathato.

mAU
30 A

28 1
26
24 -

22

20 -

18

1 T 1 T 1

5 6 1 8 9 10 1 12
1d6 (perc)

9. abra Peptid-térkép. Koriilmeények: minta: BSA standard, puffer: 20 mM
foszfat, pH=7, V=25 kV, 1=50 cm, bels6 atmérd: 50 um, A=200 nm

-
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A CZE ugyancsak jol hasznosithato a nagynyomasu
folyadékkromatografiasan (HPLC) tisztitott fehérjék masodik dimenzids
elemzéséhez (10. abra).

mAU . mAU .
16 1 15. frakcid 18. frakcid
| 16
14
14 -
12 - 12
10 4 10 -
8 - 8 4
6 4 6 4
4 4
2] WL».. 2 -M
n 13 15 17 19 0 12 1 16 18
1d6 (perc) 1d6 (perc)

10. &bra Forditott fazist HPLC-s technikaval elvalasztott peptidek CZE
elemzése
Koriilmények: puffer: 30 mM borat, 17 mM foszfat, pH=8.2, V=25 kV, 1=70
cm, belsd 4tmérd: 50 um, A=200 nm

Optimalt feltételek mellett, a CZE esetén elérhetdé nagy elvalasztasi
hatékonysag elegendd lehet két anyag kozotti egészen kis szerkezeti
kiilobségek felismeréséhez is. A 11. 4dbran lathat, hogy még két, olyan 8
aminosav hosszisagu peptid is elvalaszthatd, mely csupdn egy aminosav
hogy még a konformacids kiilonbségeknek is hatasuk van az anyagok
elektroforetikus mozgékonysagara.
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mAU Se_:zlyri))t_enzin
62 Neurotenzin
60 N
56 -
52
48 -
44 -
07 SN
6 T
1d6 (perc)

11. dbra Neurotenzin izomerek CZE elemzése (A neurotenzin aminosav-
sorrendje: pGlu-Leu-Try-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu és
pGlu-Leu-Try-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-D-Tyr-lle-Leu)
Koriilmények: minta: 0.025 mM mindkét izomer, puffer: 30 mM borat,
pH=8.3, V=18 kV, 1=65 cm, belsd atmérd: 50 um, A=200 nm

Anionos vegyiiletek gyakran elemezhetdk a szokasos polaritas mellett is, ha
a nagy EOF ellenstlyozza ezek negativ elektroforetikus mozgékonysagat.
Nukleotidok esetén a CZE elvalasztds gyorsabb, mintha gradiens elicios
HPLC-s modszert hasznalnank (12. abra).
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50

40 -

30 A

mAU 200nm

20 4

NAD + AMP

NADP *
NADH

ADP /

i U

NADPH

ATP

+ T 1 1
2 4 6 8
min

10

12. abra Nukleotidok és koenzimjeik CZE elemzése
Koriilmények: puffer: 20 mM foszfat, pH=7.5, V=25 kV, 1=56 cm, belso

atméro: 75 um, A=200 nm

A CZE-vel kdnnyen azonosithatok és mennyiségileg is meghatarozhatok

¢élelmiszerekhez

adalékolt tartositoszerek,

szintetikus festékek, vitaminok.

mAU 1

80

60 -

40 -

20

1 fenilalanin

2 aszpartam

3 p-propil-hidroxibenzoat
4 p-etil-hidroxibenzoat

5 p-metil-hidroxibenzoat
6 dihidroxi-ecetsav

édesitdszerek  (13.

abra),

7 ciklamat

8 szorbinsav

9 benzoesav

10 aszpartamsav
11 szacharin

4 9
2
3 5
5 8 o 12
0 —’ N_A
38 438 58 6.8 78
min

13. dbra Mesterséges édesito- és tartositoszerek CZE elemzése
Koriilmények: puffer: 20 mM borat, pH=9.4, V=30 kV, 1=56 cm, bels6

atmérd: 50 um, A=192 nm
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A CZE hasznalhato szervetlen kationok, anionok ¢és szerves savak
meghatarozasdra is, melyeket hagyoméanyosan ionkromatografias
modszerekkel szoktak elemezni. Mivel ezekben az anyagokban tobbnyire
nincs megfelelé kromofor (szinhordozo) csoport, indirekt UV detektalast
kell alkalmazni. Indirekt detektaldsndl a puffer az adott hullamhossz-
tartomanyban erdsen elnyel6 anyagot (pl. krométot vagy imidazolt)
tartalmaz ¢és a detektalds ezen anyagok abszorpciés maximuman torténik
(pl.: kromat esetén 254 nm-en). Amikor a minta z6énai athaladnak a
detektalds helyén, abszorbancia csokkenés kovetkezik be, mivel a minta
nem kromofor komponensei kiszoritjak ("higitjak") a kromofor puffert. A
kis méretii kationok nagy mozgékonysaga miatt az EOF nem elég nagy az
ellenkez6 iranyba vandorld ionok (anionok) szallitasahoz, igy a kationok és
anionok egyszerre 4ltaldban nem vizsgalhatok. A 14. 4bran 1-10
szénatomszamu alifas karbonsavak elektroferogramja lathato.

mAU
0,00

-0,01

-0,02

- 0,03f a

-

0 3 6 9 12 15

1d6 (perc)

14. abra Kis szénatomszamu alifas karbonsavak CZE elemzése
Koriilmények: minta: C;-Cyg alifas karbonsavak (mindegyik 25 ug/ml),
puffer: 5 mM dinitro-benzoesav, 0.5 mM CTAB, pH=9.0, 40% aceton;

V=25 kV forditott polaritas;
1=50 cm, belsd atmérd: 75 um, A=214 nm
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6. A CE KESZULEK FELEPITESE

A CE késziilék felépitését a 15. abra mutatja be. Egy CE késziilékkel torténd

mérés 4 egymast kovetd 1épésbol all:

1. bemeneti pufferedényke cseréje a mintat tartalmazo edénykével,

2. a minta bejuttatasa a kapillarisba kis nyomds vagy fesziiltség
alkalmazasaval,

3. a bemeneti pufferedényke visszahelyezése,

4. fesziiltség alkalmazésa az elvéalasztashoz.

Ezt kdvetden a minta elvaldo komponenseinek zonai elérik az optikai ablakot,

ahol a spektrometrids detektalas torténik. A kovetkezOkben a minta

injektalasahoz, elvalasztasahoz, detektdlasahoz és a folyadékok kezeléséhez

sziikséges részegységekrol, modszerekrol lesz szo.

Kapillaris termosztalas

Diodasoros
detektalas

Puffer oldat -

15. abra A CE késziilék vazlatos felépitése
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6.1. Injektalas

A nagy elvalasztasi hatékonysag elérése céljabol csak nagyon kis minta
mennyiséget szabad a kapillarisba juttatni. A kapillarisba bejuttatott minta
(injekcids dugd) hosszanak kisebbnek kell lennie a kapillaris hosszanak 1-
2%-andl. Ez azt jelenti, hogy az injekcids hossz a kapillaris hosszatol és
belsé atmérdjétol fiiggden csupan néhany mm, vagyis a minta térfogata nem
tobb 1-50 nl-nél. igy, elméletileg egyetlen 5 pl-nyi mintaoldatbél mar akar
egy sorozatmérésre is lehetéség van. Nagyobb mintatérfogatok
alkalmazasanak két lényeges hatdsa van, de mindketté hatranyos a
felbontasra nézve. Egyrészt a diffuzid altal megszabott zdnaszélességnél
nagyobb injekciés hossz ardnyosan szélesebb csucsokat eredményez.
Masrészt novelheti az elektromos tér inhomogenitdsat és eltorzult forméju
csticsokat okozhat a minta z6nai és a puffer eltérd vezetOképessége miatt.
A két leggyakrabban hasznalt CE minta beviteli modszer a hidrodinamikai
¢s az elektrokinetikus injektalas (16. abra). Az injektalt minta mennyisége
egyik esetben sem ismert pontosan, de konnyen kiszamolhato. Mintatérfogat
helyett, hidrodinamikus injektalasnal a nyomas-id6, elektrokinetikus
injektalasndl pedig a fesziiltség-id6 paramétereket szokas megadni.

a’

Nyomds Hidrodinamikus

¢

16. dbra A minta injektalasanak modszerei a CE-nél
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Hidrodinamikus injektalas

A hidrodinamikus injektalas a legéltalinosabban hasznalatos CE
mintabeviteli modszer. Végrehajthatdé, ha a kapillaris injekcidos végénél
nyomast, vagy a kapillaris masik végénél vakuumot alkalmazunk, vagy
pedig ha az injekcids edénykét megemeljik a kapillaris masik végéhez
képest (hidrosztatikus injektalas) (16. a, b, ¢ abrak).

Az injektalt minta térfogata a Hagen-Poisuille egyenlet alapjan szamithato:

4
térfogat = APd mt (16)
128nL

ahol AP =nyomaskiilonbség a kapillarisban

d = akapillaris bels6 atmérdje

t =id6

n = a puffer viszkozitasa

L = akapillaris hossza

A szokasos injekcios nyomas és id6 paraméterek 25-100 mbar, illetve 0.5-5
s. A hidrosztatikus injektalasnal a AP nyomaskiilonbség a (17) képletbdl
szamolhat6. Altalaban 5-10 cm-re emelik a mintafiolat a kapillaris masik
végéhez képest 10-30 masodpercig.

AP =38 g Ah (17)

ahol & = apuffer oldat stirlisége
g = gravitacios allando
Ah = az edények kozo6tti magassagkiilonbség

Ha az érzékenység nem kiilondsebben fontos az elemzésnél, akkor a lehetd
legkisebb injekcios hosszt érdemes hasznalni. Az injekcid ismételhetdsége
azonban romlik nagyon rovid injekcids id6k esetén. Bar a késziilékek
injekcids ismételhetdsége altalaban 1-2 %-ndl is jobb, a csucsteriiletbeli
ismételhetdséget szamos tényez0 ronthatja (pl.: a kapillaris hdmérsékletének
valtozasa, a minta kdlcsonhatasai a kapillaris falaval, a cstcsok integralasa
kis jel/zaj viszonynal stb.). A kapillaris hémérsékletének pontos szabalyzasa
(£ 0.1°C) fontos az allandd injekcios térfogat biztositdsahoz is, mivel a
migracios 1d0, illetve a kapillarisban a puffer viszkozitasa, s igy az injektalt
mennyiség 2-3 %-kal valtozik °C-onként. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik



133

a minta oldat nem kivant felszivodasat a kapillarisba, az injektalasnak olyan
rovid id6tartamutnak kell lennie, amilyen révid csak lehet.

Elektrokinetikus injektalas

Az elektrokinetikus (vagy mas néven elektromigracios) injektalas esetén a
kapillaris bemeneti végét a mintatartd edénykébe helyezik és fesziiltséget
kapcsolnak ra (16.d abra). Ilyenkor a térerdsség 3-5-szor nagyobb, mint
amilyet elvalasztaskor szokas hasznélni. Elektrokinetikus injektdlasnal a
részecskék migraciod, illetve az EOF szivo hatdsa révén jutnak be a
kapillarisba. Az elektrokinetikus injektalas sajatsaga, hogy a kapillarisba
juttatott mennyiség fligg az egyes részecskék elektroforetikus
mozgékonysagatol. Egyfajta pozitiv diszkriminacié torténik az ionos
részecskéket illetden, mivel a mozgékonyabb ionok nagyobb mennyiségben
jutnak a kapillarisba, mint a kevésbé mozgékonyabb ionok és mas
részecskék. Az injektalt mennyiség (Q) (g vagy mol) a kovetkez6képpen
szamolhato ki:

2
Q- (ke + BEoR)VRr“Ct
L (18)
ahol . =arészecske elektroforetikus mozgékonysaga
neor = az EOF mozgékonysaga
V  =fesziiltség

r = kapillaris sugara

C  =arészecske koncentracigja
t =1do

L  =akapillaris teljes hossza

A (18) egyenlet alapjan az injektalt minta mennyisége az EOF-t6l, a minta
koncentraciojatol és mozgékonysagatol fligg. A  vezetOképességben
bekovetkezd valtozasok, melyek okai elsésorban a matrix hatdsok (nagy
mennyiségli nem detektalt ion, példaul Na® vagy CI), kiilonbdzo
fesziiltségeséseket, ¢és gy  kiilonbozé  injektdlt  mennyiségeket
eredményeznek. Emiatt az elektrokinetikus injektalds altaldban kevésbé
reprodukélhaté méréseket tesz lehetévé, mint amilyen a hidrodinamikus
injektalassal elérhetd. Emellett azonban az elektrokinetikus injektalasnak is
vannak pozitiv oldalai: nagyon egyszerli, nem igényel kiilon
miiszerezettséget, elOnyosen alkalmazhatdo viszkdézus mintak, gélek
elemzésénél, amikor a hidrodinamikus injektalas nem hasznalhato.
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6.2 Elvalasztas

Az elvélasztasi folyamatnal a kapillarist, a CE késziiléknek a kapillaris
termosztalasat végzo rendszerét €s elektromos tapegységét hasznaljuk.

6.2.1 Kapillaris

A kapillaris anyaganak kémiailag és elektromosan inertnek, UV és lathato
fényt ateresztonek, hajlékonynak, de ugyanakkor kelléen szilardnak és nem
tul draganak kell lennie. Ezen kovetelményeket jelenlegi ismereteink szerint
a kvarc elégiti ki leginkabb. A kvarcot mar régota hasznaljak optikai celldk
és gazkromatografidss (GC) kolonnak anyagdul. A GC-s kolonnakhoz
hasonldan, a CE kapillarisokat is poliimid véddréteggel boritjak a kapillaris
erdsitése és konnyebb kezelhetdsége miatt. A detektalas helyén, az optikai
ablakban ez a milanyag réteg konnyen leégethetd, vagy lekaparhato. A
kapillaris lecsupaszitott néhany mm-es szakasza azonban igen torékennyé
valik, igy ovatosan kell vele banni. Altalaban 25-75 pum belsé, és 350-400
um kiilsé atmérdji kvarc kapillarisok hasznalatosak. A meghatarozas idejét
tekintve a rovid kapillarisok alkalmazasa elonyds. A leggyakrabban
hasznalatos effektiv kapillarishosszisag 50-75 cm. Ennél 5-15 cm-rel
nagyobb a kapillaris teljes hossza, vagyis a detektor €s a kapillaris kimeneti
vége kozotti tavolsag. Az elényds, ha az effektiv hosszsag a kapillaris
teljes hosszanak lehetd legnagyobb részét kiteszi a nagy elektromos térerd
hasznalata, és a kapillaris kondiciondldséhoz, illetve az elemzéshez
sziikséges 1d6 csokkentése miatt.

6.2.2 A kapillaris kondicionalasa

A jo mérési reprodukalhatosag eléréséhez nagyon fontos a kapillaris
kondicionalasa, a  reprodukalhatdo  kapillaris  feliilet  kialakitasa.
Kondicionaldsnal a cél a kapillaris belsé feliiletére adszorbealt anyagok
eltavolitasa és a feliilet felujitasa a szilanol csoportok deprotondlasaval. A
kondicionalas a kapillaris mosatasat jelenti elébb 1 M NaOH-val, majd 0.1
M NaOH-val, ezt kovetden pedig a pufferrel. A meghatarozasok eldtt csak
az utdbbi egy vagy két 1épést kell végrehajtani. Mds mosasi eljarasok is
ismeretesek (pl.: erG6s savval, metanollal, dimetil-szulfoxiddal vagy
kiilonb6z6 detergensekkel). Az allando feliileti toltés kialakitasa torténhet a
puffer komponenseinek a kapillaris feliiletére vald adszorbcidjaval is (pl.:
foszfat pufferek esetén).
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6.2.3 A kapillaris termosztalasa

A reprodukélhatd mérések végrehajtasdhoz elengedhetetlen a kapillaris
homérsékletének allando értéken tartasa. = 0.1 °C pontossagu
hémérsékletszabalyzas elsdsorban a migracidés idé €s a mintainjektalas
viszkozitasfiiggése miatt sziikséges. Ezenkiviil a kapillarist el kell szigetelni
a kornyezet homérsékleti valtozasaitél. Bar a folyadéktermosztalas
elméletileg hatékonyabb, a légtermosztalas (= 10 m/s sebességii levegd
aramoltatdsa) 4altalaban elegendd a CE-nél képz6dd viszonylag kis
mennyiségli hé elvezetéséhez. A légtermosztalasos rendszerek eldnye az
egyszerl felépitésiik és haszndlatuk.

6.2.4 Nagyfesziiltségii tapegység

A CE-nél a maximalisan korilbelill 30 kV fesziiltségi és 200-300 pA
aramerdsségli  elektromos 4aram eldallitdsdhoz egyenaramu tapegység
hasznalatos. A migracios id6k nagyfoku reprodukalhatoésagahoz (+ 0.1 %)
jol szabalyozott fesziiltség sziikséges. A CE-nél hasznalatos tapegységeknél
a polaritas altaldban megvaltoztathatd. A szokdsos koriilmények mellett az
EOF a katod felé mozdul. Ebben az esetben az injektdlds az anodnal
torténik. Azonban, ha az EOF-t csokkenteni vagy megforditani akarjuk,
sziikség lehet az elektrédok polaritdsanak megforditasara. Bar az éllando
fesziiltségen torténd elemzések a leggyakoribbak, néha az dallando
aramerdsséggel, vagy az allando teljesitménnyel vald6 munka az elényds (pl.:
izotachoforetikus elemzések). A CE-s tapegység masik sajatsaga, hogy
alkalmas  fesziiltség, 4ramerdsség  vagy  teljesitmény  gradiens
megvalositdsara a meghatarozas idétartama alatt. Ezt a fajta elektromos tér
programozast hasznaljdk a mérések elején esetleg bekdvetkezd gyors
hétermelés, vagy a bonyolultabb mintdk meghatarozasdhoz sziikséges
hosszabb mérési 1d6 csokkentése érdekében.

6.3 Detektalas

A CE technikaknal a detektalas egyfajta kihivasnak szamit a kapillaris kis
atmérdje és a felhasznalt, csupan nanoliternyi térfogatli minta miatt. Bar a
CE egyike a legkevesebb mintamennyiséget felhaszndldé modszereknek,
mégsem tekinthetd '"nyomanalitikai" modszernek, mivel nagyon kis
koncentraciok meghatarozasara nem alkalmas, vagy pedig elddusitasi eljaras
alkalmazésa sziikséges. Szamos, a HPLC-s technikakhoz kordbban mar
alkalmazott detektalasi modszert probaltak ki a CE esetére is, de
leggyakrabban az UV-lathato fényabszorpcids detektalas hasznalatos. A 3.
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tablazat a legfontosabb, CE-vel alkalmazhat6 detektalasi modszereket, azok
alkalmazaséanak eldnyeit és hatranyait foglalja 6ssze.

3. tablazat Detektalasi modszerek

Moédszer Kimutatasi hatar Elényok/hatranyok
abszolit (mol) koncentracio (M)
UV-lathato fény 101%-1016 10°-10 e univerzalis
elnyelés e a diddasor spektralis
informéciokat nyujt
Fluoreszcencia 1015-10 107-10° e érzékeny

o altalaban szarmazékképzés
sziikséges a mintabol
Lézer indukalt 10°18-102%0 1014-1016 e nagyon érzékeny
fluoreszcencia e altaldban a minta
szarmazékképzése sziikséges
e draga
Amperometria 1018-1019 10101011 o érzékeny
e szelektiv, de csak elektroaktiv
részecskékre jo
e specialis elektronikai egyszég ¢
mddositott kapillaris sziikséges

Vezetoképesség- 105-1016 107-10 e univerzalis

méres e specialis elektronikai egység és
modositott kapillaris sziikséges

Tomeg- 10%6-107 10%-10° e érzékeny és szerkezeti

spektrometria informaciokat is nyujt

e a CE és MS illesztése
problematikus

Indirekt UV, 10-100-szor e univerzalis
fluoreszcencia,  kisebb mint a e jobb érzékenység mint a direkt
amperometria  direkt modszerek modszerek esetén

esetén

6.3.1 UV-lathato6 fény abszorpcidja

Az UV-lathatd fény abszorpcid elsdsorban univerzalis detektalasi jellege
miatt a legszélesebb korben hasznalatos detektalasi modszer. Kvarc
kapillarisok esetén a detektalas torténhet 200 nm-t6l kezdve a lathatd fény
tartomanyat felolelve. Nagy hatékonysagu detektalasrol azért beszélhetiink,
mert a detektdlds magan a kapillarison ("on-capillary") torténik. Igy a
detektalasi I1épés nem okoz zéna kiszélesedést.
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Mint minden optikai detektornal, a nagy felbontas érdekében a detektalasi
hely szélességének a részecskék zonaszélességéhez viszonyitva kicsinek kell
lennie. Ez a sajatos kapillaris méretekhez tervezett rés alkalmazasaval érhet6
el. Mivel a CE-nél a csicsok 2-5 mm szélesek, a réshossz ezen érték
legfeljebb egyharmada lehet. A detektor tervezésénél figyelemmel kellett
lenni a rovid optikai uthosszra. A fényt kozvetleniil a kapillaris belsejébe
kell fokuszalni, hogy a résnél maximalis athatolas legyen elérhetd, és hogy a
leheté legkisebb mértékben jusson a detektorba szort fény. Mindezek
természetesen hatassal vannak mind az érzékenységre, mind a linedris
kimutatési tartomanyra.

Az ¢érzékenység a kalibraciés gorbe (egyenes) meredekségeként
definidlhatd. Nagyobb meredekség tehat jobb érzékenységgel egyenld. Az
abszorpcids detektalasnal a részecske abszorbancidgja a b abszorpcios
uthossztol, a részecske C koncentracidjatdl és az & molaris abszorpcios
egylitthatojatol fiigg (Lambert-Beer torvény):

A=bCe (19)

A CE-nal az érzékenységet els6sorban a rovid uthossz korlatozza. A
kapillaris gorbiilete miatt, a tényleges ithossz kisebb, mint a kapillaris belsd
atmérdje, mivel a fénynek csak egy kis része halad at pontosan a kapillaris
kozepén.

Nagyobb ¢érzékenység gyakran ugy érhetd el, ha kis UV-tartomanya
hulldmhosszt hasznalunk a detektalashoz. Példaul a peptidek és szénhidratok
nem erds szinhordozok (kromoforok), de jol detektalhatok 200 nm-en, vagy
az alatti hulldmhosszakon. Az ilyen kis hulldmhosszaknal torténd
detektalasnal csak rendkiviil kis mértékben elnyelé puffereket szabad
hasznalni, mivel a nagy hattérabszorbancia ndveli az alapvonal zajat és
csokkenti a jelet. E tekintetben a foszfat és borat pufferek hasznalata
elényds, viszont sajnos a legtobb bioldgiai puffer (HEPES, CAPS, vagy
Tris) hasznalata gyenge eredményekhez vezet 215 nm alatt. A linearis
kimutatasi tartoméanyt nagyban korlatozza a detektorba jutd szort fény.
Idedlis esetben a teljes fény a kapillaris kdzepén, és nem a falon keresztiil
hatol 4t. A CE-nél a lineéris kimutatasi tartomany a kapillaris kis mérete és
gorbiilete miatt altalaban alacsonyabban van, mint a folyadékkromatografias
technikdknal (0.4 - 0.7 AU a CE-nél, 1.2-1.5 AU a LC-nél).

Az ¢érzékenység ¢és a linedris kimutatdsi tartomany ugyan javithatdo a
kapillaris belsd atmérdjének novelésével, ezt azonban korlatozza az a tény,
hogy nagyobb 4ramerdsségek alkalmazasa a kapillaris jelentds
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felmelegedését vonja maga utan. A kapillarisatmérd kétszeres novelése
példdul a jelabszorbancia kétszeres, de az dramerdsség négyszeres
novekedéséhez vezet. A tulzott aramfelhasznalas (és igy hotermelddés)
elkeriilése érdekében olyan specialis kapillarisokat allitottak eld, melyek
atmér6jét csupan az optikai fényat helyén noveltétk meg. Ilyen
kapillaristipust képviselnek a "buborékcellas" (17. abra) vagy a "Z-cellas"
kapillarisok.

Fény

v

17. abra Megnovelt fényutas (buborékcellas) kapillaris

A diddasoros detektalas lehetévé teszi, hogy csupan egyetlen, vagy
egyszerre tobb hullamhosszon torténjen a detektalas. A diddasoros detektor
egy olyan akromatikus lencserendszerbdl all, mely a fényt a kapillarisba
fokuszalja, a fénysugarat ezutan diffrakcios racs bontja fel kiilonbozd
hullamhosszsagu Osszetevdire, majd ezek a megfeleld elrendezésben 1évo
fotodidodakra esnek. A fotodidodak szama akar tobb szaz is lehet, és
mindegyikiik egy keskeny szinképtartomanyt olel fel. A diddasoros
detektalas jol hasznalhatdo arra, hogy egy minta Osszes komponensére
megkapjuk, milyen hulldmhosszakon érhetdk el abszorpciés maximumai.
Egy megfelel6 szoftver automatikusan kiszamolhatja ezen abszorpcios
maximumokat és sziikség esetén hadrom dimenzids 4brazolasban is képes
bemutatni az elemzési i1d6, hullamhossz és abszorbancia kapcsolatat (18.
abra).
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18. 4bra Diddasoros detektalas: 3 dimenzids adatanalizis

7. AZ ELEKTROFEROGRAMOK KIERTEKELESE

Minden analitikai elvalasztasi folyamat célja, hogy valaszt tudjunk adni a
kovetkezd kérdésekre:

1. Milyen 6sszetevOkbdl all a minta?

2. Milyen koncentracidban vannak jelen az dsszetevOk a mintaban?

Mig az elsé kérdés megvalaszoldsaval a mindségi (kvalitativ) analizis
foglalkozik, a masodik kérdésre a mennyiségi (kvantitativ) analizis ad
valaszt.

7.1 Mindségi analizis

A CE-nél a mindségi analizis az elektroferogramon taldlhatdé csticsok
azonositasat jelenti. Ez egy adott cstcs migracios idejének vagy
mozgékonysaganak egy ismert vegylilet kisérletileg kapott megfeleld
eredményeivel vald Osszehasonlitasdval torténhet. Ha wugyanazokat a
migracids idoket, illetve mozgékonysagi adatokat kapjuk, akkor lehet, hogy
a két vegyiilet azonos. A csucsok nagy biztonsaggal valdé azonositdsanak
eljarasa az alabbi:
e Az injektalast megel6zden adjunk a kérdéses vegyiiletbol a mintdhoz. Az
elektroferogramon igy kapott csucsnak nagyobbnak kell lennie az eredeti
csucsnal, méghozza vall kialakuldsa nélkiil.
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e Hajtsuk végre az el6z0 eljarast mas elvalasztdsi modszerekkel is (pl.:
MEKC, HPLC). Ha nem kapunk mas csucsokat is, akkor a csucs
azonositasat mar szinte biztosra vehetjiik.

e Teljes bizonyossagal azonosithatunk egy kérdéses csucsot, ha kémiali
szerkezeti informdciokat is nyerliink a vegyiiletrél (pl.. CZE-MS
technikaval).

A cstcsoknak a migracios idejlik alapjén torténd Osszehasonlitasa allando

kisérleti koriilményeket feltételez. A miikodési paraméterek (pl.:

hémérséklet, puffer pH, puffer ionerdssége, stb.) kis mértékii megvaltozasa
is hatassal lehet a részecskék mozgékonysagara, és igy megbizhatatlanna
valhat a cslics azonositasa.

7.2 Mennyiségi analizis

A mennyiségi analizis informdciét nyujt a minta egy 0Osszetevdjének
mennyiségérdl vagy koncentracidjardl az elektroferogram egy csticsanak
magassaga, vagy terlilete alapjan. Mig a csucsmagassag kozvetleniil
leolvashaté az elektroferogramrdl, a cslcsteriilet meghatdrozasahoz egy
integrald egység (szamitogépes szoftver) sziikséges. Az anyag ismeretlen
mennyisége vagy cx koncentracidja az ax csUcsteriilet és az ismert
koncentracioji standard mintdk a; , csucsteriileteinek korrelacioja alapjan
szamolhato ki. Ehhez két f6 eljaras, a kiils6 standard és a belsd standard
modszerek ismeretesek. Mindkét modszer széles korben hasznélatos az
analitikai kémidban.
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8. GYAKORLATOK A CZE ALKALMAZASAHOZ

A késziilék bekapcsolasa €s iizemképes allapotba hozédsa utan a kapillarist
10-10 percig 0.1 M NaOH-oldattal, majd a puffer oldattal kell mosatni
(kondicionalni). Ezek a sziirt oldatok a gyakorlaton rendelkezésre allnak. A
kondicionalasi eljaras id6tartama alatt kell viszont elkésziteni és 0.45 um-es
szirdn atszlirni az elemzésre vard oldatokat. A gyakorlat sordn az alabbi
feladatok koziil egyet kell végrehajtani.

8.1 Alkalifém és alkalifoldfém ionok meghatarozasa

Korilmények:
Puffer: 5 mM imidazol, pH=4.5 kénsavval beallitva
Kapillaris: let= 56 cm, bels6 atméré= 50 um
Injektalas: 100 mbar s
Hoémérseklet: 25°C
Fesziiltség: 25 kV
Detektalas: 214 nm, indirekt ("negativ csucsok")
Mintak: 1. K Ba*, Ca*, Na', Li* tartalma, ismeretlen
2. 10, 30, 50 pg/ml Ca?*-tartalmu oldatok
3. 1voviz
Feladat:
1. Ca*" migracios idejének megadasa
2. A tobbi ion migraciés idejének valosziniisitése az elektroferogram és a
mozgékonysagi adatok alapjan (K: 0.68, Na: 0.48, Ca: 0.45, Ba: 0.42
cm?/kVs)
3. A Ca®" ismeretlen koncentraciojanak meghatarozasa
4. Az ivoviz 6 fémion-tartalmanak kvalitativ meghatarozéasa

8.2 Alkilaminok meghatarozasa

Koriilmények:

Puffer: 5 mM imidazol, pH=4.5 kénsavval beallitva
Kapillaris: let= 56 cm, bels6 atméré= 50 um
Injektalas: 100 mbar ‘s

Hoémérséklet: 25°C

Fesziiltség: 25 kV
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Detektalds: 214 nm, indirekt ("negativ csticsok")
Mintak:
1. trimetil-ammonium, tetrametil-ammonium, tetraetil-ammonium és

s

2. 5,10, 15 mM tetrabutil-ammoénium ion tartalmu oldatok

Feladat:

1. A tetrabutil-ammonium ion migracids idejének megadasa

2. A tobbi kation migracios idejének valdsziniisitése az elektroferogram és a
mozgékonysagi megfontolasok alapjan

crer

4.

8.3 Nukleotidok meghatarozasa

Koriilmények:

Puffer: 20 mM foszfat, pH=7.5

Kapillaris:  les= 56 cm, belsé atméré= 50 um

Injektalas: 100 mbar s

Homérséklet: 25°C

Fesziiltség: 25 kV

Detektalas: 200 nm

Mintak:

1. NADH, AMP, ADP, ATP tartalmu, ismeretlen koncentracioji oldat
2. 5,10, 15 mM ADP tartalmu oldatok

Feladat:

1. Az ADP migracios idejének megadasa

2. A tobbi nukleotid migracios idejének valdsziniisitése az elektroferogram
¢és a mozgékonysagi megfontolasok alapjan

crer

8.4 Tartésitéoszer anyagok meghatarozasa

Koriilmények:

Puffer: 20 mM borat, pH=9.4

Kapillaris: let= 56 cm, bels6 atméré= 50 um
Injektalas: 100 mbar s

Hoémérséklet: 25°C

Fesziiltség: 30 kV
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Detektalas: 192 nm
Mintak:
oldat
2. 5,10, 15 mM benzoesav tartalmu oldatok

Feladat:
1. A benzoesav migracios idejének megadasa

crer

3. "Coca Cola" konzervaloszerének meghatarozasa



9. A SEGEDANYAGBAN SZEREPLO ROVIDITESEK

LISTAJA

CE Capillary electrophoresis

CGE  Capillary gel electrophoresis

CIEF Capillary isoelectric focusing

CITP  Capillary isotachophoresis

CZE  Capillary zone electrophoresis

EOF  Electroosmotic flow

GC Gas chromatography

HPCE High performance capillary
electrophoresis

HPLC High performance liquid
chromatography

MEKC Micellar electrokinetic
chromatography

MS Mass spectrometry

NF

RSD  Relative standard deviation

uv Ultra-violet

Kapillaris elektroforézis
Kapillaris gélelektroforézis
Kapillaris izoelektromos fokuszalé
Kapillaris izotakoforézis
Kapillaris zonaelektroforézis
Elektroozmotikus dramlas
Gazkromatografia
Nagyteljesitoképességii kapillaris
elektroforézis

Nagynyomast (nagyteljesito-
képességli) folyadékkromatografia
Micellaris elektrokinetikus
kromatografia
Tomegspektrometria
Nagyfesziiltség

Relativ standard deviacio
Ibolyantuli (fény)
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ATOMSPEKTROMETRIA

1. BEVEZETES

A kémiai analizis optikai modszerei nagy modszercsaladot alkotnak. K6zos
jellemzdjiik, hogy a vizsgalati anyag ¢és az optikai sugirzds (fény)
valamilyen  kolcsonhatasat  hasznaljadk  fel az  anyagdsszetétel
megallapitasara. Optikai sugarzasnak nevezziik az elektromagneses sugarzas
azon részét, amely a fizikai optika eszkozeivel és modszereivel vizsgalhato.
Az optikai moddszerek egyik csoportjdban a fényt nem bontjuk fel
hullamhossz szerint (pl. refraktometria, polarimetria). Az optikai modszerek
masik csoportjdban azonban a fény hullimhossz szerinti felbontasara is sor
keriil, ezeket Osszefoglaloan optikai spektroszkopiai modszereknek
nevezziik. Mi most csak az utobbi mddszerekkel kivanunk foglalkozni. Az
optikai spektroszkopiai modszereket két {6 csoportra oszthatjuk: az
atomspektroszkopiai és a molekulaspektroszkopiai modszerekre. Ezt a
felosztast analitikai szempontbdl az indokolja, hogy az el6bbi modszerekkel
az anyagok elemi Osszetétele, az utdbbiakkal pedig a molekuladsszetétel
hatarozhato meg. Az ilyen felosztdsnak tovabbi alapja az is, hogy a kétféle
modszercsoportnak meglehetdsen eltér az elméleti ismeretanyaga.

2. AZ ATOMSPEKTROSZKOPIA KIALAKULASA

Langszinezést Marggraf mar 1758-ban alkalmazott a natrium- ¢s a
kaliumsok megkiilonboztetésére. A 18. szdzad végétél az atomok
spektrumanak vizsgalata a fizikusok érdeklddését is erdsen lekototte.
Wollaston 1802-ben figyelt fel arra, hogy a Nap spektrumaban fekete
vonalak észlelhetk, de ennek a jelenségnek nem tulajdonitott kiilondsebb
jelentdséget, és nem is foglalkozott vele részletesen. Ezeket a vonalakat ma
Fraunhofer-féle vonalaknak nevezziik. Fraunhofer épitette az elsé mai
értelemben vett spektroszkopot, és 1815-t8l kezdve részletesen vizsgalta a
Nap spektrumaban észlelheté vonalakat. Mintegy 576 vonalat ismert fel.
Ezeket a vonalakat az A, B, C, D, E ... a, b, c, d, e ... betlikkel jelolte. (Ebbdl
a jelolésbol maradt rank példdul a natrium kozismert sarga vonalanak
natrium-D elnevezése.) Fraunhofer arra is rajott, hogy az alkohol langjaba
helyezett natrium spektrumaban ugyanott jelenik meg a sarga D-vonal, ahol
a Nap szinképében ez a vonal hianyzik. Herschel 1822-ben mar
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megallapitotta, hogy a langba helyezett kiilonb6z6 sok spektrumanak
vizsgalata modot ad arra, hogy az anyagot egyértelmiien fel lehessen
ismerni. Tulajdonképpen ezzel vette kezdetét a spektralanalizis.

Bunsen az 4svanyvizek soinak elemzésére szintén a langszinezést hasznalta
fel. A Bunsen-¢ég6t abbol a célbdl fejlesztette ki, hogy szintelen gazlanggal
tudjon vizsgalni. (Bunsen ujitdsa abban volt, hogy levegdt vezetett az éghetd
gazhoz, miel6tt az égni kezdett.) Kirchhoff és Bunsen 1859-ben megjelent
kozos cikke nagy lendiiletet adott a kiilonbozOo anyagok spektrumanak
vizsgalatdhoz, mivel megadtak a spektrumra vonatkozo addigi ismeretek
értelmezését: ha az egyes gazok vagy g6zok atomjaival energiat kozliink,
akkor azok rdjuk jellemzd vonalas spektrumot bocsatanak ki (1. abra).
Ugyanezek az atomok viszont képesek a kibocsatott fény hullimhosszaval
egyez6 hullamhosszal rendelkezé fényt elnyelni. Igy jelennek meg az izz6
szilard testek és folyadékok altal kibocsatott folytonos szinképben az
abszorpcids vonalak (Fraunhofer-féle vonalak a Nap szinképében).

Ez a felismerés meggyorsitotta az 0j elemek felfedezésének iitemét. 1861-
ben ilyen modon fedezték fel példaul a céziumot és a rubidiumot, valamint
1866-ban a héliumot is a Nap spektruméban. (A Foldon ekkor még nem
taldlkoztak ezzel az elemmel, és ezért is nevezték el a Nap gordg neve
(helios) utan héliumnak.)

1928-ban készitette el Lundegardh azt a langspektrografot, mely alkalmas
volt az elemek nemcsak mindségi, de mennyiségi meghatirozasara is.
Osszekapcsolta illetve tovabbfejlesztette a mér eldtte is ismert porlasztasi
technikat, acetilén-levegd langot és spektrografiat. A
fotoelektronsokszorozok megalkotdsa utan (Bay Zoltan, 1938) az 1950-es
években megjelentek az elsd fotoelektromos detektaldsi rendszerli emisszios
spektrométerek. Az elsd atomabszorpcids spektrofotométert az ausztral
Walsh és munkatarsai épitették meg 1957-ben. E késziilékek alkalmazasa a
kutatdsban, az iparban, a klinikai, viziigyi ¢és kornyezetvédelmi
laboratoériumokban széleskorii. (Varosunkban is tobb tiz langspektrométer
van jelenleg is hasznalatban.)
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1. abra: Kirchhoff és Bunsen altal hasznalt kisérleti 0sszeéllitas a natrium
spektruménak vizsgalatdhoz. A folytonos sugérzasu fényforras fényét az L
lencse segitségével Bunsen-€g6 langjaba fokuszaltak, a langba egy
spatulaval NaCl-ot vittek. A langot elhagyo fényt a P prizméval bontottak
Osszetevdire, majd az S ernyOn figyelték meg a kapott spektrumot. A
natrium D-vonala fekete vonalként jelent meg a folytonos szinképben.

A langspektrometria harom alapvetd mddszert foglal magaba (2. ébra).
Amennyiben gerjesztett molekuldk, gerjesztett atomok, esetleg gerjesztett
ionok altal kisugarzott molekulasavok illetve atom- és ionvonalak
intenzitasat mérjiik, langemisszios spektrometriardl (FES) beszéliink.

Ha a langon olyan hulldmhosszisdgi fénynyaldbot bocsatunk keresztiil,
melyet az alapallapoti atom képes abszorbealni, és mérjik az igy
bekovetkezett fényintenzitas-csokkenést, akkor langatomabszorpcios
spektrometriar6l (FAAS) van szo0.

Ha az alapallapotii atomokat ugyancsak kiilsé fénnyel sugarozzuk be, de
nem a részecskék altal abszorbealt, hanem az abszorpciot kovetden adott
hulldamhosszon kisugérzott vonalak intenzitasat mérjiik, akkor ez a modszer
az atomfluoreszcens spektrometria (AFS).

A harom moddszer koziil a legnagyobb jelentdsége a langatomabszorpcios
spektrometrianak van. Joval sziikebb teriileten alkalmazhat6 a langemisszios
spektrometria. Az atomfluoreszcens mddszer ugyan igen érzékeny, de csak
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néhany elem meghatarozdsanal vetekszik a FAAS teljesitOképességével,
emiatt viszonylag kevéssé elterjedten hasznalatos. Az utobbi idében egyre
nagyobb jelentoséget kap viszont a langnélkiili atomizaldé modszer

(grafitkemencés atomabszorpcios spektrometria (GFAAS)), mely nagyon
érzékeny ¢€s kis mintaigényt.

E,

- M . Fényemisszio
Atomemisszios & vagy kémiai .
spektroszkopia energia E,—E,
P N abszorpeitja V= h

Ei
Ej A
Fényabszorpeio
Atomabszorpcios E,E,
spektroszkopia Vo = h
E,
E=Z
Fényemisszid
Atomfluoreszcens S E-E
spektroszkopia yabszorp Voo
! h
E:

2. abra: A FES, FAAS és AFS modszerek elve
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3. ALANGSPEKTROMETEREK FELEPITESE

A langspektrométerek legtobb részegysége azonos vagy igen hasonlo, ezért
a kereskedelmi atomabszorpcids késziilékek hasznalhatok langemisszios
spektrométerként is (3. dbra). A FES-nél a vizsgalt részecskéket (gerjesztett
atomokat) pusztan a lang segitségével allitjuk el6, de a FAAS-nél és az
AFS-nél  kiils6 fényforrast hasznalunk az alapallapoti  atomok
gerjesztéséhez. A FAAS-nél a fényforras fénye (pontosabban annak az
alapallapoti atomok altal el nem nyelt része) kozvetleniil a fényfelbonto
egységre, a monokromatorra jut (a fényforras, a ldng és a monokrométor egy
vonalban van), az AFS-nél viszont a fényforras fénye kozvetleniil nem
juthat a monokromatorra, és itt csak az "jra" emittalt fényt mérhetjiik.

Az Ujabb késziilékekben a fény felbontasat végzo egység (monokromator) a
diffrakcios racs, a fény detektdlasa pedig fotoelektronsokszorozdval
torténik. A spektrométerek jelkiolvasd/kijelzd egységei nagyon kiilonbozdek
lehetnek (analog vagy digitélis kijelzok, grafikus "rekorderek") de az Gjabb
késziilékek szinte mindegyike szamitogépes jelfeldolgozast és kijelzést
alkalmaz.

Atomemisszio

OO

Atomizalo Monokromator Kijelzd
egység és detektor

Atomabszorpcio

. @—» A O @
Fényforras

Atomizilé Monokromsitor Kijelzd
egység és detektor

Atomfluoreszcencia

Atomizalo
egység — A O @

Monokromator Kijelzd
és detektor

[ ]
Fényforras

3. dbra: Az atomspektrometrias mdodszerekhez hasznalt késziilékek elve
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3.1 Mintabevitel

A mintabevitel célja (a tobbnyire folyadék halmazallapoti) minta jol
reprodukélhat6, nagy hatékonysagl bevitele a langba gy, hogy a zavar6
hatasok minél csekélyebbek maradjanak (a folyadékot finom aeroszolként
kell bejuttatni a langba). A mintabevitel leggyakrabban porlasztas
segitségével torténik. A porlasztas soran keletkezd kis méretli cseppek a
lang novekvé hémérsékletii zoénain athaladva fokozatosan atalakulnak.
Fontos, hogy a kell6en kis cseppek (> 5Sum) lehetdleg azonos méretliek
legyenek, hogy a keletkez6 cseppek minél nagyobb részének
deszolvatalodasa, és ezt kdvetden az alap-, ill. gerjesztett allapotu atomok
képzddése a lang azonos magassagu részében torténjen.

Az oldatok porlasztasara az indirekt pneumatikus porlasztas a
leggyakrabban alkalmazott modszer, melynek hatasfoka kb. 10 %. A 4.
abran egy elokevert langokhoz hasznalt, tipikus pneumatikus
porlasztorendszer felépitése lathatd. A minta egy mianyag kapillarison jut
be a porlasztoba. Az abran bemutatott koncentrikus porlasztoban a
kapillarisbol kilépd folyadékmintat koriilveszi az égést taplalo gaz (levegd).
Ez a nagy sebességli gaz, kilépve a porlasztofej elején taldlhaté keskeny
nyilason nyomadscsOkkenést okoz a kapillarisban, mely a folyadék
felszivasat eredményezi. A nagy sebességli gaz emellett apr6é cseppekre
tordeli a folyadékot, €s igy aeroszolt kapunk. Ez utdbbi jelenséget nevezik
Venturi hatésnak (5. ébra).

Eghets Egéfej
gaz

Koncentrikus porlaszto L Porlasztott minta

Pt : Ir-kapillaris

Terelélemezek
Minta Milanyag - Vizzar
kapillaris

4. abra: A koncentrikus pneumatikus porlasztorendszer felépitése
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5. abra: A Venturi hatas

A porlasztdé kapilldrisdnak helyzete egy csavar segitségével allithato, ily
modon optimalhato a folyadék felszivasi sebessége és a képz6dd cseppek
mérete. A képzddd primer aeroszol cseppméreteloszlasat tovabb finomitja a
porlasztofejjel szemben elhelyezett {itkoz6gomb (szekunder aeroszol). Az
aeroszol nagyobb cseppjei nekicsapddnak az iitk6z6gombnek, a Kisebb
cseppek viszont ki tudjak azt keriilni (6. &bra). Az igy kapott aeroszol
athaladva a kddkamran az égéfejen keresztiil jut a langba. A kddkamréban
lecsapodott folyadék egy vizzarral ellatott csovon keresztiil tavozik el.

Koncentrikus porlaszté

U — Utkoz6gémb

Allithaté tavolsagok

6. abra: Az iitk6z6gdmb szerepe a szekunder aeroszol kialakitasadban
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3.2 Eg6k és langok

Az els6 spektrométerek Meker-égdket alkalmaztak. Ezek az égoék
tulajdonképpen olyan csdvek, melyek tetejét egy sok lyukbol 4llo lap fedi.
Alkalmazasuk kis sebességgel ég6 langokhoz megfelel6. Jelenleg a réses
égok a leggyakrabban hasznalatos égék. A 10 cm hossza rés kiilondsen a
levegd/acetilén langot alkalmazo6 abszorpcios mérésekhez elonyds. A réses
€gok tervezésében a rés szélessége, hossza €s a fémtest hovezetése alapvetd
fontossagu.

A legéltalanosabban hasznalt langok hdémérséklete 2200-3300 °C
tartoményba esik (1. tablazat). E hémérséklettartomanyban gyakorlatilag
csak E<4.5 eV gerjesztési energidju szinképvonalak gerjeszthetok. A
langszinképekben ily modon a fémes elemeknek csak a kis gerjesztési
energidji, 275 nm-nél nagyobb hulldmhossziisagli atomvonalai (elsésorban
alapvonalak) taldlhatok meg.

A langbdl szarmazé fényemisszid Osszetett. A leggyakrabban hasznalt
acetilén/levegd lang haszndlata esetén az emisszios spektrum a
kovetkezokbdl tevodik dssze:

— a lang alapsugérzasabol (az olddszerbdl, altalaban vizbdl szarmazé OH
gyokok és a langgazokbol keletkezé CH, C; stb. gyokok savjaibol),

— alangban gerjesztett atomok szinképvonalaibol €s a molekulak savjaibol.
A natriumot, kaliumot ¢€s kalciumot tartalmazo acetilén-levegd lang
egyszerlsitett emisszios spektrumat mutatja be a 7. dbra.

v
P
=
E K
£ Na 766.5
coon | 7890
OH e 589,0 769.0
\ 654
Ca 7690

) . . ] . Hultamhossz
200 300 400 500 600 700 806 [nm]

7. abra: Acetilén-levegd lang emisszios spektruma Na, K és Ca jelenlétében
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1. tablazat: A langspektrometridban alkalmazott, sztochiometrikus
gazelegyli langokkal elérhetdé maximalis langhémérsékletek.

Elegypar °C
Szénhidrogén (metan, propan-butan) - levegd 1900
Acetilén - leveg6 2300
Hidrogén - oxigén 2700
Acetilén - dinitrogén-oxid 3000
Dician - oxigén 4500
Szénszubnitrid (C4N2) - 6zon 5300

A langokat tobbféle szempont szerint osztalyozhatjuk. Az egyik felosztas az
éghetd és az égést taplald komponens elegyedési mddja szerint torténik: ha a
gazok az égés eldtt Osszekeverednek, mint pl. a Bunsen égdében, akkor
elokevert langokrol beszEllink, ha az égést taplalo oxigén a langot koriilvevo
levegdbdl jut be a langba, akkor a langot diffuzios langnak nevezziik (ilyen
pl. a gyertya langja).

8. abra: A Bunsen-lang vézlatos rajza
1 az ég0 szaja; 2 az eldmelegedési zona; 3 a reakcidzona; 4 a belsd égési
zona; 5 a kiils6 égési zona, v a gazkeverék aramlési sebessége, Us a lang
€gési sebessége
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Megkiilonboztetjiilk a langokat a komponensek aramlési sebessége ¢s az
égés sebessége szerint is, igy laminaris langoknak nevezziik azokat a
langokat, amelyeknél az aramlast jellemz6 Reynolds-szam (Re) kisebb mint
2300. Nagyobb Re szam esetén, vagyis nagyobb égési sebesség esetén a
lang turbulens. Stacionarius, allé lang akkor jon 1étre, ha a gazok aramlasi
sebessége (v) azonos az égés ellentétes irdnyu sebességével (us), ha ennél
nagyobb, a lang “elszall”, ha kisebb, "vissza¢g”.

3.3 A langban végbemené folyamatok

A folyadékcseppbdl eldszor elparolog az oldoszer, és szilard
aeroszolrészecske (mikroméretii sokristaly) keletkezik, mely a kovetkezd
Iépésben elvesziti kristalyvizét (ha ezzel rendelkezett), majd megolvad és
elparolog, vagyis molekulagdéz képzddik. A lang nagyobb hémérsékletli
atomok keletkeznek (az atomabszorpcios elemzésekhez csak ezek a
részecskék hasznosak!). Természetesen, ha a langhdmérséklet lehetdvé
teszi, a termikus folyamatok tovabb mennek, az alapallapota atomokkal
egyidejiileg a langban gerjesztett atomok, sot ionok is jelen lesznek (ezek a
gerjesztett részecskék csak az atomemisszios elemzésekhez hasznosak!).
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l Porlasztas

Nedves aeroszol

i Deszolvatacio

| Szaraz aeroszol |

i Parolgas

Goz

Ionizacio

Disszociacié
levé részecskék: Tonok —_— — Molekulik

Rekombinacié / / \ Asszociacio

71\

|
A mérés modja: Kiijso sugérAs \Li’mggal torténo gerjesztésl
|

/ szorpciﬁ a \

/ / \
/ / \
/ / \
Mérési adatok: |Abszorpci6 |Fluoreszcencia| |Vonalas emisszio I I Savos emisszio I
Modszer: AAS AFS FES

9. ébra: A langban végbemend folyamatok

3.4 A fény felbontasa

A langot elhagyo fényt megfeleld optikai berendezésen keresztiil vezetjiik a
detektald egységhez. A lang alapsugarzésa, illetve a jelenlevd mas fémek
emisszioja miatt ugyanis kozvetlen fényméréssel nem kaphatunk helyes
eredményeket. Az optikai berendezés segitségével igyeksziink a zavard
sugarzasokat kiiktatni, s csupan a vizsgalt fémre jellemzd, kozel
monokromatikus fénysugarat engedjiik a detektorba jutni. Mig kordbban
kiilonboz6 szinsziirokkel igyekeztek megoldani ezt a feladatot, ma mar
gyakorlatilag csak monokromdtorokat hasznalnak. A monokromatorok kb.
0.01-1 nm szélességli keskeny hulldmhossz-tartomanyt képesek elkiiloniteni
egy széles (190-800 nm) szinképtartomanyon beliil. A monokromatorok két
6 tipusa a prizma és az optikai (diffracios) rdacs. A vizsgalathoz sziikséges
hulldmhosszt a prizma vagy a racs forgatdsaval valasztjdk ki. A rés
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sz¢élességének novelésével a fényintenzitds ugyan nd, de a spektralis
tisztasaga csokken.

A prizma anyaga UV-tartomanyban kvarc, lathatoban iiveg. A prizmas
monokromatorok elénye, hogy fénydus spektrumot adnak; hatranyuk
viszont, hogy felbontoképességiik kicsi.

Az optikai racs olyan iiveg-, kvarc- vagy tiikr6zé fémfelilet, amelyen
egymashoz kozel esd, egymastol egyenld tavolsagra levd (1000-4800
vonas/mm) parhuzamos rovatkék (karcolatok) vannak. A karcolatok koze
fényateresztd rés, a karcolat maga a fényt at nem eresztd akadaly. A
nagyszamu karcolat miatt igen éles maximumokkal rendelkezd elhajlasi
interferenciaképet kapunk (Huygens-elv). A fehér (vagyis kevert) fénnyel
megyvilagitott racs a  kiilonb6zé  hulldmhossziisagh ~ sugarakat
kiilonbozoképpen tériti el. Az egyes hullamhosszaknak, vagyis a szineknek
mas és mas iranyba esO ¢éles vonalak felelnek meg, azaz a racs - akar a
prizma - homogén szinekre bontja a fehér fényt. A 10. abra a prizmaval és a
raccsal eldallitott diszperzids, illetve diffrakcios szinkép néhany szinének
sugarmenetét mutatja. Optikai rdcsként ma mar szinte kizardlag tiikr6zo
fémfeliiletet hasznalnak (lasd 11.a és b abrdkban). A 2. tablazat pedig a
kiilonb6z6 szinekhez tartoz6 hullamhoszakat tartalmazza.

1
ﬁ

ibolya

voros

10. &bra: A prizmaval és a raccsal eldallitott spektrum néhany szinének
sugarmenete
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2. tablazat: Kiilonbozo szindrnyalatokhoz tartozé hullamhosszak

Szinarnyalat Hulldamhossz (nm)
Voros 720
Narancsvoros 656
Narancs 600
Sarga 589
Zold 495
Z06ldeskék 490
Kék 410
Ibolya 396

Ma mar az optikai racsokat tobbnyire nem szimmetrikus karcolatokkal,
hanem Un. echelette karcoléassal 1atjak el, a fényerdsség novelése érdekében.
Az optikai racs alaptipusai: a) sikracs lencsékkel vagy tiikkrokkel kombinalva
(pl. Czerny-Turner- vagy az Ebert-elrendezés), b) konkav racs (pl. Paschen-
Runge-elrendezés), ¢) prizma és racs kombinacidja.

Beléporés
L/%
)

2 szimmetrikus
tikor

Kiléporés

11.a abra: A Czerny-Turner Ebert-elrendezés

Belépdrés L——/V%
)

Forgathato racs

Kilépbrés l

[ =R

11.b 4bra: Az Ebert-elrendezés
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3.5 Detektor

A monokromatoron  keresztiiljutott  fény  erdsségét  kiilonb6zo
mérOmiiszerekkel mérhetjiilk. A langfotometrids modszerek kialakulasanak
elsé éveiben hasznalatos fotografias fénymérés a gyakorlatb6l mara mar
teljesen kiszorult, helyettiik manapsag kizarolag fotocellat vagy
fotoelektron-sokszorozot alkalmaznak. A fotoelektron-sokszorozok erdsitési
faktora (az anddra érkezd elektronok szama osztva a katoédot elhagyd
clektronok szamaval) a 100 értéket is elérheti. Ez azt jelenti, hogy
elektronsokszorozéval olyan kis intenzitasu fény is észlelhetd, amely a
legérzékenyebb fotografiai emulzidn is csak tobb oras expozicid esetén hoz
létre mérhetd feketedést.

A fotoelektron-sokszorozok mitkodésének elve az, hogy a K katodra érkezo
fotonok kiils6 fényelektromos hatassal elektronokat valtanak ki, amelyek a
katdd és a P1 dinod kozotti fesziiltségesés hatasara a dindd felé aramlanak.
A Pl dindd feliiletén a beesd elektronok szekunder elektronemissziot
hoznak létre, amelynek intenzitdsa nagyobb, mint a primer elektronaramé.
Ez a folyamat a kdvetkezé dinddakon (P2-P11) megismétlddik, egészen az
anddig (A). Az elektronok szdma exponencidlisan novekszik a dinodak
szamaval (12. ébra).

Fény

@ Dimjdék

12. 4bra: Fotoelektron-sokszorozos detektalo rendszer vazlata
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4. LANGEMISSZIOS SPEKTROMETRIA (FES)

A langemisszids spektrometria tulajdonképpen a mindségi analizisbdl ismert
langfestési probanak a mennyiségi analitikai alkalmazasa. Mint azt korabban
emlitettiik, mar az alkimistdk is tudtdk, hogy egyes anyagok a szintelen
(borszesz) langot jellemzé modon szinezik. Egyes elemek atomijai
kiilondsen konnyen parolgd vegyiiletiik alakjaban, méar a gazlang néhany
szaz °C fokos hdmérsékletén gerjednek, ionizalodnak, és a felvett hdenergiat
jellemzé hullamhosszisagi - tehat jellemzdé szini - fény alakjaban
sugdrozzéak vissza. Kiilondsen az alkali- és alkalifoldfémeknek van meg ez a
tulajdonsaga, mas elemek atomjai azonban csak joval nagyobb - esetleg csak
tobb ezer fokos hdémérsékleten gerjednek. Ha  egy szilard anyag
vizsgalatanal az anyagot sosavval nedvesitjilk meg, és kb. 1 mm atmérdji
karikara gorbitett végli platina huzalra tapasztva nem vilagité gazlangba
helyezziik, megfigyelhetiink valamely fellobband szint. Sokkal pontosabba
tehetjik a vizsgalatot, ha nem szabad szemmel, hanem kis kézi
spektroszkoppal észleljiik és figyeljilk meg a langfestést. Ebben az esetben a
késziilék latoterében megjelend szines vonalak hulldmhossza is
megallapithaté a lathato szinkép tartomanyban (400 és 800 nm kdzott).

A langemisszids vizsgalatok elméleti alapja, hogy amikor egy atom egy
energiakvantumot elnyel, gerjesztett dllapotba keriil. Ha a gerjesztett atom
visszatér az alapallapotba, fényt bocsat ki. Amikor példaul tiveget hevitiink
gazlangban, a sarga fény ugy jon létre, hogy a gerjesztett natriumatomok

a fény frekvenciaja vagy hullamhossza:
_he
A
A h aranyossagi tényezé a Planck-féle allando (6.63°10°* Js), v a fény

frekvencidja, A a fény hullimhossza, ¢ a fény sebessége vakuumban (=
3°10° m/s).

E=hv

Az atomok gerjesztési energiaja és a kibocsatott fény hulldmhossza az
atomok mindségére jellemzd. A gerjesztett allapotban levd atomok szama a
hémeérséklettel exponencialisan nd, a nagy gerjesztési energidjii atomok kis
hanyada lesz csak gerjesztett allapotban a lang homérsékletén. A gerjesztett
allapot élettartama csupan 10% s nagysagrenddi, ennek elteltével az atom
spontan emittal egy fotont. A langemisszios spektrometrias elemzések soran
a mintaoldatot langba porlasztjuk és az emittalt fény erdsségét (intenzitasat)
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crer

crer

Nagyobb mintakoncentraciok esetén fellép az Onabszorpcié jelensége is: a
lang belsejében levo atomok altal emittalt fény egy részét a lang kiilso
(alacsonyabb hdémérsékletli) részén taldlhatd gerjesztetlen fématomok
elnyelik, majd a tér minden iranyaba kisugarozzak, igy a detektor iranyaba
kevesebb fény jut, a mért emisszid tehat kisebb.

A langemisszids spektrometria gyors €s olcsé moddszer, amely elsdsorban a
konnyen gerjeszthetd alkalifémek, alkalifoldfémek elemzéséhez alkalmas. A
tobbi elem a lang viszonylag alacsony hdOmérséklete miatt kevéssé
gerjeszthetd. Az alacsony homérséklet miatt viszont kiilondsen a kénnyen
ionizalodo alkalifémek esetén ez a modszer igen érzékeny, mivel a nagyobb
hémérsékletii sugarforrasokban (pl. plazmaban) a gerjesztett atomhanyad
csokken a nagymérvil ionizacid hatasara. Napjainkban kiilondsen az orvosi
diagnosztikdban terjedt el, a vér illetve mas testnedvek natrium, kéalium
tartalmanak vizsgéalatdhoz. A moddszer alkalmazési teriilete magasabb
hémérsékletii langok hasznalataval (acetilén/dinitrogén-oxid) jelentdsen
kiterjeszthetd.
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5. LANGATOMABSZORPCIOS SPEKTROMETRIA (FAAS)

Az atomabszorpcios mddszer alapallapotu, szabad atomok fényelnyelésének
mérésén alapuld mennyiségi analitikai eljards. Az alapallapoti atomok
elektromagneses sugarzas (fény) hatasara gerjesztddnek
(elektrongerjesztés), mikozben a gerjesztési energianak megfeleld
hulldmhosszsagu fotont elnyelik. Az atomok abszorpcios spektruma (amint
az emisszidés spektruma is) vonalas szerkezetli, a vonalak pontosan
meghatéarozott hullamhossznal jelentkeznek és nagyon kicsi, megkozelitéleg
0.001 nm a félértékszélességiik. Az atomok ilyen tipusti abszorpcids
spektruma adja az atomabszorpcidos modszer nagy szelektivitasat. Egy adott
elem legjobb vonaldnak hullimhosszén a tobbi atom elnyelésének nagyon
kicsi a valosziniisége, ez azt eredményezi, hogy Osszetett, sok elemet
tartalmazé rendszerek is elemezhetdk az elemek kémiai elvalasztasa nélkiil.
Ez a lehet6ség nagy elonyt jelent a molekulak fényelnyelésének mérésén
alapuld spektrometrias modszerekkel szemben, ahol a savos abszorpcid
kovetkeztében nagy az optikai zavards valosziniisége ¢s altalaban csak
elvalasztasi moddszerek alkalmazasaval lehet Osszetett rendszereket
elemezni.

Az atomabszorpciés modszer az atomforrasban kialakulé szabad atomok
csokkenés és a fém szabad atom koncentriacidja kozotti Osszafliggés a
Lambert-Beer térvénnyel irhato le.

I
AzlogToza.c-l

ahol A =abszorbancia

lo= a fény intenzitasa az abszorpcid elott

I = a fény intenzitasa az abszorpcid utan

a = abszorpcios koefficiens (anyagi mindseégtdl fliggd allando)

c = az atomizald tér (1ang) egységnyi térfogatdban levd alapallapotu,
Szabad atomok szama

| = az az uthossz, amit a sugarnyalab az atomizalé térben megtesz

Az abszorbancia tehat lineédris Osszefiiggésben van a térfogategységben
jelenlevd alapallapotu, szabad atomok szdmdaval. A langban képzddo
alapallapoti atomok szdma pedig aranyos a megfelelé oldatkoncentracidval.
Kétszer akkora oldatkoncentraci6  kétszer  akkora  alapallapotu
atomkoncentraciot szolgaltat az atomizalotérbe. (A helyes elemzés tovabbi
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feltétele persze, hogy a kalibralo oldat és a mintaoldat mintabeviteli €s
atomizacios koriilményei azonosak legyenek.)

Magas homérsékleten az atomok egy része gerjesztodik, sot egy része
ionizalodik is. A statisztikus mechanika szerint az alap- és gerjesztett
allapotban levé atomok szdmdnak aranya a homérséklet fliggvényében a
kovetkezd Osszefliggés szerint valtozik:

hv
Nq gq efﬁ

No 9o

ahol Ng a gerjesztett, Ng az alapallapotban levé atomok szama; gq és go a
kétféle alllapothoz tartozéd stisztikus suly; k a Boltzmann-allandé; T az
abszolut homérséklet.

Az egyenlet alapjan kiszdmithatdo a gerjesztett és az alapallapotban levd
atomok szamaranya a langban 2000-3000°C-on, s megéallapithatd, hogy a
gerjesztett atomok szdma elhanyagolhatéan kicsi az alapallapotban levd
atomokéhoz képest. Ez kedvezd koriilmény az atomabszorpcidés mérések
szempontjabol.

Ahhoz, hogy atomabszorpcidos méréseket végezhessiink, a mérendd elem
karakterisztikus, ¢éles vonalas szinképét 1étrehozo sugarforras fényét at kell
bocsatani a langon, amelybe a mintaoldatot finom permet formajaban
porlasztjuk be. A szinképnek azt a szlik tartomanyat, amelyben az elem
rezonanciavonala van, monokromatorral valasztjuk el a szinkép tobbi
részétol. A kivalasztott rezonanciavonal a fényérzékeld detektorba (pl.
fotoelektron-sokszorozoba) jut, amelynek kimend jelét erdsitik. Az
atomabszorpcios spektrométer elvi felépitése a 13. abran lathato.



163

Emmisszio

@ Uregkatod limpa

'f:' Abszorpcié
= (lang)

-~ 77

v
o

&

13. dbra: Az atomabszorpcids spektrométerek felépitése

Az abszorpcids mérés soran a langban (atomforrasban) keletkezé emissziot
célszerli kirekeszteni, ami a fényforras fényének modulalasaval (a fény adott
frekvencidval torténd szaggatasaval, vagy impulzusszerli megvilagitassal) és
a megfeleld jelfeldolgozassal oldhatd meg (14.b abra). fgy az iiregkatodbol
szarmazd jelet a detektor erdsitdé rendszerében valtdaramt jelként
dolgozhatjuk fel, ellentétben a langbol szarmazd sugarzds egyenaramu
jelével. Utodbbi jelet igy alkalmas aramkdri megoldéssal (pl. kondenzatorral)
elvalaszthatjuk, kisziirhetjiik a valtddramu hasznos jel melldl. Ennek
megvalositdsa  alapjan  egyfényutas ¢és  kétfényutas  késziilékeket
kiilonboztetiink meg (14.b és 14.c abrak)



164

_@

5 |

14. abra: Az egy- (a, és b,), illetve kétfényutas (c,) atomabszorpcios
spektrométerek felépitése(1: sugarforras, 2: lang, 3: monokromator, 4:
detektor, 5: adatfeldolgozo, kijelz6 egység)

Az atomabszorpcids méréshez olyan fényforrasra van sziikség, amely
intenziv vonalas spektrumot ad, és az emittalt vonalak félértekszélessége
csekély. Ilyen fényforras az iiregkatodlampa, mely egy specidlis kisiilési
csO. A katéd a meghatdrozandd elembdl késziilt, hengeres alaku test. A
kisiilés a katod €s anod kozé kapcsolt kb. 300-400 V fesziiltség hatasara jon
1étre a katdd elektronemisszioja révén. Az elektromos erdtérben felgyorsulo
elektronok a nemesgaz toltégaz lavinaszerli ionizaciojat idézik eld. A nagy
sebességgel mozgd nemesgaz ionok becsapodnak a katod feliiletébe és
fématomokat szakitanak ki a katodbol (katodporlasztas). Igy keletkeznek a
meghatarozand6 elem szabad atomjai, melyek a nagysebességli nemesgaz
ionokkal iitkdzve gerjesztddnek €s az elemre jellemzd vonalas spektrumot
emittalnak. Az tiregkatodlampak altalaban egyelemesek, tehat minden ijabb
elem meghatarozasanal cserélniink kell a fényforrast.
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15. abra: Az iiregkatddlampa felépitése

Az atomabszorpciés spektrometrids modszerrel minden olyan elem
meghatarozhatd, amelynek rezonanciavonala a spektrum azon teriiletére
esik, amelyet a spektrofotométerrel mérni lehet, és amely atomos éallapotba
hozhat6 az abszorpciods térben. A legtobb késziilék az UV és lathato (190-
800 nm) tartomanyban hasznalhatd. A nemesgazok, halogének és C, H, N,
O, S, P nem hatarozhatok meg, mivel ezek rezonanciavonala 190 nm-nél
kisebb. Azok az elemek, amelyeknek oxidja nem bomlik el a lang
hémérsékletén, illetve amelyeknek a langban oxidja vagy hidroxidja
keletkezik, nehezen hatdrozhatok meg.

6. ZAVAROHATASOK

Spektrdlis zavarohatasok (un. additiv zavarohatasok). 1de tartoznak a
késziilék optikai elrendezésébdl, felbontoképességének korlatozott voltabol,
vonal egybeesésbdl (koincidenciabol) szarmazd zavardhatasok. Ezeket a
zavarOhatdsokat nagyobb felbontoképességli, mas optikai elrendezési,
nagyobb teljesitOképességii késziilekkel, vagy a modszer megvaltoztatasaval
(PL.  FES helyett FAAS alkalmazéasaval) lehet csokkenteni, vagy
kikiiszobdlni.

Fizikai zavarohatasok (un. ardanyos zavarohatdasok). A mintaoldat fizikai
sajatsagainak (viszkozitas, feliileti fesziiltség, gdznyomds, hdémérséklet)
megvaltozasa jelentdsen megvaltoztathatja a mért jelet, mivel ezek a
sajatsagok  hatdssal vannak a  folyadékporlasztdsos mintabevitel
hatékonysagara. Ugyancsak fizikai zavarohatisnak szamit a langban
keletkezd sorészecskéken torténd fényszorodas, emiatt keriilendd a nagy (1-
2 %-nal nagyobb) dsszes sokoncentracidval bird oldatok elemzése.
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Kémiai zavarohatasok (un. exponencialis zavarohatasok). Gazfazisu kémiai
zavaras akkor jelentkezik ha a komponensek (atomok, ionok, gyokok) gdz,
ill. gaz allapotba jutdsuk utan fejtik ki egymasra hatasukat. Ide sorolhat6 a
fémeknek a lang gyokeivel (O, H, OH) torténd vegyiiletképzddése, a
disszociaciés ¢és ionizacidos egyensulyok eltolodasa, melyek erdsen
kémiai zavaras akkor jelentkezik, ha a komponensek kozotti kolcsonhatés a
minta g6zz¢é alakuldsa eldtt, mar a beparlodas soran a folyadékeseppben,
szilard- vagy olvadékfazisban kialakul. Ennek a zavardhatasnak tipikus
példdja a minta komponenseibdl nehezen parolgd, magas hoéfokon
disszocialo vegyliletek képzddése (pl. PO, AP, Sing', Ti** ionok
zavarOhatdsa  alkalifoldfémekre ¢és  ritkafoldfémekre). A kémiai
zavarOhatasok tehat a fényemissziora képes gerjesztett ionok (FES-nél),
illetve a fényt elnyelni képes alapallapotit atomok (FAAS-nal)

crer

7. KIERTEKELESI MODSZEREK

A langspektrometriaban leggyakrabban az Gsszehasonlitd és a standard
addicios kiértékelési modszereket hasznaljuk.

Az  Osszehasonlito modszer nagyszamu, azonos tipusi  minta
sorozatelemzéséhez  alkalmazhat6. Az  Osszehasonlitd  oldatsorozat
(standardok) a vizsgéaland6 elemeket novekvd koncentracidban tartalmazza.
Emellett a standardok a mintdban jelenlevd egyéb komponenseket
(kationokat, anionokat, szervesanyagot, oldoszert) is tartalmazhatjdk
atlagkoncentracioban. Mivel az igy nyert hitelesitd oldatsorozat dsszetétele
koriilbeliil azonos a mintaéval, a fellépd zavardhatdsok is kozel azonos
mértékliek lesznek. Az oldatsorozat tagjai leggyakrabban egy pontos
A modszer csak azonos tipusu és nem nagyon ingadozd Gsszetételli mintak
esetén szolgaltat analitikailag megbizhaté eredményeket. Nagy hibaval
hatdroznank meg pl. kalciumot, ha vérszérumhoz, vizmintdhoz vagy
kozetbdl késziilt oldatokhoz azonos Osszetételi kalcium hitelesitd
oldatsorozatot haszndlnank. Az emlitett mintdkban nemcsak a kalcium
mellett jelenlevd komponensek koncentracigja kiilonbozik szélsOségesen,
hanem a fellépd zavarohatisok tipusa is mas-mas lehet. Osszehasonlitd
kiértékelési modszerrel kapott tipikus kalibracios diagramokat lathatunk a
16. abran.
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Mintara kapott jel ’/

Jel (abszorbancia/intenzitas)

Ismeretlen
koncentracio

0 1 2 3 4 5

Koncentracio

16. abra: Az 6sszehasonlito kiértékelési modszer

A standard addicios modszert els6sorban az Un. exponencialis
zavarOhatasok fellépése esetén alkalmazzuk abban az esetben, ha nem
tudjuk pontosan a zavarohatds okat, vagy nem ismerjik a zavar

crer

cre

térfogatban (a kiilonb6z6é mértékli higulas kikiiszobolése érdekében). Az
elsé részlethez nem adunk fémion tartalmt oldatot, igy ez a részlet az
eredeti fémion mennyiségét tartalmazza (ez az ismeretlen, az addicios tagok
un. +0 tagja), a tobbi tagokhoz ismert ndvekvé mennyiségii fémion tartalmu
oldatot adunk. A kapott értékeket a 17. dbran lathaté modon kell abrazolni.
A kapott értékeket (emisszios intenzitas, vagy abszorbancia) 0sszekotd
egyenes az origon tul metszi az abszcissza tengelyt. A tengelymetszet és az
origotol balra levo tavolsagot ugyanolyan koncentracid-1éptékben dbrazolva,
mint a jobb oldalon, a tengelymetszetb6l megkaphatjuk az ismeretlen minta
fémtartalmat.

A modszer alkalmazhatosaganak feltétele, hogy a mérési pontok egyenessel
kozelithetdk legyenek. A standard addiciés moddszernek, azonban sok
mintdra torténd elvégzése a mérést igen munkaigényessé teszi, igy
sorozatmérésre gyakorlatilag nem alkalmazhatdé. Ugyancsak nehézségbe
itk6zik a modszer hasznélata, ha a rendelkezésre all6 mintaoldat térfogata
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korlatozott (1-2 mL). Bonyolult (féleg szervesanyag matrixi) mintak esetén
azonban gyakran hasznaljuk.

m
©
=2 /
§ 2
E
3 /
g *
Qo
S /
N
8 *
&
3 /
4
0 +1 +2 +3

X Hozzaadott fémion koncentracioja

17. dbra: A standard addici6 modszere
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8. A GYAKORLATON ELVEGZENDO FELADATOK

8.1 Langemisszids spektrometrias elemzések

1, Csapviz Na-ion tartalmanak meghatarozasa Osszehasonlitd kalibracios
modszerrel

cre

cre

25 mL-es mérélombikokba.

Minta: 0.5-1 percig engedjen szabadon vizet a csapbdl, majd egy kisebb
féz6poharba engedjen kb. 20 mL csapvizet. A vizmintabol készitsen 10- és
20-szoros higitast 25 mL-es mérélombikokba, de 6rizze meg elemzéshez az
eredeti vizminta maradékat is (higitatlan minta).

Feladat: Adja meg a csapviz Na'-tartalmat mg/L egységben.

2, Csapviz Na-ion tartalmdnak meghatdrozasa standard addicids kalibracids
modszerrel

Minta: 0.5-1 percig engedjen szabadon vizet a csapbol, majd egy kisebb
f6zOpoharba engedjen kb. 20 mL csapvizet. A vizminta 10-szeres higitasu
oldatait haszndlja az elemzésekhez, ezért mérjen be 2.5-2.5 mL térfogatu
csapvizet a négy 25 mL-es mérdlombikba (késObbi kalibracios
oldatsorozat).

Kalibradlo oldatsorozat (standard addicios tagok): A rendelkezésre allo 25

crer

crer

koncentracionyival tartalmazzanak tobbet. A negyedik mér8lombikhoz ne
adjon Na'-ot, igy ez lesz maga a meghatdrozandd minta (,,+0” tag). Téltse
jelig a mérélombikokat.

Feladat: Adja meg a csapviz Na'-tartalmat mg/L egységben.

3. Béres Csepp® Na-ion tartalmanak meghatarozasa 0Osszehasonlitd
kalibracidés mddszerrel

crc

crer

25 mL-es mérélombikokba.
Minta: A Béres Csepp®-bél készitsen 10- és 50-szeres higitast 25 mlL-es
mérdlombikokba.



170

Feladat: adja meg a gyogykészitmény egyetlen cseppjének (55 pL) Na'-
tartalmat pug egységben.

4, Ismeretlen minta Na-ion tartalmanak meghatarozdsa 06sszehasonlitd
kalibracios modszerrel
Torzsoldat: 25 mg/L Na*

crer

c ey

25 mL-es mérélombikokba.

Minta: a szamozott kémcsd teljes (ismeretlen Na®) tartalmat ntse 100 mL-
es mérdlombikba, majd toltse jelig. (Ismeretlent mindenki kiilon kap, de a
kalibral6 oldatsorozatot a csoport kozosen késziti el.)

Feladat: adja meg a kémcsében levd oldat sszes Na'-tartalmat pg
egységben.
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8.2 Langatomabszorpcids spektrometrias elemzések

5. Csapviz Ca-ion tartalménak meghatarozasa Osszehasonlitdo kalibracids
modszerrel

s ey

torzsoldatbol készitsen 2, 4, 6, 8 ¢és 10 mg/L koncentracioja
standardoldatokat 25 mL-es mérélombikokba.

Minta: 0.5-1 percig engedjen vizet a csapbol, majd egy kisebb féz6poharba
engedjen kb. 20 mL csapvizet. A vizmintabdl készitsen 10- és 50-szeres
higitast 25 mL-es mér6lombi-kokba, de Orizze meg elemzéshez az eredeti
vizminta maradékat is (higitatlan minta).

Feladat: Adja meg a csapviz Ca?*-tartalmat mg/L egységben.

6, Ismeretlen minta Cu-ion tartalmanak meghatarozasa standard addicids
kalibracios modszerrel

Minta: a szamozott kémcso teljes (ismeretlen Cu2+) tartalmat ontse 100 mL-
es mér6lombikba, majd toltse jelig.

Kalibralo oldatsorozat (standard addicios tagok): A rendelkezésre allo 25
mg/L koncentracioju Cu®*-torzsoldatbol olyan térfogatokat mérjen ki (az
elébb eldkészitett) harom 25 ml-es mérélombikba, hogy azok a

mintaoldattal vald felt6ltés utan a minta eredeti (ismeretlen) Cu-

crer

tartalmazzanak tobbet. Ezt kdvetden toltse jelig a 25 mL-es mérélombikokat
a 100 mL-es mérdlombik tartalméval. A 100 mL-es mérélombikban
megmaradt oldat a meghatarozandé minta (,,+0” tag).

Feladat: adja meg a kémcsSben levd oldat Ssszes Cu®'-tartalmat pg
egységben.

7. Béres Csepp® Cu-ion tartalmanak meghatarozasa standard addicids
kalibracios modszerrel

Minta: a Béres Csepp® minta 100-szoros higitasi oldatait hasznalja az
elemzésekhez, ezért mérjen be 0.25-0.25 mL térfogati Béres Csepp®-et a
négy 25 mL-es mérélombikba (késébbi kalibracios oldatsorozat).

Kalibradlo oldatsorozat (standard addicios tagok): A rendelkezésre allo 25

crer

elébb eldkészitett) harom 25 ml-es mér6lombikba, hogy azok a
mintaoldattal valo feltdltés utan a minta eredeti (ismeretlen) Cu-

crer
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tartalmazzanak tobbet. Ezt kovetéen toltse jelig a 25 mL-es
mér6lombikokat. A negyedik mérélombikhoz ne adjon Cu?*-t, igy a felt5ltés
utan kapott oldat lesz maga a meghatarozand6 minta (,,+0” tag).

Feladat: adja meg a készitmény egyetlen cseppjének (55 pL) Cu?*-tartalmat
ug egységben.

8, Béres Csepp® Cu-ion tartalmanak meghatarozdsa 0Osszehasonlito
kalibracios modszerrel

e

cre

25 mL-es mérélombikokba.

Minta: A Béres Csepp®-b6l készitsen 20-, 50- és 100-szoros higitasokat 100
mL-es mérélombikokba.

Feladat: adja meg a készitmény egy cseppjének (55 uL) Mn?*-tartalmat ng
egységben.
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8.3 Altalanos utasitasok a gyakorlat végrehajtasahoz, az
eredmények kiértékeléséhez:

crer

Ugyanez az oldat Jelentl az un. vakoldatot is. Az elemzésnél mérje meg
a vakoldatot is, a jel 10 egymast kovetd leolvasdsa sziikséges a
kimutatasi hatar megadasahoz (vakoldat szorasa).

A standardoldatok elkészitéséhez hasznalja az Gn. higitasi egyenletet:
c1'V1=C,'Vy, ahol, ¢; a torzsoldat koncentracioja, Vi a torzsoldatbol
bemérendd térfogat, c, a készitendd standardoldat koncentracidja, V;
pedig a készitendd standardoldat térfogata.

Az oldatokat elkészitésiik utdn alaposan razza Ossze ¢€s tartsa a
mérdlombikot lezarva. A mérélombikot Gjra dssze kell razni kdzvetleniil
azeldtt, hogy az oldatot a spektrométerbe juttatnank.

Az oldatok elemzésének sorrendje: eldszor a vakoldat és a
standardoldatok névekvé koncentracidban, majd ezt kovetden a mintak
(ha vannak higitasok, el6szor a leghigabbat mérjiik).

Ne felejtsen szamolni az esetleges higitdsokkal, a megfeleld
koncentracio/mértekegységekben adja meg az eredményt!

Szamolja ki és adja meg a vizsgalt elem esetén az analitikai
érz¢kenységet, kimutatdsi hatart, ¢€és egy szabadon valasztott
standardoldatra a szorast (a csoport tagjai kiilonbozd tagokra szamoljak
ki a szorast).

A jegyzokonyvre kapott jegyet legalabb egy-egy érdemjeggyel csokkentik:

6.
7.
8.

9.

a kapott eredmény tobb, mint 10%-os eltérése a valodi értéktol
szamitasi hiba

nem megfeleld mértékegység

kalibracios grafikon tengelyei feliratdnak hianya

10. nem megfelelden elkészitett jegyzOkonyv (1asd az itmutatdt)

Gyakorlati jegy: a ZH-ra, a jegyzOkonyvre és a gyakorlat végrehajtasara
kapott érdemjegyek koziil a legkisebb.
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8.4 Utmutaté az analitikai gyakorlaton elkészitett
jegyzokonyv elkészitéséhez

Gyakorlat cime (Név, szak, datum)

Elméleti 6sszefoglalé

Az a jo elméleti Osszefoglalo, amit a hallgaté a téma részletesebb elméleti
leirasanak (silabusz) alapos attanulmanyozésa utan szlir le magéanak ¢s ir le
nagyjabol egy oldal terjedelemben. Kevés értelme van egy olyan (akar
hosszi oldalakon keresztiil hompdlygd) 0Osszefoglaldsnak, ami csupdn
néhany valogatott fejezetbdl kiolldzott fontosabb mondatokat, bekezdéseket
tartalmazza.

Mivel az analitikai meghatarozasok végrehajtdsa altalaban nagy
kortiltekintést, gondos, preciz munkavégzést kivan meg, elvarhatd, hogy
mindezeket a jegyzokonyv killlemében is sugarozza (filizet, lap mindsége,
irds olvashatosdga, a szoveg stilusa, nyelvtani helyessége). Az elméleti
Osszefoglal6 tartalmazhat egymassal szorosan 6ssze nem fiiggd témakoroket
is, ezért fontos a megfeleld tagolas alkalmazasa, a jelentdsebb kulcsszavak
kiemelése (példaul nyomtatott betlik haszndlataval, (nem szabadkézi!)
alahuzassal, szines ceruza alkalmazasaval).

A gyakorlaton elvégzendo feladat

Feladat:

Soroljuk fel a gyakorlaton kapott konkrét feladatokat, kérdéseket. Ezek
pontos, sz0 szerinti rogzitése sziikkséges. Ha irdsban kapjuk a feladatot, azt
pontosan masoljuk be a jegyz6konyvbe.

Mérési paraméterek:

Minden fontosabb mérési paramétert adjunk meg. A langspektrometrias
gyakorlaton ezek az alabbi paraméterek:

Késziilek tipusa: (Unicam SP1900)

Lang: (pl. acetilén/levegd, pl. sztochiometrikus langdsszetétel)

Egéfej: (FES-nél Méker-égé, FAAS-nél réses ég0)

Hullamhossz: (pl. réz esetén 324.8 nm)

Egémagassag: (pl. 15 mm)
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Rendelkezésre allo eszkdzok, standardok, mintak, mintaeldkészités:

Az oldatkészitésekhez hasznalt mérdlombikok, pipettdk, standardok
felsorolasa. Itt kell szerepelniiik az oldatkészitésnél végzett egyszeriibb
szdmolasoknak is.

Mérési eredmények
A mérési adatokat foglaljuk tablazatba, iigyeljiink arra, hogy a mérési
eredmények mértékegységeit is mindig feltlintessiik.

Minta Jel (relativ abszorbancia/intenzitas)
(vak, standard, ism.) 1 2 3 4 5 atlag atlag-vak

A kapott eredemények kiértékelése

Ez a rész tartalmazza valamennyi szamitast (ne dolgozzunk cetlikre!). A
kalibracios gorbét milliméterpapiron is megrajzolhatjuk, vagy szamitogép
MS Excel 4.0 programjaval is megrajzoltathat6, kinyomtathaté (a mérési
pontokra huzott egyenes vagy goOrbe egyenletébdl az ismeretlen
koncentracio kiszamolhatd). A kalibracios gorbét tartalmazo lap is legyen
egyike a szdmozott mellékleteknek. Adjunk cimet a kalibracios diagramnak,
¢és pontosan adjuk meg a tengelyeket (pl: ,,Na koncentracid, mg/L”).
Szamolja ki és adja meg a vizsgalt elem esetén az analitikai érzékenységet,
kimutatasi hatart, €s egy szabadon valasztott standardoldatra a szorast.

Xy, =Xy
C,—C

S=
Analitikai érzékenység (S):
ahol x az oldatra kapott jel nagysaga (abszorbancia/intenzitas)
¢ az oldat koncentracidja

crer

ahol X egy ¢ koncentracigji n ismétléssel kapott oldatra kapott X;...X,
jelek atlaga

D=>
Kimutatasi hatar (D): S
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A kimutatasi hatarnal szerepld szoras (s) a vakoldatra kapott valaszjelekbol
szamolt szoras.

A gyakorlatnél feltett kérdéseket precizen egész mondattal Vélaszolj a meg,
adja meg. A mellékleteket (kalibracios dlagramok mérési jelek) a
jegyzokonyv végén kell rogziteni (ragasztassal vagy tizégéppel).

Diszkusszid, tapasztalatok

Itt rogzitsiik a gyakorlat soran fontosnak tartott tapasztalatokat, értelmezziik
a kapott eredményt (pl. redlis lehet-e?). Itt jegyezziikk meg az esetleges
rendkiviili eseményeket a mérés soran (pl. problémak a késziilék valamely
egységével, utdlagosan észlelt hibak az oldatok elkészitésekor)

Jo jegyzOkonyvnek az tekinthetd, amelynek alapjan egy mérést akar évekkel
késébb is reprodukalni lehet, s nem csupén a jegyzOkonyv készitdje, de
masok altal is. A jegyzokonyv elkészitése fontos, elengedhetetlen része az
analitikai munkénak.

ZH kérdések
(FES, FAAS)

1. Langspektroszkopiai  modszerek  elve  (emisszid,  abszorpcio,
fluoreszcencia). Az egyes modszerek és késziilekek mérési elve

2. Milyen folyamatok jatszodnak le, ha egy fémso-oldatot a langba
juttatunk? Milyen tipusu részecskéket hasznalhatunk fel langemisszids,
ill. atomabszorpcios méréshez?

3. Milyen részekbdl allnak a FES késziilékek? Mi az egyes egységek
funkcioja?

4. Milyen részekbdl allnak a FAAS késziilékek? Mi az egyes egységek

funkcioja?

Jellemezze a langspektrometridban hasznalatos langokat!

Hogyan torténik a folyadékminta bevitele a spektrométerbe?

Az tiregkatodlampa felépitése, a szaggato szerepe.

Hogyan torténik a megfeleld hullamhosszsaghi fény kivalasztasa

(fényfelbontas)? Mi a fényfelbont6 eszkdzok miikodési elve?

9. Hogyan torténik a spektrométerekben a fény detektalasa?

10. Milyen zavarohatasok 1épnek fel a langspektrometridban?

11. Jellemezze a leggyakrabban hasznélatos kiértékelési modszereket!

O No O
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VEKONYRETEG KROMATOGRAFIA
(PAPIRKROMATOGRAFIAVAL
KIEGESZITVE)

1. A KROMATOGRAFIAKROL ALTALANOSAN

A modern elvalasztastechnikai ¢és analitikai eljardsok legnagyobb
jelentdségli és legszélesebb korben hasznalt valtozatai a kiillonbozd
kromatografids technikdk, amelyek egy anyag Osszetételére, tisztasagara
nézve szolgaltatnak adatokat. Kromatografias eljarasok nélkiil ma mar nem
képzelhet6 el a modern vegyipar, az egészségiigy, vagy a kornyezetvédelem
egyetlen 4ga sem.

A kromatogréfia olyan eljarasok gyiijténeve, amelyek sordn egy mozgd
hordozokozeggel elegyedd, vagy abban old6do vizsgalati minta alkotdit a
mozgd kozeg, a mozgd kozeggel érintkezd allo kdzeg valamint a minta
komponensei kozotti eltérd erdsségli, reverzibilis kolcsonhatdsok alapjan
valasztjuk szét.

A minta tovabbitasat végzé mozg6 kozeget mozgd fazisnak, a szétvalasztasi
miivelet soran allo kozeget allo fazisnak nevezziik.
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1. tablazat A kiilonb6z6 kromatografias technikak csoportositasa az allo és
mozgd fazis halmazéllapota és az elvalasztds alapjaul szolgald fizikai
jelenség alapjan

All6 fazis Mozgo fazis Fizikai jelenség Kromatografia
folyadék gaz abszorpcid GC  (kapillaris, vagy
nedvesitett toltetetes)
szilard gaz adszorpcio GC (toltetes)
folyadék folyadek megoszlas LC, HPLC, TLC
(forditott fazist)
papirkromatografia (PC)
szilard folyadék adszorpcio, LC, HPLC, TLC
ioncsere, (normal fazisu),
méretkizaras, gélkromatografia (GPC),
affinitas, hidrofob | ionkromatografia (IC),
kolesonhatas affinitds  kromatografia,
hidroféb ~ kdlcsonhatas
kromatografia
szilard szuperkritikus adszorpcid szuperkritikus
folyadék folyadékkromatografia
(SCF)
folyadék szuperkritikus megoszlas SCF
folyadék

Halmazallapota szerint a mozgo6 fazis gaz, folyadék, illetve szuperkritikus
allapota  folyadék  lehet, ennek  alapjan  megkiilonboztetiink
gazkromatografiat (GC), folyadékkromatografiat (LC), illetve szuperkritikus
folyadékkromatografiat (SFC). Az all6fazis mindhdrom esetben folyékony
vagy szilard halmazallapotu lehet. A folyadékkromatografia nagy, illetve
ultranagy hatékonysagli valtozatat az alkalmazandé nyomas alapjan
nagynyomasu, illetve ultranagy nyomasu folyadékkromatografianak ((ultra-
)high pressure liquid chromatography, HPLC, UHPLC) nevezziik.

Az elvélasztas fizikai alapja lehet adszorpcid valamilyen pordzus szilard
anyag feliiletén, abszorpcio (egy gaz oldddasa folyadékban), megoszlas két
folyadékfazis kozott, molekulaméret szerinti eltéré vandorlasi sebesség egy
gélvazban, ioncsere folyamat az 4all6 és mozgd fazisban 1évd ionos
specieszek kozott, specidlis affinitds a mintakomponensekkel szemben,
illetve vizes oldatokban mutatott hidrofob kolcsonhatas az apolaris
molekularészek kozott.
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1.1 Oszlopkromatografia, sikkromatografia

Ha az allofazis egy csOben helyezkedik el, akkor valamilyen fajta
oszlopkromatografiardl beszeliink. Az oszlop hosszusaga, atmérdje, toltete
vagy bels6 bevonata valtozd Ilehet, az alkalmazastél és a minta
mennyiségétol fliggden. A mozgod fazis gaz, folyadék, vagy szuperkritikus
folyadék lehet. A kiillonb6z6 oszlopkromatografids technikakat az ultranagy
érzékenységli analitikai kémiatdl egészen a tobb kilogrammos mintdk
preparativ elvalasztasaig, a laboratoriumoktol a gyogyszeriparig mindenhol
elterjedten hasznaljdk. A hagyomanyos, kis nyomast oszlopkromatografias
elvalasztasokkal (az ,,0szlopozdsokkal”) szinte minden szerves kémiai
laboratériumban talalkozhatunk.

A sikkromatografids technikdkndl az allofazis egy valamilyen vastagsag
porozus réteg, amelyen keresztiil a réteg sikjaban (és nem a lapra
merdlegesen!) dramlik a folyékony mozgofézis. (Sikkromatografiaban csak
folyékony mozgofazist lehet haszndlni.) A réteg anyaga, kiterjedése és
vastagsaga az alkalmazastol és a minta mennyiségétdl fiigg.

A rétegkromatografidban a réteg anyaga lehet természetes vagy kémiailag
modositott papir (ez a hagyomanyos papirkromatografia, PC), illetve
valamilyen hordozéra felvitt, minimalis mennyiségli inert ragasztdval
rogzitett porozus anyag (rétegkromatografia), ami leggyakrabban szilikagél,
kémiailag modositott szilikagél, aluminium-oxid, celluloz, kémiailag
modositott celluldz, polimer, vagy ioncserélé gyanta.

Amikor a réteg vastagsaga néhany tized milliméter, akkor vékonyréteg
kromatografiardl (thin layer chromatography, TLC) beszéliink. Ha nagyon
finom ¢és egyenletes szemcseméretli anyagbol késziil a vékonyréteg lapon az
allofazis, akkor a  Ilétrehozott  vékonyréteg  kiillondsen  nagy
felbontoképességli lesz. Az ilyen rétegeket hasznalé technikat nagy
felbontoképességii vékonyréteg kromatografianak (high performance thin
layer chromatography, HPTLC) nevezziik.

Azt a megoldast, amikor jelentds nyomassal préselik at a mozgofazist a
rétegen tulnyomasos vékonyréteg kromatografianak (OPLC vagy OPTLC)
nevezziik. Ennek a technikanak szamos elénye van, példaul nagyon gyors,
on-line mddban is hasznalhatd, a vele kidolgozott mddszerek konnyen
adaptalhatok HPLC késziilékekre. Az OPLC késziilékek a hozzjuk vald
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sz¢lezett lapok magas ara, valamint a rugalmatlan lapformatum miatt csak
sziik felhasznaloi korben terjedtek el.

A rétegkromatografia — az oszlopkromatografiahoz hasonléan — nagyobb
anyagmennyiségek szétvalasztasdra is hasznalhatd, ezt a technikat
preparativ rétegkromatografianak hivjuk. A réteg vastagsagat, kiterjedését a
minta mennyiségének fiiggvényében csak egy hatarig ndvelhetjiik.
Preparativ célokra sem hasznalunk 5 mm-nél vastagabb és 200 mm-nél
hosszabb vagy szélesebb réteget, mert a minta egyenletes felvitelét mar nem
lehet megoldani, a nagy lapok nehezek, torékenyek, porladnak, rosszul
kezelhetdk.

A papirkromatografia az 1950-es években volt nagyon népszerti, de néhany,
elsésorban bioldgiai és biokémiai alkalmazashoz még ma is széles korben
hasznaljuk. Megvalodsitasahoz még a vékonyréteg kromatografiandl is
kevesebb eszkoz kell. A papirkromatografidanak soha nem volt miiszeres
valtozata, de a modern digitéalis képfeldolgozasi mddszerekkel lehetdség van
a szamitogépes kiértékelésre. A professziondlis PC vizsgalatokhoz olyan
kromatografids papirokat gyartanak (ezek lényegében nagyon finom
rostozati, sima feliiletii sztir6papirok), amelyekkel meg lehet kozeliteni a
normdl TLC felbontoképességét. A futtatdst 10-50 cm-es kifejlesztési
tavolsagon végezzilkk. A PC-t részben kiszoritotta a nagyobb
felbontoképességet ado, mikrokristdlyos celluléz rétegen végzett
vékonyréteg kromatografia. A papirkromatografidt tovabbra is hasznaljuk
példaul a ndvényi szinezékek gyors, olcsd szétvalasztasara, illetve a
pépesitett sziirOpapir allofazison végzett preparativ oszlopkromatografias
elvalasztasokhoz szilikséges modszerfejlesztésekhez. Olyan esetekben is
eldnyos lehet, ahol tovabbi vizsgalatok végzéséhez (pl. hamvasztashoz,
radioizotopos vizsgalatokhoz) ki kell vagni a foltot anélkiil, hogy abbol
anyagveszteség lenne (a vékonyréteg konnyen porlik, lepereg, nem
hamvaszthatd). Az oktatasban, bemutatd kisérletekben is szivesen
hasznaljuk a PC-t annak kis koltségigénye és egyszerii megvaldsithatdosaga
miatt. A modszer fejlettségének cstcspontjan hasznalt eszkdzok egy része
(pl. a spiralkad) jorészt feledésbe meriilt, mintapéldanyaik esetenként
kromatografia torténeti kidllitdsokon lathatok.
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2. A VEKONYRETEG KROMATOGRAFIA ALAPJAI

A vékonyréteg kromatografia még napjainkban is egyike a legismertebb,
legszélesebb korben hasznélt analitikai eljarasoknak. Elterjedtsége foként
rendkiviili egyszertiségének, €s paratlan olcsoésaganak koszonhetd, ugyanis
alapszinten mivelve nagyon kicsi az eszkozigénye. A preparativ kémiai
laboratériumokban a reakciok nyomon kovetésére, a termékek
tisztasagvizsgalatara, azonositadsara folyamatosan hasznaljak.

Megfeleld pontossaghi eszkozokkel kiegészitve azonban a miiszeres
vékonyréteg kromatografidt még a legfejlettebb gydgyszergydrakban is
hasznaljak, elsésorban azért, mert vele gyorsan és koltséghatékonyan 15-20
nyers minta egyidejli mérését meg lehet oldani. A miiszeres TLC o0riasi
elénye az 0sszes tobbi analitikai eljarassal szemben az, hogy a vékonyréteg
lap egy egyszer hasznalatos eszkdz, arra bdrmilyen szennyezett minta
felcseppenthets, nem kell azzal foglalkozni, hogy egyes komponensek
irreverzibilisen kotédnek-e az allofazishoz, vagy vannak-e benne
makroszkdpikus, lebegd szennyezések. Nem kell a mintael6készités soran
draga membransziirdt, esetleg szilard fazisti extrakcidt hasznalni. Az egy
minta vizsgalatara felhasznalt oldoszer mennyisége sokkal kisebb, mint a
hagyomanyos HPLC-nél, és Osszevethetd az UHPLC
olddszerfelhasznaldsaval. A felcseppentett mintak egymassal parhuzamosan
futnak, azaz az egy mintdra jut6 analizis 1d6 kicsi.

Természetesen a vékonyréteg kromatografia — minden pozitivuma mellett is
— nem egy mindenre megoldast kinaldo modszer. Erzékenysége, pontossaga,
felbontoképessége, szelektivitdsa jelentdsen elmarad a HPLC mogott, de a
modszer korlatai altal biztositott térben Ilényegében ugyanazokat a
feladatokat lehet vele megoldani, ugyanolyan allofazisokon. Gyakori, hogy
a gyogyszergyartds sordn a reakcidelegyeknek a gyartaskozi gyors
ellendrzését miiszeres TLC-vel végzik, mig a késztermék mindsitését,
tisztasagvizsgalatat HPLC-vel és/vagy GC-vel. A miszeres TLC nagy
felhasznaloi kozé tartoznak a gyogyndvény készitményeket eldallitd
laboratériumok is, amelyek munkdjara jellemzd, hogy a szezonalisan,
nagyon sok egyedi termdteriiletrél begylijtott alapanyagot minél hamarabb,
egymassal parhuzamosan mindsiteni kell.
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2.1 A vékonyréteg kromatografia anyagai, eszkozei,
alapvet6 technikai

Kromatografias rétegek

A legéltalanosabban hasznalt réteg a szilikagél, amely normal TLC, illetve
nagy felbontd képességli HPTLC mindségben is hozzaférhetd. Mivel a
porozus, nagy feliiletli anyagok jo adszorbensei a laboratoriumi gézoknek, a
rétegeket a laboratériumi levegdtol lehetdleg elzarva, tiszta levegdji
helyiségben, szorosan lezart dobozban taroljuk. Idedlis esetben a
szilikagélbdl illetve aluminium-oxidbol késziilt rétegeket az aktivitas minél
tokéletesebb megdrzése érdekében ellendrzott paratartalmt szekrényben
tartjak.

A hordozd lap anyaga lehet iiveg, aluminium, illetve miianyag. A
legkdonnyebben az aluminium hordozds, a legnehezebben az iiveg hordozds
lapok véaghatok. Az aluminium hordozé jol birja az egyenetlen hdterhelést
(pl. langban valé hevitést), de korrodedlodik savas és lugos reagensek,
valamint agressziv anyagok (pl. jodgdz) hatdsara. A milanyag hordozos
rétegek sok helyen népszerliek, jO a vegyszerallosiguk, de csak
korlatozottan hoéallok. Az {iiveg hordozod kémiailag a legellenallobb,
egyenletes hdeloszlasban jol melegithetd, de torékeny és a vagésa
gyakorlatot igényel.

A rétegek tipikus méretei: 20 cm *20 cm (TLC), 10 cm * 20 cm (TLC,
HPTLC), 10 cm * 10 cm (HPTLC),5cm * 20 cm (TLC), 5cm * 7,5 cm
(HPTLC, TLC), illetve egyes aluminium hordozos rétegb6l 20 cm * 10 m-es
tekercseket is eldallitanak.

A kifejlesztési tavolsag normal TLC-s analitikai vizsgélatnal 8-16 cm, mig
HPTLC esetében 4-8 cm.

Az allofazis lehet szilikagél, aluminium-oxid, celluloz, szénhidrogén
lancokkal kémiailag moédositott szilikagél (C8, C18, stb.), poliamid, erds
vagy gyenge tipusu (funkcionalizalt polisztirol ill. celluloz alapt) ioncseréld
gyanta.
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Polaritasuk alapjan két nagy csoportra oszthatjuk az all6fazisokat: normal
fazisra (ilyen pl. a szilikagél, az aluminium-oxid), illetve forditott fazisra
(ilyenek pl. a C8, C18 rétegek).

A normdl fazisra az a jellemzd, hogy erdsen polaris €s hidrofil az allofazis
feliilete, ezért leginkdbb a polaris anyagok elvalasztasara hasznaljuk. A
teljesen apolaris oldoszerek (pl. a hexan) nem tudjak a feliileten megkotott
anyagokat lemosni, a polaris olddszerek azonban a polaritasuktdl fiiggden
képesek az adszorbealdodott komponensek kiszoritasara (deszorpcidjara). A
legpolarisabb oldoszerek (pl. viz, ecetsav) a legerésebbek, ezek
gyakorlatilag az 0Osszes megkotott anyagot leoldjdk a normal fazis
feliiletérol.

A leggyakrabban hasznalt kromatografids normal allofazis a szilikagél,
emellett elterjedten hasznéljdk az aluminium-oxidot. Mivel mindkét anyag
erésen hidrofil, a levegébdl a nedvességet elnyelik, a relativ paratartalom
fliggvényében folyamatosan valtozik a feliileti aktivitadsuk. Reprodukélhat6
mérésekhez ki kell kiiszobolni a valtozd paratartalom okozta
bizonytalansagot, ezért eldszor szaritoszekrényben aktivaljadk a rétegeket,
majd teljesen széraz, illetve szabalyozott paratartalmu kamrakban taroljak
azokat a felhasznalasig.

A szilikagél feliilete mindig savas kémhatasti a szilanol csoportok
bazisos szilkagél felilletre van sziikségiink, a szilikagélt vizes
szuszpenzioban NaOH-dal vagy mas erés bazissal semlegesiteni kell, utana
pedig a kiszlrt szilikagélt szaritészekrényben 110 °C hdémérsékleten
legalabb 2 oOran at szaritani/aktivalni kell. Az aktivalt szilikagélt
légmentesen zar6dd dobozban taroljuk felhasznaldsig. Szilikagél réteg
esetén kisebb a mozgéasteriink, a pH-t nem tudjuk mérni, de tapasztalati Giton
kidolgozhaté olyan martdsos vagy szorasos eljaras, amellyel bazisos
feliiletet hozhatunk létre.

Aluminium-oxidbdl készen kaphatok a bazisos, semleges ill. savas
kémhatasu valtozatok, amelyek aktivitdsa eredeti allapotban daltalaban
Brockmann-II, de mas aktivitasok is beallithatok Ggy, hogy a réteget
ellen6rzott paratartalma  szekrényben hosszabb ideig (esetleg napokig)
kondicionaljuk.
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A forditott f4zis feliilete apolaris, ezért az apolaris anyagokat tartja vissza a
legerésebben. A visszatartas mechanizmusa forditott fazis esetén megfelel a
komponensek  két, egymassal nem elegyedd folyadék kozotti
megoszlasanak, ugyanis a felilleten 1évé C18 lancok ugy viselkednek,
mintha egy kémiailag kotott, vékony paraffin olaj film vonna be a szemcsék
feliiletét. A hasznalt eluens ezt a kémiailag kotott, allo folyadékfilmet nem
tudja leoldani, igy a minta komponensei a folyamatos folyadék-folyadék
extrakcioknal ismert modon valamilyen koncentracidaranyban, dinamikus
egyensulyban oszlanak meg az all6 és a mozgo fazis kozott. Eluensként az
oldoszerek koziill a kis és kozepes polaritasi szerves oldoszerek (pl.
acetonitril, dimetil-formamid, dimetil-szulfoxid) a legnagyobb erejiick, a viz
erésen polaris oldoszer, ezért eluotrop ereje nagyon kicsi.

Fontos megjegyezniink, hogy a forditott fazisu rétegek esetén vizet
6nmagéaban nem hasznalhatunk eluensként, ugyanis nem nedvesiti a réteget,
hanem lepereg rola. Forditott fazis esetén mindig egy szerves olddszer ¢€s
egy vizes oldat elegyét haszndljuk, a viztartalmat sziikségteleniil ne emeljiik
40% folé, kiilonben nedvesitési problémak jelentkezhetnek. Altalanos
tapasztalat, hogy a vizes-szerves oldatok viszonylag nagy viszkozitasa miatt
a rétegek kifejlesztése sokkal tovabb tarthat, mint amit normal fazis esetén
megszoktunk.

Kevert fazisként viselkednek azok a kémiailag kotott szorbensek, amelyek
apolaris lancot és polaris csoportokat is tartalmaz, ilyenek lehetnek pl. a
ciano-propil vagy aminopropil-csoportokat tartalmazo szilikagélek. A kevert
fazisok normal és forditott fazisként is hasznalhatok.

Mind a normal, mind a forditott fazis esetén a leggyakrabban nem egy,
hanem t6bb komponensii elegyet haszndlunk eluensként, mert igy a rétegen
a komponensek szétvalasztasat finomabban szabalyozni tudjuk. Az OPLC
késziilékeken, illetve a legmodernebb automata futtatokddakon kiviil nincs
mod a  kifejlesztés soran folyamatosan valtozo 0Osszetételi eluens
hasznalatara, azaz gradiens eliiciora.

Az UV-elnyelésre képes komponensek kimutatasara elényosen hasznalhatok
a fluoreszkal6 adalékot tartalmazé fluoreszcens rétegek, amelyek egy vagy
két hulldmhosszon torténd gerjesztés hatdsara halvanyzold illetve
halvanykék fénnyel fluoreszkalnak. A két leggyakoribb hulldmhossz a 254
nm ¢és a 366 nm. Ilyen réteget hasznalva a fényelnyelésre képes anyagok
vilagos alapon sotét foltként jelennek meg az UV-lampa alatt.
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A vékonyréteg lapok jelolésére nincs szabvany, de a gyartok tobbsége
nagyjabol hasonld gyakorlatot kovet. Egy atlagos szilikagél lap példaja
kapcsan nézziik, hogy mit tiintetnek fel a rétegek dobozan.

DC-Fertigplatten TLC plates silica gel 60 Fyy,
pre-coated 50 plates 10x20 cm

Kieselgel 60 F25 A layer thickness 0.25 mm

A ,DC Fertigplatten” 1ill. ,,TLC pre-coated plates” a vékonyréteg
kromatografidra hasznalhato, gyari készitési lemezeket jelzi németiil ill.
angolul, a Kieselgel (Silica gel) = szilika gél németiil ill. angolul adja meg a
réteg kémiai Osszetételét, a név utani 60-as szam a szilikagél porusméretét
adja meg Angstromben (1 A= 0,1 nm). Az F betli a réteg fluoreszkalod
tulajdonsagat jelzi, a 254 pedig a fluoreszcencia kivaltasdhoz sziikséges UV-
fény hulldmhosszat adja meg nm-ben, ami esetiinkben 254 nm. Kovalensen
modositott feliileti gél esetén az RP betiik a forditott fazisi (reversed phase)
tulajdonsagot, a betlik utan kovetkezd szdm pedig a kovalensen kapcsolodo
szénldnc szénatomszamat (hosszusagat) adja meg. A CN betik a
cianopropil, Diol a dihidroxi-alkil, NH2 az aminopropil oldallancokra
utalnak. A kirdlis elvalasztasokra alkalmas réteget CHIR felirat jelzi.
Amennyiben nem {liveglap hordozén van a réteg, altaldban megadjak a
hordoz6 mindségét, pl. alufélia hordozoé (Alufolien ill. Aluroll). Kiilon
feltlintetik azt is, ha koncentrdlo zonas a réteg.

Az elmondottak alapjan onalldoan gyakorolhatjuk a rétegek felismerését a
kovetkez6 cimkék felhasznalasaval:

Art. 13726 Art. 5547
HPTLC-Fertigplatten pp_T1,0-Alufolien Kieselgel 60
RP-2 F254 s (ohne Fluoreszenzindikator)

fir die Nano-DC | fiir die Nano-DC
Art. 14285 DC-Alufolien
HPTLC-Fertigplatten CHIR A]luminiumoxid 60 Fys,
mit Konzentrierungszone neutral (Typ E)

25 Platten 10 x10 cm
Konz.-Z.: 2,5cm x 10 cm 25 Folien 20x20 cm
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Pontos ¢és reprodukalhatd vizsgalatokat csak akkor tudunk végezni, ha az
altalunk hasznalt rétegnek minden vizsgalat megkezdésekor ugyanakkora a
feltileti aktivitasa. A feliileti aktivitds fogalmat Snyder vezette be, és a
gyakorlatban Brockmann 4éltal kidolgozott mérési modszer terjedt el. Mind
az aluminium-oxidok, mind a szilikagélek jellemzésére hasznaljak. A
Brockmann skalan az I. fokozat jelzi a legnagyobb, V. fokozat a legkisebb
aktivitast. Az I. fokozat annyira aktiv, hogy az ilyen aluminium-oxidot
vizgéz nyomok eltavolitdsara hasznaljak kiillonb6zdé gazokbdl. Normal
levegén néhany tiz masodperc alatt annyi vizet vesz fel, hogy elvesziti az L.
aktivitasat. A II. aktivitds az els6, amely mar normal koriilmények kozott
kezelhetd és még nagyon aktiv.

A relativ paratartalmat tomény sooldatokkal, illetve megadott Osszetételii
tomény kénsav-viz elegyekkel lehet bedllitani. A kromatografias
taroloszekrények aljdban elhelyezhetd, perforalt lappal lezart tetejii talcaba
ontik a nedvességtartalmat szabalyozo oldatot, majd ugyanabban a
gbztérben taroljak az oldat folotti zart térben rétegeket is. A behelyezéstdl
szamitva tobb oOra alatt all be a gdoztéri egyensuly. A kdvetkezd tablazatban
megadjuk néhany telitett sooldat f6l6tti géztér relativ paratartalmat.

2. tablazat Telitett sooldatok és az altaluk biztosithato relativ paratartalom
értekek 25 °C homérsékleten

Telitett oldat Relativ paratartalom
(%RH) 25 °C-on
LiCl 11,30
CH3COOK 22,51
MgCl, 32,78
K2COs 43,16
Mg(NOs), 52,89
NaCl 75,29
KCI 84,34
KNOs 93,58
K2SOq 97,30
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A nedvességtartalom ingadozasanak hatdsat a gyakorlatban legkdnnyebben
ugy tudjuk kikiisz6bolni, ha osztott alju ikerkamrat hasznalunk és a réteget a
kifejlesztés megkezdése elétt a kamra gbzterében legalabb 10-15 percig
kondicionaljuk.

- & D ==
- = L d
szabalytalan felcseppentés koncentralédas kifejlesztés utani kép

a réteg hataran
1. abra Koncentralo zonas vékonyréteg lap miikodési elve. Az ilyen lap
hasznalata soran nem foltokat, hanem sokkal inkabb lapos ellipsziseket
latunk kifejlesztés utan.

A mintdk minél élesebb savban torténd felvitelét, ezaltal pedig az
elvalasztoképesség novelését lehet elérni az Un. koncentrald zonas
rétegekkel. A koncentrdld zona egy olyan, kb. 2,5 cm szélességli, inaktiv
porézus anyagbol (pl. kovafoldbdl) késziilt sav a lapok alsd részén,
amelynek az a szerepe, hogy a felcseppentett foltokat az aktiv réteg szélén
egyetlen csikka tomoritse a futds elsd pillanataiban. Alkalmazaséaval le
tudjuk csokkenteni a cseppentési hibak egy részét és a kapott kromatogram
vékonyabb, ¢élesebb sdvokat tartalmaz. A koncentralé zona miikodését az 1.
abra szemlélteti. A normal rétegek koziil a legaltalanosabban hasznalt fajtak,
a HPTLC-s rétegek koziil pedig mindegyik fajta kaphaté koncentrald zonas
kivitelben is.

A koncentrald zoénas lapoknak csak az egyik szélén van zona, igy azok
vagasa csak egy irdnyban, a zéndra merdlegesen végezhetd el a zona
megtartasa mellett. Ha pl. egy 20x20-as normdl TLC-s lapot mindkét
oldalon elfeleziink, akkor két olyan negyediink lesz, amely koncentralo
zonds, és két olyan, amely semmiben nem kiilonbozik a hagyomanyos
lapoktol.
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Kifejleszté kadak, kifejlesztési technikak

Vékonyréteg kromatografias célokra altalaban oOntott livegbdl vagy
ragasztott liveglapokbol késziilt, sima vagy osztott alji, csiszolt tetejii
kadakakat haszndlnak, amelyek mérete a kaphaté TLC lapokéhoz igazodik.
A jol zar6do tetd nagyon fontos része a kromatografias kadnak, mert ez
akadalyozza meg az oldoszerek elillandsat a kadbol. A kad geometriai
méretei még akkor is jelentésen befolyasoljak a futasi képet, ha minden
egyeb paramétert allando értéken tartunk. Laboratériumok kozott atviheto,
reprodukélhatd eredményeket csak azonos tipust kadak hasznalataval lehet
elérni, ezért a kdd méretét, tipusat mindig meg kell adni.

2. abra Bal oldalon egy osztott aljii, normal tipust professzionalis
kromatografias kad lathato acél tetével, a kadban 10x10 cm-es rétegek
futtathatok. Jobb oldalon egy kromatografias kadként hasznalt targylemez
festd kad lathatd, amiben maximum 40 mm széles, 66 mm magas lapok
futtathatok. Ez utobbi tipust csak magas forraspontl olddszerek esetén
célszerli haszndlnunk, ugyanis a tetejiikon nincs sikcsiszolat, ezért rosszul
zarnak.

Vizes oldatok hasznalata esetén a gdztér telitettségének viszonylag kicsi a
jelentdsége, de szerves olddszereket hasznalva a kddak gézterének az adott
oldoszerelegyre nézve telitettnek kell lennitik. Ezt azéltal tudjuk elérni, hogy
a kamra belsé falat szlirOpapirral béleljiik ki ugy, hogy a papir beleér az
eluensbe ¢és legalabb a réteg tetejéig felnyulik. A gdztéri telitéshez normal
tipusu, 10 cm magas kadak esetén kb. 10-15 perc, a 20 cm magas kadaknal
kb. 30-60 perc kell. A normal tipust kadak belsé tere kb. 40-50 mm
vastagsagu, mig az un. szendvicskddaké (amelyekben a kromatografias lap
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két tiveglap kozott, mintegy szendvicsként helyezkedik el) csupan 2-4 mm.
A szendvicskadakban a lokalis goztértelitést maga a réteg is elvégezheti,
ekkor az eldadszorpcid hattérbe szorul, aminek kovetkeztében azonban
teljesen kiilonbozo futdsi képet kapunk, mint normal kadak esetén.

A kromatografias kadban 1évé TLC lap elhelyezkedése allo (vertikalis),
illetve fekvo (horizontéalis) lehet. Fekvd réteg esetén a futdsirany
nyilvanvaléan csak vizszintes lehet, az eluens eldrehaladasat csak a
kapillaris er6k biztositjak, a gravitacio nincs ra hatassal. Allo réteg esetén a
futdsirany (az eluens aramldsanak iranya) felszallo, illetve leszallo is lehet.

oldészer g6zok

adszorpcidja
Uveg v. acél tetd
sikban csiszolt
fels6 peremd
LI uvegkad
szlir6papir |
bélés |
™ oldészerfront
>
] /
\“ “
Kf“ /
d | aktiv réteg
az eluens illékony |
komponenseinek ““ |
a parolgasa | /
NG ] startpont
\: | t
eluens — '; j |
o - hordozo lap

3. 4bra Felszallo kromatografia telitett gézteri normal kadban. Ures nyilak
jelzik az eluens parolgasat a folyadékfelszinen és a szlir6papir bélésen, tele
nyilak a mar atitatott rétegen. A még szaraz rétegen megtorténik az
oldoszerg6zok adszorpcidja, eldtelitése. A foltok rétegen tuli futtatdsa nem

lehetséges.

A felszallo futasirdnyt hasznaljuk a leggyakrabban, mert ennek

legegyszeriibb a megvaldsitasa. Az eluenst a kapillariser6k szivjak fel a
rétegben. Mivel a felszivodas irdnya a gravitacioval ellentétes irdnyu,
felszallo futtatasnél az eluens front haladasi sebessége idében folyamatosan
csokken. Az aramlas megszlinik, miutan a front elérte a réteg felsé peremét.
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Illékony olddészerek esetén a pordzus réteg feliiletén az oldoszerfront
latszolagos megallasa utan is folytatodik a parolgas. Az elparolgott térfogat
potlasara az alsoébb régiokban tovabbra is fennmarad az aramlas, ami egy
id6 utan jelentésen meg tudja valtoztatni a kromatogramot. Az oldoszer
aramlas mellett masik zavard tényezé az, hogy a diffuzio iddben
fokozatosan szélesiti a foltokat, ezért a felbontoképesség egy hataron til mar
nem ndvelhetd a réteg hosszuisaganak a novelésével. A kivant kifejlesztési
tavolsag elérése utan a vékonyréteget minél hamarabb el kell tavolitani a
kadbol.

Leszallo eluensadramlast valamivel nehezebb megvaldsitani, ahhoz altalaban
specialis elrendezés és egyedi készitésli kiegészitd betét sziikséges, azt
kereskedelmi forgalomban nem lehet beszerezni. Ekkor az eluens egy
atnedvesitett szlirOpapir csikbdl szivodik at a rétegre, feliilrdl lefele halad a
rétegben, mozgéasat a gravitacid is segiti. Ebben az esetben lehetdség van
arra, hogy a folyadékaramlast a réteg alsdé peremének az elérése utan is
fenntartsuk, ugyanis a pordézus réteggel mint kapilldrisrendszerrel
Osszekotott also és felsd kamra kozlekeddedényként mitkodik. A leszalld
elrendezést ritkan hasznaljuk.

tveg v. acél tetd
T —— sikban csiszolt

felsé peremii
tvegkad

eluens
startpont

szlrépapir
bélés

oldoészerfront

az eluens illékony
komponenseinek

a parolgasa
PRl hordozé lap

aktiv réteg

oldészer g6z6k
adszorpcioja

4. dbra Leszallo kromatografia telitett gézteri normal kadban. Ures nyilak
jelzik az eluens parolgasat a folyadékfelszinen, tele nyilak a mar atitatott
rétegen. A még szdraz rétegen megtorténik az oldoszergdzok adszorpcidja,
eldtelitése. A kifejlesztés nem all meg akkor, amikor az eluens eléri a réteg
aljat, hanem tovabb folytatodhat (azaz a talfuttatas lehetséges). Ezt az
elrendezést nagyon ritkan hasznaljak.
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Osztott alju, un. ikerkddakkal konnyli megvaldsitani a goztéri telitést €s a
kondicionalast, ennek modjat lathatjuk az 5. dbran. A felcseppentett réteget
az ikerkad szaraz felébe helyezziik, a sziikséges ideig varunk arra, hogy a
g6z0k eldadszorpcidja megtorténjen, majd a kadat dvatosan addig dontjiik
oldalra, amig az eluens atfolyik a masik térfélre. Ezutdin a kadat
visszaallitjuk az eredeti allasdba, és megvarjuk a futds végét. Az atontés
soran gondoskodni kell arrél, hogy a réteg ne mozduljon el, vagy ne
tapadjon fel a kamra falara. Legegyszeribb, ha a szaraz térfélben a réteg
mogé egy kis ilivegrudat fektetiink, ami tavtartoként milkodik. (Egyes
kadtipusokndl ez az attoltés problémas lehet, ilyenkor inkébb felnyitjuk a
kadat és kézzel athelyezziik a réteget az eluensbe.)

sz(ir6papir

eluens

kondicionalas kifejlesztés

5. abra Kondicionalas és kifejlesztés ikerkamraban.

A foéként HPTLC rétegekhez hasznalt horizontalis futtatokddak olyan
felépitésiiek, hogy mind szendvicskadként, mind pedig normal kadként
hasznalhatok. A vertikalis kadakkal dsszevetve ebben az esetben is mas lesz
a kapott futdsi kép, de a hatirozott geometria, a jol kézben tarthato
kondicionalasi koriilmények miatt az eredmények jol reprodukalhatoak. A
kad telitett és telitetlen goéztérrel torténd futtatasra egyarant alkalmas.
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Egyidejlileg két kiilonboz6 0sszetételli futtatdszert is hasznalhatunk, ugyanis
egymassal szemben két, teljesen azonos felépitésii eluenstartalyt é&s
startlapot tartalmaz. Ugyanazon a lapon egyidejileg két fliggetlen
mintasorozatot is analizalni lehet, ilyenkor a futtatast egymassal szemben
végezziikk. Egy-egy vizsgalatnak rendkiviil kicsi az oldoszerigénye, egy 10
cm x 10 cm-es lap teljes kifejlesztéséhez 3-3,5 cm® eluens elegendd.

6. abra Horizontalis futtatokad.

Az eluens kivalasztasa

A megfeleld eluens kivalasztasa a folyadékkromatografia egyik legnehezebb
feladata. Az analitikai elvalasztasok, vizsgdlatok legnagyobb része nem
végezhetd el csupan egyetlen oldoszernek a felhasznédlasaval. Az eluens
komponenseinek egymassal elegyithetének kell lenni. Amennyiben
lehetdség van ra, toreksziink az egymdashoz kozeli forrdsponta olddszerek
hasznalatara, hogy a futds kozben, illetve a kondiciondlds soran az
illékonyabb komponens kiparolgdsa miatt lehetéleg minél kevésbé
valtozzon meg az eluens Osszetétele. Az eluensnek oldania kell a minta
0sszes komponensét. Lehetséges ugyan olyan futtatast is végezni, amikor az
eluens egyaltalan nem oldja a minta bizonyos komponenseit, de az lényegét
tekintve egy szelektiv kicsapassal egybekapcsolt, rosszul reprodukalhaté
kromatografids vizsgalatnak felel meg. A teljes oldhatatlansag ritka, ezért a
csapadékot ad6 anyag onmaga is lassan, folyamatosan szivarog, rontja a
képet. Amennyiben lehetséges, keriiljiik az ilyen modszereket. A csapadékos
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foltbdl nehezen olddédnak ki a bezart anyagok, igy el6fordulhat, hogy a
korabban egy foltot add6 komponensek is hosszu, folyamatosan kioldodo
csik formdjaban jelennek meg. Nem tudhatjuk azt sem, hogy a
felcseppentési foltnal keletkezd csapadék nem torzitja-e a koncentracidkat.

3. tablazat Az oldoszerek Snyder-féle eluotrop sorozata

£°(Al1,O3) £°(Si02(0OH),) | €°(C18)
n-Pentan 0.00 0.00
n-Hexan 0.00-0.01 0.00-0.01
i-Oktan 0.01 0.01
Ciklohexan 0.04 0.03
Szén-tetraklorid 0.17-0.18 0.11
Xilol 0.26
Toluol 0.20-0.30 0.22
Benzol 0.32 0.25
Dietil-éter 0.38 0.38-0.43
Diklér-metan 0.36-0.42 0.32-0.32
Kloroform 0.36-0.40 0.26
1,2-Diklor-etan 0.44-0.49
Metil-etil-keton 0.51
Aceton 0.56-0.58 0.47-0.53 8.8
1,4-Dioxan 0.56-0.61 0.49-0.51 11.7
Tetrahidro-furan 0.45-0.62 0.53 3.7
Metil-t-butil-éter 0.3-0.62 0.48
Etil-acetat 0.58-0.62 0.38-0.48
Dimetil-szulfoxid 0.62-0.75
Dietil-amin 0.63
Acetonitril 0.52-0.65 0.50-0.52 3.1
1-Butanol 0.70
Piridin 0.71
2-Metoxi-etanol 0.74
n-Propanol 0.78-0.82 10.1
i-Propanol 0.78-0.82 0.60 8.3
Etanol 0.88 3.1
Metanol 0.95 0.70-0.73 1.0
Etilén-glikol 1.11
Dimetil-formamid nagy nagy 7.6
Viz nagyon nagy nagyon nagy
Ecetsav nagyon nagy nagyon nagy
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Annak eldontésére, hogy milyen oldoszerekbdl éalljon az eluens,
probafuttatasokat

végziink. A probafuttatasoknak nem kell teljes értékii kromatogramot
szolgéltatniuk, csak azt kell megmutatniuk, hogy mely oldoszerek elualjak
jol, és melyek rosszul a vizsgalati minta komponenseit. A lehetd
legegyszeriibb vizsgalatot néhany perc alatt el lehet végezni, mert mar egy-
két foltnyi tavolsagra valo elmozdulas is sok informaciot szolgaltat.

A megfeleld futtatoszer kivalasztasa torténhet tobb kis kadban torténd
egyideju futtatassal, vagy kiilon erre a célra kidolgozott, sokcsatornas
horizontélis kifejleszté kadban (Gn. Vario kéddban). Ha mar ismerjiik, vagy
eldontottiik az eluens mindségi dsszetételét, a mennyiségi aranyok beallitasa
tovabbi vizsgdlatokat igényel. (A legkevesebb kisérletbdl a legnagyobb
felbontoképesség megtalalasat a Prizma modell segitségével végezhetjiik,
aminek targyaldsa meghaladja a lehetdségeinket, de részletes leirasa a
szakirodalomban konnyen megtalalhato.)

A  mindennapi gyakorlatban a legnagyobb segitséget az oldoszer
kivélasztasahoz az eluotrop sorozat jelenti. Az egyes olddszerek egyméshoz
viszonyitott elucios (leoldd) képességét, azaz az eluotrop erejét (£°) egy
kisérletileg megallapitott Gn. eluotrop sorozatban foglaltdk Ossze. Ez a
sorozat elsOként aluminium-oxid 4allofazisra lett kidolgozva, de kis
modositassal atvihetdk az eredmények szilikagélre is a kov. képlet alapjan:

PN =0,77- &0

szilikagél aluminium-oxid

Miéra mar kidolgoztdk a forditott fazisra vonatkozd, részleges eluotrop
sorozatot is. Az eluotrdp sorozat ismertebb tagjait a kovetkezd tablazatban
foglaltuk ossze.

Oldoszerelegy esetén az eredd ¢’ érték nem linearisan, hanem
logaritmikusan valtozik az elegy komponenseinek moltortjeivel.

Ha az eluens alkotdinak nagyon kiilonb6z6é a polaritdsa (pl. kloroform—
metanol elegy), akkor a rétegen a futas kozben megtorténik az
oldoszerkomponensek szétvalasa (frontdlis szeparacidja) is, ami a fo front
(un. o-front) mellett egy masodlagos oldészerfront (B-front) kialakuldsat
okozza. Ez szemmel gyakran nem lathatd, de megfeleld festési eljarassal
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kimutathat6é. A masodik front helyzete a hasznalt oldoszerelegy Osszetétele
mellett még sok mas paramétertdl, igy a lemez viztartalmatol is fiigg,
teljesen  reprodukalhato  kromatogramot csak mindenben azonos
koriilmények kozott lehet kapni. Amennyiben médd van rd, érdemes az
eluenstinket olyan oldoszerekbdl késziteni, amelyek polaritasai nem allnak
nagyon messze egymastol.
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7. abra Bal oldalon a méasodlagos oldoszerfront kialakuldsa lathat6 erésen
eltérd polaritast oldoszerelegye hasznalata esetén. A béta-front szabad
szemmel gyakran nem lathato, de a kdzelébe es6 foltokra jelentds hatdsa
lehet. Jobb oldalon egy olyan kromatogram lathatd, amelynél a metanol-viz
eleggyel ételfestékeket valasztottunk szét. A metanol alfa-frontja mogott
kialakulo vizes béta front nem jol definialt, helyzete a réteg lokalis
nedvességtartalmatol fiigg, ezért szabalyos aramlés helyett kiszamithatatlan
modon fut, a kék szinezeék foltjat orvénylésszeriien dsszezavarja.

Mintafelvitel

Az egyes mintdkat a vékonyréteg lap megadott helyére, az un. startvonalra,
azon beliil a startpontokra kell minél pontosabban, minél egyenletesebben
felvinniink.

A kamra tipusa, a futtatdis moddja részben befolyasolhatja, hogy a
startvonalat ¢és a startpontokat hovéa helyezziik. Altalanos szabély, hogy 20
cm X 20 cm-es normal TLC-s lapnal egyik szélen sem lehet folt a lap
sz€1étd] szamitott 20 mm-en beliil és a startvonal 20 mm-re legyen a lap als6
sz¢létol. A mintak nem lehetnek 10 mm-nél kozelebb egymashoz, de vannak
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modszerek, ahol akdr 20 mm tavolsagot is eldirnak. 10 cm x 10 cm-es
HPTLC-s lemeznél a két szElt61l szamitva 10-15 mme-en beliil nem lehet folt,
és a mintak legalabb 6 mm-re legyenek egymastol. All6 kadnal a startvonal
kb. kb. 15 mm magasan legyen, de horizontalis kddndl a 10 mm is
megfeleld.

Lattuk, hogy a rétegek teljes feliiletén parolgas jatszodik le. A nem
tokéletesen telitett goézteri kamraknal a parolgas kiillonosen jelentés a
lemezek széle felé haladva. Ennek kovetkeztében az eluens nem csak a
startvonalra merdleges iranyba mozog, hanem a lap kdzepe feldl is aramlik a
lap széle felé. A foltok nem péarhuzamos egyenesek mentén fognak
elhelyezkedni, hanem valamelyest sugariranyban kifel¢ tartva. Ezt a
jelenséget peremhatdsnak nevezziik. Magas forraspontli oldoszerek esetén a
peremhatast gyakran észre sem lehet venni, de annal erésebben jelentkezik,
minél kisebb az eluens valamely komponensének a forraspontja. Nagyon
illékony eluens hasznaltakor a goéztér telitése és a lap kondicionéalasa
kiilonosen fontos.

8. dbra Peremhatas jelentkezése 10 x 10 cm-es, koncentralé zonas HPTLC
lapon, a réteget 3 mm vastag, telitetlen gézterii, szendvics elrendezddésii
horizontalis kadban futtattuk. Az eluens diklor-metan volt, aminek a
forraspontja nagyon alacsony, csak 42 °C. Jol lathato, hogy az eluensfront
nem egyenes, hanem félkorivben hajlott, és az oldalsé mintak foltjai a
kozépponthoz képest sugariranyban kifel¢ sodrodnak.
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A minta felvitele torténhet egy kapillarisbdl torténd felcseppentéssel, vagy
szorassal. Az automata Dberendezések csak nagy mintaszamnal
hasznalatosak, altaldban vagy szabadkézi felcseppentéssel, vagy mechanikus
kézi felcseppentd berendezéssel dolgozunk.

A kvalitativ analizisekhez elegendd, ha hazilag készitett kapillarist
hasznalunk a mintak felcseppentésére. A kapillarisokat egyszer hasznalatos
Pasteur-pipettakbol (szivornyakbol) készithetjiik a legkonnyebben, ugyanis
azok alacsony lagyulasponti iivegbdl vannak, egyszerli géazégdvel is
konnyen olvaszthatok. A kapillarisoknak nem szabad sem nagyon
vastagnak, sem tulsagosan vékonynak lenniiik, ezért a kihuzott cs6 két széle
¢és a kozepe sem megfeleld vastagsagu. Egy id6 utan mindenkiben kialakul a
tapasztalat és mar ranézésre meg tudja allapitani, hogy milyen a j6 méret.
Olyan hosszusagu kapillarist célszeri hasznélni, amit kézzel kényelmesen
meg tudunk fogni. A felcseppentést alapvetden befolydsolja a kapillaris
végének az alakja. Mer6leges vagassal kapott sima ¢él a megfeleld, a
kicsorbult peremii kapillarist annyira a réteghez kell nyomni, ami mar
karositja a réteget.

Kapillaris véagasdhoz (valojaban nem vagjuk, hanem karcoljuk) ¢éles
livegvagd penge, vagy ¢éles peremii keramialap (pl. torott porcelan tal egy
darabja) sziikséges. Erdemes a vagando kapillarist a két kormiink kozé
csiptetni, majd a vagd pengét a kormiink feliiletén cstisztatva odavezetni a
kapillarishoz, ahol egyetlen mozdulattal, finoman végighuzzuk az {ivegen.
Ne nyomjuk erdsen, mert eltdri a csovet! Amennyiben jol karcoltuk meg, a
karcolas oldalan finoman megnyomva a kapillarist az minimalis erd hatasara
eltorik és a vagasi €l szabalyos lesz.

=

LT . W

9. abra Jol és roszul vagott (torott) kapillaris végek.
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Kvantitativ, pontos munkahoz alapvetd fontossagu, hogy a kalibralo
torzsoldatokbodl illetve az ismeretlenekb6l pontosan ismert térfogatot
cseppentsiink fel, amire nem alkalmasak a hazi készitéstu kapillarisok. A
legpontosabb eredményt gyari készitésti, allando térfogatd, kalibralt
mintabemérd kapillarisokkal tudjuk elérni, amelyekhez toltOceruzaszeri
befogo adaptert is vasarolhatunk. A bemér6 kapillarisok hegyét addig tartjuk
a mintaoldatba bemartva, amig sziniiltig megtelnek, majd utana egy vagy
tobb részletben iiritjik ki a lemezre. A 0,5 és az 1 mikroliteres
kapillarisokkal akdr egy részletben is fel lehet a rétegekre vinni a mintékat,
az 1 mikroliternél nagyobb térfogatokat azonban csak a kapillaris tobbszori,
rovid ideig a réteghez torténd érintésével tudunk felcseppenteni ugy, hogy a
folt mérete ne legyen tal nagy. Mindig tartsuk szem el6tt, hogy azért kell
kicsi foltot cseppenteniink, mert a lehetd legjobb felbontast szeretnénk
elérni. A felcseppentési foltnal 1ényegesen nagyobbak lesznek a kifejlesztett
foltok, kisebbek pedig sohasem!. Figyeljiink arra is, hogy a koncentrald
zOnara torténd cseppentéskor a foltok nagyon szétfutnak, tehat ilyenkor 10
mm tavolsagra tegyiik egymastol a foltokat még akkor is, hogy ha HPTLC-s
réteget hasznalunk.

E
( Disposable Capillaries

R:0.25% CV:06% . i
- =

10. abra Egy doboznyi 1 mikroliteres bemérd kapillaris, valamint a hozzajuk
tartozo6 adapter. A bemérd kapillarisok meglehetdsen koltségesek, ami
korlatozza a hasznalatukat.

Vannak, akik 1-10 mikroliter térfogatt, lapos tiivégi Hamilton-fecskendével
viszik fel a mintdkat a lapra. Megfeleld gyakorlattal ez az eljards is
ugyanolyan jol hasznalhatd, mint a bemérd kapillaris, de gyakorlatlan
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kézben kisebb pontossagii és tobb hibalehetdséget rejt. A fecskendd
tokéletes elmosdsarél minden minta utan gondoskodni kell. Semmilyen
modon nem javasolhatok felcseppentésre a mullanyag hegyli automata
pipettak, ugyanis az azokbdl torténd folyadékkiaramlast nem lehet finoman
szabalyozni, a pipettahegy vége ritkdn egyenes, a nehéz pipettaval pedig
nagyon konnyen felsérthetjiik az érzékenyebb réteget.

Preparativ rétegek hasznalatakor a mintdit nem pontokban, hanem egy
folytonos vonal mentén vissziik fel. Oda kell figyelniink azonban, hogy ne
tomitsiik el a réteg porusait, kiilonben teljesen kiszdmithatatlan,
orvénylésszerli képet kapunk a vart szép elvalasztas helyett.

Lemezek szaritasa, hokezelése
A lemezek szaritasdhoz csak egy hajszaritora van sziikség.

Szinreagensek alkalmazasa esetén gyakran el6fordul, hogy a bepermetezés
utan 10-20 percig megadott hofokon kell tartani a lemezt. A termosztalt
hevitélap professzionalis, mennyiségi analizishez nélkiilozhetetlen.
Kvalitativ vizsgélatokhoz egyszeriibb megoldas is megfeleld lehet, amilyen
példéaul a szabalyozhaté hdmérsékletii elektromos rezso, a fiitheté magneses
keverd, vagy egy holégfuvo pisztoly. Mivel a lemez feliiletérdl a hevitéskor
a reagens olddszere és maga a reagens is parolog, sziikség esetén megfeleld
szelldztetésrol vagy elszivasrol gondoskodni kell.

Lathatdova tétel

Fluoreszcens rétegen az UV elnyelésre képes foltokat UV-fénnyel
besugarozva lathatova tehetjiik. Vildgos alapon sotét szinli foltokat
lathatunk, a sotétedés mértéke aranyos a koncentracioval. Fluoreszcens
indikator nélkiili réteget hasznalunk abban az esetben, ha valamilyen kémiai
reakcidval egyes komponensek fluoreszkald szarmazékka alakithatok. Ilyen
esetben UV-fény hatasara sotét hattéren vilagos foltokat latunk, a
fénykibocsatas mértéke aranyos a koncentracioval.
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11. abra UV-kabinet. Megfeleld adapterrel ellatva az ablakon keresztiil le is
lehet fényképezni a réteget, vagy a redony részleges félrehtizasa utan puha
ceruzaval koriilrajzolhatjuk a foltokat.

Az UV-lampaknak van kézi véltozata, vagy vannak dobozba szerelt
valtozatok, ezek az tn. UV-kabinetek. Az ilyen nézddobozok elsdsorban
szabad szemmel torténd megtekintésre hasznalatosak. Esetenként meg lehet
oldani a rétegek fényképezését is, de a kissé oldaliranytl nézOpont
kovetkeztében a képen a fliggbleges élek tavlatilag egymas felé tartanak. Ez
nem zavarja sem a mindségi, sem a félkvantitativ mennyiségi kiértékelést.
Professzionalis célra olyan UV-VIS-megvilagitdé dobozok/asztalok is
forgalomban vannak, amelyek tobb oldali lampat és beépitett kamerat
tartalmaznak.

Az UV-VIS detektalas egy specialis késziiléke a  vékonyréteg
kromatografias szkenner, az un denzitométer. A denzitométerek olyan
reflexids fotométerek, amelyek néhany szdzad milliméter széles sdvokban az
egész rétegrol teljes spektrumot vesznek fel, amelyek csikonkénti
szamitogépes kiértékelésével az egyes foltokban 1évé anyagok kémiai
mindsége és mennyisége is meghatarozhato.
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Elohivas

Amennyiben egy vagy tobb komponens nem tehetévé lathatova UV-fénnyel,
valamilyen reagens alkalmazasaval szines vegyiiletekké alakitjuk azokat. A
reagenst a legaltalanosabban pumpdas hajlakkszorobol, vagy stritett gazas
festékszorobol porlasztjuk a rétegre. A porlasztas soran mindig gondoskodni
kell a megfeleld elszivasrol, szelldztetésrol! A mindenki altal belélegzett
laboratériumi levegébe nem porlaszthatunk bele irritdld, agressziv, mar6
vagy toxikus anyagokat! (Alapvetd munkavédelmi szabdly, hogy a tiszta
vizen ¢és a tiszta levegdn kiviil minden anyag veszélyesként kezelendd.)
Porlasztaskor mindig viseljiink véddszemiiveget!

A szinreagensek kozott vannak olyan altalanosan haszndlhatd reagensek,
amelyek erdsen oxidalnak vagy roncsolnak, kiillondsen hevités hatdsara.
Ilyen roncsol6d reagensek a foszformolibdénsav, a tdomény kénsav, tomény
kénsav ¢€s ecetsav-anhidrid elegye, kénsavban oldott kalium-dikromat vagy
kalium-permanganat, tomény kénsav ¢€s salétromsav elegye, tomény kalium-
hidroxid. Ezekkel kiilondsen vigydzzunk, mert a ruhazatot, a butorokat,
jegyzOkonyvet, stb. is pillanatok alatt tonkre tehetik!

Vannak olyan szerves reagensek, amelyek valamilyen funkcios csoporttal
szines vegylletet adnak, mig masokkal nem. Ezeket a reagenseket
specifikusan, bizonyos vegyiiletcsoportok kimutatdsara tudjuk felhaszndlni.
Nagyon sok ilyen reagens van, ezek felsoroldsa is messze meghaladja a
lehetdségeinket, ezért csak néhany jellemzd példat adunk meg. A kdvetkezd
tablazatban Osszefoglaloan lathatjuk néhany altalanosabban hasznalhaté
szinképzd reagens Osszetételét és az alkalmazasuk koriilményeit. Gyakran
nem csak egy, hanem tobb moddszert v. reagenst is hasznalhatunk egymas
utan, ezek az Un. el6hivasi protokollok. A protokollok végrehajtisa soran
kapott kromatogramokat minden 1épés utan régziteniink kell (jegyzOkonyv,
fénykép, rajzolas, stb.).
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4. tablazat A legaltalanosabban hasznalt szinreagensek.

Reagens Osszetétel Hasznalat Szin Vegyiiletek
neve kore
Kénsav cc. HzSO4 | beszoras barna V. | nagyjabol
vagy hevités  110- | fekete foltok | univerzalis
50% kénsav | 120 °C-on
néhany percig
Kénsav- 3 g KoCr07 | beszoras barna V. | univerzalis
dikromat 20 ml vizben | hevités 110 | fekete foltok
oldva, majd | °C-on néhany
20 ml cc. | percig
kénsavval
higitva
Fluoreszcein | 50%-0s beszoras fluoreszkald | sokféle szerves
vizes- vizsgélat 366 | foltok vegyiilet
metanolos nm uv
natrium- fényben
fluoreszcein
oldat
(50 mg/100
ml)
Jodgoz Jod a lemezt | barna foltok | sokféle szerves
kristalyok jodkristalyokat vegyiilet
tartalmazo
kadba allitani
Dragendorff- | K[Bil4], beszoras narancsbarna | aminok, amidok,
reagens ecetsavas v.  voOrdses | nitrogéntartalmu
Kl-oldatban foltok vegyiiletek
Ninhidrin 95 tf. | beszoras sarga, aminosavak,
alkoholos hevités 110 | rézsaszin v. | aminok
ninhidrin °C-on néhany | ibolya szinii
oldat (0,2%- | percig foltok
0s), és 5 tf.
ecetsav
(10%)
Foszfor- 5% foszfor- | beszoras kék foltok nagyon sokféle
molibdénsav | molibdénsav | hevités 120 °C, szerves vegyiilet
etanolban 10-15 perc
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12. abra Hazi készitési reagensszoro pisztoly, amely 2-3 bar nyomasu inert
gazzal miikodtethetd. Kereskedelmileg beszerezhetdk festékszoro
aeroszolos flakonok, valamint akkumulatoros, egyedi reagensszord
késziilékek is. Sziikség esetén pumpas dezodoros flakonbol is jol lehet
porlasztani a reagenseket.

A rétegek dokumentalasanak alapvetd feltétele, hogy mind UV-fényben,
mind lathaté fényben felvételt tudjunk azokrol késziteni. A normal fénynél
torténd fényképezés nyilvanvaldan nem jelent problémat. Az UV-fényt kézi,
illetve dobozba szerelt UV-lampaval biztositjuk. Az UV-lampat a réteg
folott helyezziik el és célszerli egy allvanyon rogziteni. Ahhoz, hogy ne
hamis szinek legyenek a fényképen, a fényképezdgép optikdja elé egy
vastagabb liveglapot helyeziink, ami az UV-sugarzast kisziiri. A fotézashoz
akar a mobiltelefonunk kamerdjat is hasznalhatjuk.

A kapott digitalis képeket egyrészt a jegyzOkonyviink szamara
kinyomtatjuk, = masrészt  megfelel6  kromatografids  programmal
mennyiségileg és mindségileg ki is tudjuk értékelni. A kiértékeléssel kiilon
fejezetben foglalkozunk.
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3. A VEKONYRETEG KROMATOGRAFIAS VIZSGALATOK
MENETE

Miutan megismerkedtiink a kadak és rétegek alapvetd tulajdonsagaival,
nézziik, hogy hogyan torténik egy kromatografias vizsgalat elvégzése!

1) Kalibralo oldatok elkészitése, ismeretlenek méréshez elokészitése.

2) Réteg levagasa, mintak felcseppentése.

3) A réteg kondicionalasa, lehetdleg a kadban.

4) A réteg kifejlesztése, majd szaritasa

5) A szemmel lathatato foltok dokumentalésa.

6) A lathatatlan foltok egy vagy tobb 1épéses lathatova tétele, 1épésenkénti

dokumentéléssal.

7) Mosogatas, takaritas, rendcsinalas, el6késziilés a kovetkez6 méréshez.
(Az analitikaban a tisztasdg nem fél egészség, hanem alapvetd

kovetelmény!)

8) A kromatogramok kinyomtatasa, jegyz6konyvben rogzitése.

9) A kromatogramok kiértékelése, az eredmények jegyzokonyvben

rogzitése.

3.1 Oldatsorozatok, mintak elokészitése

Az Aaltalanos kémiai gyakorlat szerint jarunk el az oldatsorozatok
eldallitasanal. Mivel a vizsgalatoknak nagyon kicsi az oldatigénye, a
moddszernek pedig relative nagy a hibdja, altaladban elegendd, ha automata
pipettak hasznalataval végezziik a higitasokat.

3.2 Lapok levagasa, mintak felcseppentése

A legels6 dolog a vékonyréteg lap eldkészitése a mintak felcsepentéséhez. A
lapokat lehetSleg az éliiknél fogva, illetve a hatlapot tartva kezeljik. Az
aktiv réteget ne fogjuk meg csupasz kézzel, mert az ujjlenyomatunk rajta
marad! Ha van ra lehetdség, érdemes vékony gumikesztylit hasznalni. Ha
nem az egész lapot akarjuk felhasznalni, gy le kell vagni beldle a sziikséges
darabot. Csunya és pazarld dolog 6ssze-vissza vagdalni egy lapot. A helyes
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gyakorlat szerint mindig egy teljes lapszélességli csikot vagunk le, majd
abbol szabjuk le a kivant méretet.

Amikor olloval vagjuk a lapot, figyeljiink oda arra, hogy bal keziinkben
legyen a hasznalni kivant darab, jobb keziinkben az oll6. Ez azért fontos,
mert az oll6 a vagas soran enyhén meghajlitja/megtori a réteget €és a
hajlasnal az all6fazis levalhat a hordozo lemezrdl. Az aluminium hordozéju
lapokat konnyebb vagni, mint egyes miianyag hordozodjiakat, amelyekrdl a
réteg kifejezetten konnyen lepattan.

Barkacskéssel ugy vagunk réteget, hogy a vagasi vonalhoz illesztiink egy
vonalz6t (lehetdleg fémvonalzot), stabilan ranyomjuk a rétegre, majd a kés
hegyével tobbszor is végighaladunk a vagasi vonal mentén. El6szor finoman
nyomva lekaparjuk a réteget, majd er6sebben nyomva annyiszor
végighaladunk a vonalon, amig a vagési vonal mentén elvalik a két fél

egymastol.

A legnehezebb és a legnagyobb gyakorlatot az tiveg hordozéju lapok vagasa
jelenti, amelyekbdl 20 mm-nél keskenyebb darabokat vagastechnikai
problémdk miatt nem készitiink. A vagashoz sima, tiszta asztalfeliiletre,
alatétnek tiszta papirlapra, vonalzora, jel6ld tollra és egy jO mindségii
iivegvagora van sziikség. Kerekes iivegvagd is hasznalhatd, de nagyon
finom vagast csak vidia vagy gyémant hegyli szerszammal lehet végezni. A
nagy lapot réteggel lefelé forditva letessziikk az asztalra helyezett tiszta
papirlapra, bejeldljiik egy-egy pontban a vagéasi egyenes két végét. (A
bejeloléshez legjobb a finom hegyli tablafilc, az ugyanis szdrazon
letorolhetd a vagas utan.) A vonalzoét odaillesztjiik a vonal mellé (figyelni
kell, hogy az livegvago fejének megfeleld vastagsaggal elcsusztassuk), majd
a lap egyik szélétdl a masikig hatarozott mozdulattal végigkarcoljuk az
uvegfeliiletet. (Tobb karcolas néha javit, néha ront a helyzeten.) A
megkarcolt lap ala egy hurkapélcat helyeziink ugy, hogy a pélca pontosan a
karcolas alatt legyen. Egyik keziinkkel rogzitjik a lemez egyik végét a
papiron, majd a talsoé oldalon hatarozottan lefelé megnyomjuk a lap masik
felét. Ha minden rendben megy, akkor az iiveg a karcolas mentén konnyen,
egyenes vonalban elpattan. Eléfordul, hogy bekarcolaskor vagy pattintaskor
a lap nem a kivant helyen torik, hanem valahol mashol. Ennek az oka az
ivegben 1évO rejtett fesziiltség, vagy a nem megfelelé vagas lehet.
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13. abra Minimalisan sziikséges eszkozkészlet a TLC-hez.

A felcseppentés el6tt hizzuk meg a startvonalat, jeldljiik ki a startpontokat!
A foltok alatti részt felhasznaljuk a minta azonositéjanak felirasara, a réteg
két oldalan 1évd csikot pedig az eluens Osszetételének, illetve a réteg
tipusanak a felirasara. Ne irjunk semmit sem a futtatdsi teriiletre. Csak
nagyon puha ceruzat hasznaljunk!

A felcseppentést gy végezziik, hogy a kapillarist belemeritjiik az oldatba,
majd kivessziik és Ovatosan, kis mozdulatokkal, tobbszor egymas utdn
hozzéaérintjiik a réteghez a kivant pontban. Két részlet kozott sziikség lehet a
folt megszaritasara. Igyekezziink azonos méretii foltokat felcseppenteni!
Normal rétegnél a folt atméréje 2-4 mm legyen, HPTLC-s rétegnél a
cseppek kétszer olyan kozel keriilhetnek egyméshoz, ezért a foltok csak 1-2
mm atmérdjiiek lehetnek. Mennyiségi vizsgalatokhoz kalibralt kapillaris
hasznalata sziikséges, amit a térfogatatol és a réteg anyagatol, vastagsagatol
fliggden egy vagy tobb részletben tiritiink ki.

Tipikus felcseppentési koncentracio: kb. 1-10 mg/ml, tipikus felcseppentett
térfogat: 0,50-5,0 mikroliter.
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3.3 Kifejlesztés, eléhivas

A kadakrol szold fejezetben mar részletesen lattuk a telitett goztér
jelentdségét. Amennyiben ikerkdddal dolgozunk, lehetdség van a réteg mar
leirt, kadban torténd kondiciondldsdra. Amennyiben egyszerii kaddal
dolgozunk, béleljiik ki a kadnak a réteggel szemkozti falat sziirépapirral,
ontsiik bele az eluenst, zarjuk le a kéadat, rdzzuk meg, hogy a fal
megnedvesedjen, majd 15 percig hagyjuk éllni. Ezutan a kadat csak annyi
idére nyitjuk fel, amig a felcseppentett réteget beleallitjuk, majd
visszazarjuk. Az 1d6zitd o6ran bedllitjuk a futds idejét. Amennyiben nem
ismerjik a sziikséges 1d6t, id6kozonként ellendrizziik az oldészerfront
helyzetét.

Miutan elértiik a kivant futasi tavolsagot, kivessziik a réteget €s hajszaritéval
megszaritjuk.

A modszerben eldirt eldhivasi/vizualizacios modot hasznéalva lathatéva
tesszlik a foltokat és dokumentaljuk a kromatogramot.

Magat a kifejlesztett lemezt nincs értelme a jegyzokonybe beragasztani,
mert a réteg lepereg, liveg hordozo esetén pedig nem fér bele a fiizetbe €s
torékeny is. (Papirkromatogramot be lehet ragasztani.) A vékonyréteg lapok
helyett azok kinyomtatott képét ragasszuk be. Nagyon sok esetben a mobil
telefonban 1évdé kamera elegendd a dokumenticiora. Idedlis esetben
természetesen nagy szinmélységli fényképezdgépet hasznilunk (lehetdleg
RGB 32 bites, vagy 48 bites szinmélységgel), de ha az nem 4all a
rendelkezésiinkre, normal digitalis kamera 1is megfelel a célnak.
Fényképezdgép ¢és nyomtatd hijan pedig irodai fénymadasoldt is
hasznalhatunk, de ekkor a masolas eldtt tegylink egy-egy atlatszo foliat a
réteg ala és folé, nehogy beszennyezziik a fénymasold belsejét a reagenssel!
Amennyiben sem nyomtatd, sem fénymasoldo nem 4all a rendelkezésiinkre,
akkor marad az a legdsibb modszer, amit senki nem hasznél szivesen. Egy
vékony fehér papirlapot a rétegre helyeziink, és ceruzaval arra atmasoljuk a
réteg és a foltok korvonalait.
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4. VVEKONYRETEG KROMATOGRAMOK ELEMZESE

4.1 Alapfogalmak

A vékonyréteg kromatogramokat kifejlesztésiik utdn mindségileg illetve
mennyiségileg ki kell értékelniink. A kiértékeléshez sziikséges alapvetd
paramétereket a kovetkezd abran lathatjuk.

szabalyos vandorlas torzult vandorlas

eluens frontvonal

L
| [N
<«
HT @ | @@
hstd
startvonal s -
startpont //

14. dbra Vékonyréteg kromatogram a legfontosabb alapfogalmak és a
kozvetleniil mérhetd paraméterek feltiintetésével.

Két folt azonossadganak vagy kiilonbségének az eldontését a retencids
faktorok (Rf) alapjan végezziik. Az Ry értéket a kovetkezd képlettel
definialjuk:

ahol h= a kivalasztott folt kozéppontjdnak tavolsdga a felcseppentés
helyétdl, H= az oldoszerfront tavolsaga a startvonaltdl szamitva.
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Az idealis folt tokéletesen kor alaka, mig a redlis foltok jelentés hanyada
inkabb ellipszis alakd. Ellipszis alaku folt esetében a mennyiség
fliggvényében valtozik az Ry érték is, tehat ilyen anyagoknal a mindségi
azonositas dnmagadban az Rs alapjan meglehetdsen bizonytalan, vagy nem is
lehetséges. A kovetkezd abran a vékonyréteg kromatogramok esetén
leggyakrabban tapasztalhat6 foltalak torzulasokra lathatunk példakat.

c D
1 B
LA

15. abra Jellemzd foltalak torzulasok a vékonyréteg kromatografidban.

Az A és B anyagok mennyiségétdl fiiggden vagy a foltok alja, vagy a teteje
van egy egyenesben. Nyilvanvald, hogy a foltok kdzéppontjara szamitott R¢
értekek nem allandoak, hanem a koncentraciotol fliggenek, igy mindségi
azonositasra nem alkalmasak. A folttipustol fliggéen azonban a folt aljara
vagy tetejére szamolt Rs értékek nagyjabol allandok.

A C tipusu folt olyan anyagnal jelentkezik, amelynek egy vagy tobb
komponense csak nagyon gyengén oldodik az eluensben. Az ilyen
kromatogramok nem értékelhetdk, meg kell valtoztatni az eluens
Osszetételét. A D tipusu folt akkor jelentkezik, ha nagyon erds az adszorpcio
az allofazison (pl. szilikagélen az aminok), vagy ha a rétegen folyamatosan
bomlik az anyag.



210

Az el6z0 részekben lattuk, hogy milyen sok kornyezeti tényezdre lehet
érzékeny egy vékonyréteg kromatografids elvalasztds- Az R; értékek
szigoruan véve csak az azonos lapon, azonos koriilmények kozott futtatott
mintak esetében hasonlithatok 0ssze! Az Ry érték bizonytalansagat ugy lehet
csokkenteni, ha a foltok futasdt egy a vizsgalt mintdhoz hasonlo
kromatografias tulajdonsagl belsdé standard futdsdval hasonlitjuk Ossze. A
bels6 standard retencios faktorara (Ryst)) vonatkoztatjuk a vizsgalt folt Ry
értékét, igy kapjuk az Ry relativ futdsi index értékét, ami stabilabb és
reprodukdlhatobb, mint az Rf 6nmagaban.

hS
Rf(std) :Hitd
R, = Ry
R

f (std)

4.2 Mennyiségi meghatarozas a foltteriilet alapjan

Mennyiségi meghatarozast legegyszeriibben a foltteriilet kézi mérésével (kor
vagy ellipszis teriiletének szamitasaval), tobb ponthoz tartoz6 kalibrald
gorbe felvételével, majd abbdl visszakereséssel végezhetiink.

A foltok teriiletét idealis esetben mint egy kor teriiletét szamitjuk ki, a jol
ismert képlet felhasznéalasaval:

i
4

Ellipszis esetén a kis és a nagytengely hosszabol szamitjuk ki a teriiletet:

crcr

fliggvényében abrazoljuk az adott koncentracidkhoz tartozo foltteriiletet.



211

4.3 Mennyiségi meghatarozas miiszeres denzitometrias
modszerrel

A foltteriilet helyett koncentraciomeghatarozasra sokkal nagyobb
pontossaggal lehet alkalmazni a denzitometrids eljarast. Professzionalis
cé¢lokra mennyiségi méréseket csak denzitométeres kiértékeléssel végeznek.
Fontos tudnunk, hogy rossz felcseppentési technika, pontatlan oldatok,
torzult 4ramlasi viszonyok, nem kelléen kontrolldlt kromatografias
koriilmények esetén a denzitométerrel kapott eredmények az elkdvetett
kisérleti hibak miatt nem lesznek 1ényegesen jobbak, mint a szimpla kézi
kiértékelés eredményei.

4.4 Min6ségi és mennyiségi kiértékelés digitalis fényképek
alapjan

A vékonyréteg kromatogramok koltséghatékonyabb, de miszeres jellegli
mennyiségi kiértékelésre nagyon sok laboratériumban igény van. A digitalis
fényképezés elterjedésével ma mar nem jelent problémat a j6 mindseégl
képek készitése. A kiértékeléshez pedig ingyenesen hozzaférhetd egy olyan
szamitogépes program, ami nem csak sziirke arnyalatos modban képes a
fényképek elemzésére, hanem az alap szincsatorndk felbontdsaval olyan
képeket 1s fel tud dolgozni, amelyek mas programok esetén
értékelhetetlenek (pl. halvanyzo6ld hattéren halvany rozsaszinli foltok). A
tovabbiakban ennek a programnak a hasznalataval ismerkediink meg.

A CP-Atlas és a Gelanalyzer programok hasznalata

A CP-Atlas célzottan a VRK lapok kiértékeléséhez késziilt, a Gelanalyzer
els6sorban gélelektroforézishez jo, de sziikség esetén VRK-ban is
hasznalhat6. A programokat mindenki ingyenesen letdltheti és szabadon
feltelepitheti a sajat gépére
https://sites.google.com/site/lazaristvan99/home/CpAtlas.zip
https://sites.google.com/site/lazaristvan99/home/GelAnalyzer2010a.zip
http://gelanalyzer.com

A program barmilyen operacids rendszeren fut (Windows, Linux, stb.), csak
a Java futtatokornyezetet igényli, az pedig a legtobb gépen mar
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megtalalhatdo. Mindig a legfrissebb Java futtatdé kornyezetet célszera
hasznalnunk, amit a Java honlapjarol ingyenesen le lehet tolteni.

Telepités: nem kell telepiteni. A tomoritett fajlt ki kell csomagolni egy
konyvtarba, ahonnan a CpAtlas.exe fajl, vagy a CpAtlas.jar fajl kozvetleniil
futtathat6. Az elsé hasznalatkor el kell fogadni a licensz feltételeket az OK
megnyomasaval. Innentdl a program hasznalatra kész.

Nyelv bedllitdsa: Ha a magyar nyelvii valtozatot toltéttiikk le az internetrdl,
akkor eleve magyarul miikodik. Hiba esetén a program visszatér az angol
alapértelmezéshez. A language.txt fajlt at lehet irni, igy a programot minden
nemzet anyanyelvére, illetve az egyes laboratoriumok hazi hasznalatara is
konnyen honositani lehet!

A program hasznalata

A program nagyon egyszerl felépitésii, harom {6 ablakban taldlhaté meg az
Osszes eredmény.

Az ablakok alapértelmezésben egymas alatt taldlhatok és a bal felsd
sarokban, a meniisor alatt 1évd ikonokra kattintva lehet azokat az elGtérbe
hozni. A tovabbiakban mindenki szabadon athelyezheti az ablakokat, ahogy
az alabbi 4bran is lathatok.

Az analizishez eldszor be kell olvasnunk a kivant kromatogramot tartalmazo
fajlt (csak jpg, png és gif hasznalhatd). Nyomjuk meg az Uj analizis
gombot, majd keressiik meg €s nyissuk meg a kivant f4jlt. Ha sziikséges,
Kicsinyitsiik vagy nagyitsuk a képet annyira, hogy jol kezelhet6 legyen.
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16. abra A CP-Atlas program képernydképe.

Kovetkezd 1épésben ki kell jelolniink a képen a startvonalat, utana pedig az
oldészerfrontot. A Kép ablakban nyomjuk meg Startvonal/Frontvonal
gombot. A legordiilé meniibdl valasszuk ki a Startvonal megaddsa pontot,
majd kattintsunk a kivant startvonal egyik végére, utdna a masik végére.
Megjelenik a startvonal a képen. Amennyiben modositani szeretnénk a
startvonalat, kattintsunk valamelyik végpontjara €s az egérgombot lenyomva
tartva huzzuk a végpontot az 0j helyzetébe. Hasonloképpen eljarva hozzuk
1étre az olddszerfront jelolésére szolgald frontvonalat, ami a startvonalhoz
hasonld6 médon modosithatd. (Csak akkor lehet a startvonalat és a
frontvonalat mozgatni, amikor még nincsenek kijelolve a savok. Ha mar
1étrehoztunk legaldbb egy savot, onnantdl kezdve csak a sdvok pontjai
mozgathatok. A startvonal vagy frontvonal késobbi modositasahoz ki kell
tordlni a savokat, amelyekkel egyidejiileg az Gsszes addigi eredmény is
torlésre keriil.)

Hozzuk létre azokat a sdvokat, amelyek mentén fel szeretnénk venni a
denzitogramokat! Ezt Gigy tudjuk megtenni, hogy a Letapogatds meniibol
kivalasztjuk az Uj sav létrehozdsa pontot, majd a kivant startponthoz, utana
pedig a kivant végponthoz kattintunk. A klikkelés utdn a végpontok
automatikusan a startvonalhoz illetve a frontvonalhoz ugranak. A sav
végpontjai az egérrel megfogva a kivant helyre huzhatok. A két ponttal
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jellemzett sav mellett hasznalhatjuk az Uj tortvonal hozzdaddsa pontot is
olyan esetben, amikor rossz mindségii, torzult nyomvonalu foltsorozatot kell
kiértékelniink. Ekkor a kivant pontokba kell kattintani, majd a tértvonalat a
jobb oldali egérgombbal valo kattintassal zarjuk le. (Altaldban a tobb
pontos/vonalas objektumok lezarasa a jobb oldali egérgombbal vald
kattintassal torténik.) Ne feledjiilk: a jo eredmény alapvetd feltétele a jo
kromatogram! A tobb pontos tértvonallal megadott sav csak a kis futasi
egyenetlenség korrekcidjara szolgal! Ha nagy a torzulés, inkdbb ismételjiik
meg a futtatast!) A mar létrehozott savok a végpontjuk kijeldlése utdn a
mentin keresztiil torolhetok. Torléskor az 6sszes ahhoz a savhoz tartozo6 adat
is torlodik. Savot 1étrehozni a késébbiekben is lehet.

A savok szélessége alapértelmezésben 1 képpont, de ettdl szélesebb savot is
beallithatunk tgy, hogy a sav végpontjara kattintunk, majd a Sav szélesssége
legordiild listabol kivalasztjuk a kivant szélességet. Tobb pontos
savszélesség esetén a parhuzamos kisérleti adatokat atlagoljuk, igy a
zajszintet csokkenteni tudjuk Ugy, hogy megtartjuk a valodi kisérleti
adatokat. (Ez nem azonos a gorbe simitasaval, amire a Grafikon ablakban, a
Grafikon meniipont alatt van lehet6ség. A simitasnal az adott denzitogram
szomszédos pontjai kerlilnek bizonyos tartoméanyon beliil, 1éptetd modban
atlagolasra, ami optikailag siméabba teszi a gorbét, de a nagyon kis méretii
képtajlok esetén modosithatja az integral értékeket.)




215

1} Kép ablak (G:MunkaMunka-4 Egyetemi jegyzetekiTLC gyakorlat ... o° '
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17. abra A Grafikon ablak. A képen lathat6 a startvonal, a frontvonal,
valamint két darab létrehozott sav.

Miutan kijeloltiik a sdvokat, a Grafikon ablakban megjelenik a legutoljara
1étrehozott savhoz tartoz6 denzitogram. A denzitogramon még nem szerepel
az alapvonal, sem pedig a cstcsok, ezeket kézzel kell kijelolniink. A
denzitogramok kozott a Sav... legordiild listaval valaszthatunk.

Az Alapvonal meniipontban az Alapvonal hozzdaddsa pontot valasszuk ki
alapvonal kijeloléséhez. Kattintsunk a denzitogram bal szélén a gorbére,
majd még annyi helyre, amennyit sziikségesnek latunk. Haladjunk a gorbe
jobb széle felé, majd a jobb szélén jeldljiik ki az utolsé pontot. Jobb oldali
klikkeléssel zarjuk le az alapvonal gorbét. Az egyes pontok huzasaval
finoman allitsuk pontos helyére az alapvonalat!

Az Integralas menilipontban valasszuk ki az [Integral hozzdaadasa
meniipontot, majd kattintsunk a kivant csucs bal, utana pedig a jobb szélére!
A denzitogramon szines, arnyékolt teriiletként megjelenik a létrehozott
cstics. A csucs folott olvashatd a maximalis intenzitashoz tartozo Rg érték
(ez lapos tetejl, telitésben 1évé csucsoknal nem mindig hasznalhatd, de az
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esetek tobbségében jol milkddik), valamint a cstcsa alatti teriilet, ami a
foltban 1év6 anyagmennyiséggel aranyos. A csucsot hatarolé egyenesek az
egérrel mozgathatok, igy a csiucs kezdete és vége tetszés szerint
modosithato.

Grafikon ablak
Grafikon Alapwvonal...

Sav...: Eﬂ Szincsatorna: [Szirkeskala X Zoom: % ¥ Zoom: m: %

Integralas..

Terilet#1: 7841
100%
Rf 0.38
v
0% T T T T T T T T T |
a 1

18. abra A 2. sav mentén felvett denzitogram, a kijelolt csticcsal.

A Szincsatorna listabol kivalaszthatjuk, hogy sziirkeskalas, vagy valamelyik
szincsatornas kiértékelést valasztjuk. A program kiilon-kiilon kezeli minden
sd&v minden szincsatorndjat, igy akar csucsonként is mas kiértékelést
valaszthatunk!

EE csiicslista - |
Csicslista

Sav sorszama Szincsatorna | Cslcs sorszama| Kezdd pixel sza... |Zard pixel szama.. Terilet Cslcs mawmin ...
1. Szirkeskala 1 230 (0.48) 413 (0.87) 8568|308 (0.65)
2. Szirkeskala 1 54 (0.11) 216 (0.46) 7841180 (0.38)

19. 4bra a denzitogramokban kijeldlt csticsokrol késziilt csucslista
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Minden savhoz, minden szincsatornahoz, minden csucshoz tartozd adat
automatikusan atkeriil a Csucslista ablakba, ahol folyamatosan
megtekinthetd. Az egérrel kijelolve a csucslista sorait a Ctrl+C masolas
utasitassal a vagoélapra mésolhatjuk az ablak kijeldlt tartalmat, majd azt az
Excel-ben a Ctrl+V utasitassal beilleszthetjik. Az 0Osszes tovabbi
kiértékelést, abrazolast az Excel-ben végezziik. Az adatok atvitele az
OpenOffice tablazatkezel6jébe ugyanezen a moédon lehetséges.

Fontos megjegyezniink, hogy mind a Kép ablak tartalma, mind pedig a
Grafikon ablakok tartalma jpg vagy png formatumu képként elmenthetd, és
mentés sordn még tovabbi, itt nem targyalt grafikus opcidk (pl. feliratozas,
vonalvastagsag valasztasa, stb.) is a rendelkezésiinkre allnak. Az elmentett
képeket fel tudjuk hasznidlni a jegyzOkonyviinkben a cstcsok, a
denzitogramok dokumentalasara, vagy akéar tudomanyos kozlemények
illusztralasara is. A kép felbontasat Ggy tudjuk névelni, hogy eldszor
beallitjuk az X és Y zoom értékét 400 %-ra, majd utana exportaljuk a képet.
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5. MERESI FELADATOK

A gyakorlaton arra toreksziink, hogy minél tobb minta felhasznalasaval,
minél rovidebb idd alatt tanulményozhassuk a rétegkromatografiakkal
kapcsolatos alapjelenségeket néhany érdekes ¢€s latvanyos kisérleten
keresztiil. Ahhoz, hogy a céljainkat egyetlen laborgyakorlat idOtartama alatt
el tudjuk érni, szdmos kompromisszumos megoldast hasznalunk, amelyek az
elméleti részben megadott adatoktol eltérnek. Az eltérés szadndékos, igy
tudjuk biztositani azt, hogy lehetéleg mindenki sajat keziileg tudjon
kisérleteket végezni.

Az alapvetd eltérések a kovetkezok: Nagyon kis lemezeket hasznalunk,
nagyon rovid tadvon futtatunk. Kis kadban dolgozunk és a kad gdzterét
altalaban nem telitjiikk. A lap széléhez kozel is cseppentiink, €s a cseppeket
nagyon kozel tessziik egymashoz.

Ugyanazt a kapillarist hasznaljuk a minték felcseppentéséhez, igy a cseppek
mérete remélhetéleg nagyjabol azonos lesz. A kapillarist a mintdk
cseppentése utan teljesen ki kell iiriteni, majd négyszer ki kell mosni. Ezt
ugy végezzik, hogy vizzel teleszivatjuk, utdna a végét egy szlrdpapir
csikhoz hozzaérintjiik és teljesen leiiritjilk. Két kis vizes mosdedényt
haszndlunk, az elsé durva mosobdl is kétszer, majd a masodik tiszta
mosobol is kétszer szivunk fel vizet. (A nem megfeleld mosogatis a
kromatogrambo6l nagyon hamar kidertil...!)

Az elvégzendd feladatok tigy vannak beallitva, hogy a tavolrél sem idealis

kromatografids koriilmények ellenére is jol lathatd, jol értékelhetd
eredményeket adnak.

5.1 Kokamidopropil-betain kimutatasa

A kokamidopropil-betain zwitterionos feliiletaktiv anyag, amelyet altalaban
1-2 %-0s mennyiségben hasznalnak tusfiirdokben, folyékony szappanokban.

A gyakorlat célja az, hogy lassuk, vékonyréteg kromatografids modszerrel
gyorsan  azonositani lehet aktiv  fOkomponenseket kereskedelmi
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haztartasvegyipari termékekben. Az eljaras megfeleld kalibral6 oldatsorozat
felhasznélasadval mennyiségi meghatarozasra is alkalmas.

A feliiletaktiv anyagok legnagyobb része nem tartalmaz kromofor csoportot,
szintelenek és az UV-elnyelésiik is nagyon kicsi, vagy nincs is. Nehéz az
el6hivasuk, mert kémiailag nagyon stabilis anyagok, csak nagyon agressziv
reagensekkel lehet a tilnyomo résziiket lathatova tenni.

Minta: kokamidopropil-betain (CAPB) standard (5 mg/ml)
ismeretlenek (6tszorosére higitott tusfiirdé €s krémszappan)
0O
/\/\/\/\/\)‘\ NN o
R
Réteg: szilikagél 60 F254,
Eluens: 50% kloroform, 50% metanol

El6hivas: 1) UV 254 nm
2) jodgoz
3) 5% foszformolibdénsav, hevités
4) 50% H,S0,, hevités

Silicagel 60
S
5 kloroform - 5 metanol

& 1 2 3
O ismeretlen

20. abra CAPB tartalmt anyagok mintakromatogramja
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Készitsiik eld a kadat €s egy 4 cm széles szlirOpapir csikkal boritsuk be a
bels6 felilletét. Az eluensb6l 4-5 ml-t Ontsiink a kadba, razzuk meg
korkordsen az iiveget, hogy minél jobban nedvesitse meg a papirt az eluens,
majd tegyiik ra a kadra a tetejét.

Viagjuk le a megadott méreti réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat
¢s az egyes mintak startpontjat. A réteg szélére apro betiikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. A kiadott standard oldatb6l ugyanazzal a
kapillarissal 1 és 2 cseppet cseppentsiik fel, majd az ismeretlenekbdl
cseppentsiink fel 3-5 cseppet. Vigyazzunk arra, hogy lehetdleg egyforma
méretli cseppeket tegylink, mert ettl fiigg a felvitt anyag mennyisége.
Fejlessziik ki a réteget!

Vizsgaljuk meg a réteget UV 254 nm-es fényben! Latunk-e valamilyen
komponenst? Latjuk-e a CAPB standardot? Fényképezziik le a réteget UV
fényben!

Allitsuk a réteget jodgdzzel teli edénybe néhany percre! Figyeljik meg,
hogy mely foltok hivédnak eld!

Fiilke alatt szorjuk be a réteget foszformolibdénsavval! Hajszarito
legmagasabb vagy holégpisztoly legalsod fokozataval melegitve hivjuk el6 a
foltokat! Amikor mar nem valtozik a szin és 1j foltok sem jelennek meg,
abbahagyhatjuk a melegitést. Fényképezziik le a réteget!

Fiilke alatt szérjuk be a réteget 50 %-os kénsavval! (Vigydzat, nagyon
agressziv és maro!) Holégpisztollyal vagy rezsoval hevitve hivjuk eld az
eddig lathatatlan foltokat! Ha nem vigyazunk, nagyon konnyen ttlszalad a
folyamat, az egész réteg bekékiil, majd kifakul. Esetenként csak néhany tiz
masodperces hevités sziikséges! Fényképezziik le az el6hivott réteget!

A jegyzOkonyvbe keriiljenek be a kifejlesztett lap képei minden egyes
eléhivasi fazisban!

Szoftveresen a denzitometrias integralok alapjan, vagy kézzel a folttertiletek
alapjan értékeljik ki a kromatogramokat! Két pontos kalibracidé alapjan
hatarozzuk meg, hogy hozzavetdlegesen mennyi lehet a CAPB koncentracid
az eredeti termékekben! (Ne felejtsiik el a higitdsokat és a cseppek szamat is
figyelembe venni a szamitasok soran!)
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Ha csak egyetlen elohivasi modot hasznalhatna, melyiket valasztand a
CAPB tartalom kimutatasahoz?

5.2 Edeskdményolaj vizsgalata

A gyakorlat célja az UV-detektalas és a mennyiségi kiértékelés alapjainak
az elsajatitasa, valamint szinreagensek szelektivitdsanak vizsgalata

Az édeskdmény olajban sok komponenst lehet kimutatni, ezek konkrét
kémiai azonositasa nem célja a gyakorlatnak. A legnagyobb mennyiségben
1évé komponensek novekvo Rs érték szerint az anizsaldehid, fenchon és

anetol.

Réteg:
Kad:

Minta:

Eluens:

GOztér telités:

Elohivas:

perc)

szilikagél 60 F254, 40 mm x 50 mm
sziirOpapirral kibélelt vérlemezfestd kad

kereskedelmi édeskdmény illdolaj oldata

CH,CI,
10 perc (a réteget ezutan helyezziik bele)

1) UV-254 nm (s6tét foltok fényes vilagoszold hattéren)

2) 5% foszformolibdénsav, hevités110 °C-on a 1-5 percig
(sotétkék foltok halvany zdldessarga hattéren)

3) 50% H,SO,, hevités 110 °C-on a sziikséges ideig (1-8

(tovabbi sotétkek, illetve szenesedd foltok)
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21- abra Edeskoményolaj TLC mintakromatogramja UV 254 nm fényben.

Készitsiik el a kadat és egy 4 cm széles sziirépapir csikkal boritsuk be a
belsé feliiletét. Az eluensbél 4-5 ml-t oOntsiink a kadba, razzuk meg
korkordsen az liveget, hogy minél jobban nedvesitse meg a papirt az eluens,
majd tegyiik ra a kadra a tetejét.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat
¢s az egyes mintak startpontjat. A réteg szélére apré betiikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. A kiadott oldatbol ugyanazzal a kapillarissal a
pontokba 1, 2, 3, 4, ill. 5 cseppet cseppentsiik fel, vigydzzunk arra, hogy
lehetdleg egyforma méretli cseppeket tegyiink, mert ettol fiigg a felvitt
anyag mennyisége. Fejlessziik ki a réteget!

Kifejlédés utan szaritsuk meg hajszaritoval, majd 254 nm-es UV lampa alatt
nézziik meg a réteget! UV-fény alatt fényképezziik le a réteget!

Fiilke alatt szérjuk be a réteget foszformolibdénsavval! Hajszarito
legmagasabb vagy hdlégpisztoly legalsd fokozataval melegitve hivjuk el6 a
foltokat! Amikor mar nem valtozik a szin, és 1) foltok sem jelennek meg,
abbahagyhatjuk a melegitést. Fényképezziik le a réteget!
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Fiilke alatt szorjuk be a réteget 50 %-os kénsavval! (Vigyazat, nagyon
agressziv és mard!) Holégpisztollyal vagy rezsoval hevitve hivjuk el6 az
eddig lathatatlan foltokat! Ha nem vigyazunk, nagyon konnyen ttlszalad a
folyamat, az egész réteg bekékiil, majd kifakul. Esetenként csak néhany
masodperc hevités sziikséges! Fényképezziik le az el0hivott réteget!

A jegyzOkonyvbe keriiljenek be a kifejlesztett lap képei minden egyes
el6hivasi fazisban!

Az UV-fényben késziilt képet szoftveresen értékeljik ki. Minden egyes
mintara hozzuk létre a szilirke szincsatornaban a denzitogramot! Jeldljiik ki a
harom legintenzivebb cstcsot! A csucstablazatban jeloljiik ki az 6sszes sort,
majd exportaljuk az adatokat az Excel-be (vagy més tablazatkezeldbe)!

Minden egyes csucsra hozzuk 1étre a kalibrald gorbét!

Vizsgaljuk meg, hogy linedris-e a kapott csucsteriilet-cseppszam gorbe! Ha
nem, értelmezziik, hogy mi lehet az eltérés oka!

Nyomtassuk ki a kapott grafikonokat mindhdrom komponensre (lehet
kozosen 4brazolva 1is) és ragasszuk be a jegyzOkonyvbe! Milyen
hibalehetdségeket 1at a szoftveres kiértékelés esetén?

Manualisan is hatdrozzuk meg az Ry értékeket, valamint a cstcsteriileteket!
Az el6zdvel azonos mddon Excel-ben hozzuk Iétre a kalibralo gorbéket!

Nyomtassuk ki ezeket a gorbéket is! Melyik esetben jobb a linearitas?

Melyik moddszer szerinti kiértékelés igényelt tobb 1d6t? Milyen
hibalehetdségeket 1at a manualis kiértékelés esetén?



224

5.3 Aminosavak hidrofob kdlcsonhatas kromatografiaja

Az aminosavak izoelektromos pontja az a pH érték, amelyen az adott
aminosav pontosan a zwittrionos szerkezetben talalhato, és kifelé
elektromosan semleges. Az attol kisebb pH-n kationos, az att6l nagyobb pH-
n anionos tulajdonsagi. A pH megfelel6 megvalasztasa lehetdséget teremt
arra, hogy az aminosavakat jol megvalasztott pH-n mutatott toltésiik alapjan
ioncseréld fazisokon szétvalasszuk egymastol.

Amikor polisztirol (vagy mas hidrofob polimer) vazat tartalmazd ioncseréld
rétegen torténik az aminosavak elvalasztasa, nem csak a toltés mennyisége
az, ami az elvalasztasi folyamatot iranyitja. Megjelenik az aminosav
molekuladk apolaris részei €s maga a polimer matrix nem toltott részei kozott
egy nem ionos jellegli, Van der Waals-féle kolcsonhatas, amit hidrofob
kolesonhatasnak neveziink.

Azt a kromatografids eljarast, amely az apolaris molekularészek és az
allofazis hasonlo jellegli molekularészletei kozotti kolecsonhatast hasznélja
fel a  komponensek  szétvalasztasdra,  hidrofob  kolcsonhatés
kromatografianak nevezziik, és nagy a jelentdsége a toltéssel rendelkezd
biomolekulak vises oldatokban torténd elvalasztasaban.

A hidrofob kolcsonhatasok rendkiviili szerepet jatszanak a biomolekuldk
kozotti  kolesonhatasokban. A nagyon polaris vizben az apolaris
molekularészletek kozott fellépd vonzoerdnek az entropia novekedése a 16
hajtéereje. Azzal, hogy két molekula hidrofob része egymashoz kozelit,
vizmolekuldk szorulnak ki a hidratacidés szférabol, igy az asszociatum
1étrejottét  entropiandvekedés kiséri. A hidrofob kolcsonhatasok a
hidrogénkotések mellett a legjelentdsebb iranyitd erdt képviselik, amelyek
meghatarozzak egy fehérje molekula térszerkezetét, pl. a hajtogatottsagat.

Ahhoz, hogy 6nmagaban a hidroféb kdlcsonhatds szerepét lassuk, olyan
ioncseréld réteget hasznalunk, amelyen az ioncseréld csoportok mar nem
aktivak, igy zavartalanul lathatjuk a matrix szerepét. A vizsgalatokhoz
nagyon régen (mintegy 30 évvel ezel6tt) gyartott, Fixion 50x2 réteget
hasznalunk, ami valamikor kationcseréld tulajdonsagli volt, de mara mar
elvesztette az ioncseréld aktivitasat.
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Vizsgalati anyag: A) sorozat:
alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin

(0,66%)
ismeretlen oldat
B) sorozat:
glutaminsav (0,66%), prolin (0,66%), szerin (0,66%),
triptofan(0,66%), lizin (0,66%)
ismeretlen oldat
Réteg: régi Fixion 50x2 réteg, 40 mm x 50 mm

Felcseppentés:10 mm-re a lap alsé szélétél, egyenletes tavolsagokban, 1-1
csepp

Eluens: H,0O

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterti, szlir6papir bélés nem
kell

El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-
8 perc)

Készitsiik el a kadat, az eluensbdl 3 ml-t ontsiink a kadba ¢és tegyiik ra a
kadra a tetejét. Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeldljiikk meg
a startvonalat €s az egyes mintdk startpontjat. A startpontok ala irjuk fel
valamilyen roviditett formaban, hogy milyen anyag kertil abba a pontba. A
réteg szélére apré betlikkel felirhatjuk a futtatdsi kortilményeket.
Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent, majd fejlessziik ki a
réteget. Kifejlddés utan szaritsuk meg hajszaritoval, majd fiilke alatt a
megadott szinreagenssel szorjuk be! Hajszaritoval erésen melegitve hivjuk
eld a foltokat. Amikor mar nem valtozik a szin, és 0j foltok sem jelennek
meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évo
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponens(ek)et
tartalmazott az ismeretlenlink! A kiértékelést végezhetjiikk kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!
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22. abra Aminosavak mintakromatogramja Fixion 50x2 rétegen.

A 22. é4bra alapjdn adjuk meg, hogy mely aminosavakat nem tudnank
egymastol megkiilonbdztetni ezzel az eljarassal!

5.4 Aminosavak elvalasztasa papirkromatografiaval

A papirkromatografia felbontoképessége rosszabb, mint a vékonyréteg
kromatografiaé, ezért kozel azonos futési tavolsagon nem varhatjuk a foltok
olyan szétvalasat, mint a rétegen. A papir rostszerkezetébdl kovetkezdleg a
foltok széle sem olyan éles, mint a rétegen. Mindenképpen érdekes azonban
latnunk a futdsi képet, kiilondsen a vékonyrétegen kapott képpel
Osszehasonlitva.

Vizsgalati anyag: alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin
(0,66%)
prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)
ismeretlen oldat

Réteg: Whatman 3MM vagy 2CHR kromatografias papir

40 mm x 50 mm, vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsadgokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp
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Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH — 5 ml H,0,
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterti, szlir6papir bélés nem
kell

El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-
8 perc)

23. dbra Aminosava mintakromatogramja papiron.

Vagjuk le a megadott méretli réteget. Ceruzaval jel6ljiik meg a startvonalat
és az egyes mintdk startpontjat. A startpontok alad irjuk fel valamilyen
roviditett forméaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére
apro betlikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a
standardokat és az ismeretlent. Készitsiik el6 a kadat, az eluensb6dl 3 ml-t
ontsiink a kadba, majd fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg
hajszaritoval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk be!
Hajszaritoval er6sen melegitve hivjuk elé a foltokat. Amikor mar nem
valtozik a szin, és 0j foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Téablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évo
komponensek Rf értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve a
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szoftveres segitséggel. A jegyzokonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!

5.5 Aminosavak elvalasztasa cellul6z rétegen

Vizsgdlati anyag: alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin
(0,66%)
prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)
ismeretlen oldat

Réteg: Merck Cellulose 0,1 mm vastag vékonyréteg lap

40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsagokban,

1-1 nagyon Kicsi(!) csepp

Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,O
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH - 3 ml H,0 elegye
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterli, szlirOpapir bélés nem
kell
El6hivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-

8 perc)
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24. abra Aminosavak mintakromatogramja cellul6zon. Figyeljiik meg, hogy
minden aminosav ibolyaskék foltot ad, kivéve a prolint, ami sargat.

Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat
és az egyes mintak startpontjat. A startpontok ald irjuk fel valamilyen
roviditett formaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg sz¢élére
apro betlikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a
standardokat és az ismeretlent! Készitsiik el0 a kadat, az eluensb6ol 3 ml-t
ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan széritsuk meg
hajszaritoval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk be!
Hajszaritoval erdsen melegitve hivjuk el6 a foltokat. Amikor mar nem
valtozik a szin, és 1) foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évd
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretleniink! A kiértékelést végezhetjiik kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!
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5.6 Aminosavak elvalasztasa szilikagél rétegen

Vizsgalati anyag:

alanin (0,66%), leucin (0,66%), triptofan(0,66%), lizin

(0,66%)
prolin (0,66%), glutaminsav (0,66%), szerin (0,66%)
ismeretlen oldat
Réteg: Merck Kieselgel 60, 0,25 mm vastag vékonyréteg lap
40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsagokban,
1-1 csepp
Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,O
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterli, szlirdpapir bélés nem
kell
Elohivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-
8 perc)

25. dbra Aminosavak mintakromatogramja szilikagélen.

Vagjuk le a megadott méretli réteget. Ceruzaval jeloljilk meg a startvonalat
és az egyes mintak startpontjat. A startpontok ald irjuk fel valamilyen
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roviditett formaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére
apr6 betlikkel felirhatjuk a futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a
standardokat és az ismeretlent! Készitsiik elo a kadat, az eluensb6l 3 ml-t
Ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan széritsuk meg
hajszaritoval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel szorjuk be!
Hajszaritoval erésen melegitve hivjuk elé a foltokat. Amikor mar nem
valtozik a szin, és 1) foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a melegitést.

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évo
komponensek R; értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretlenlink! A kiértékelést végezhetjiik kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzokonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolval
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5.7 Emberi bor feliiletén lévo aminosavak azonositasa

Az emberi bor feliiletét hiitdé és a kiszaradastél ovo izzadtsag {0
komponensei a viz, tejsav, karbamid, asvanyi anyagok, nyomelemek,
valamint szerves vegyliletek, tobbek kozott aminosavak. Célunk az, hogy
azonositsuk a bor feliiletérdl vizzel leoldhatdo aminosavakat a standardokkal
Osszehasonlitva. Bar az aminosavak koncentracidja nagyon Kkicsi a
borfeliileten, a ninhidrines el6hivds mar nagyon kis mennyiséget is lathatéva
tesz. (Ne fogjuk meg a réteg feliiletét csupasz kézzel, mert kiilonben
eléhivaskor az ujjlenyomatunk is lathat6 lesz!)

Mintak: alanin  (Ala, 0,66%), leucin (Leu, 0,66%),
triptofan(Trp, 0,66%)
lizin (Lys, 0,66%), prolin (Pro, 0,66%),
glutaminsav (Glu, 0,66%), szerin (Ser, 0,66%)
borfeliilet lemosasabol szarmaz6 ismeretlen oldat

Réteg: Merck Cellulose 0,1 mm vastag vékonyréteg lap

40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsagokban,

1-1 nagyon Kicsi(!) csepp

Eluens: 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,0O
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdézterli, szlirpapir bélés nem
kell
Elohivas: 0,2 % ninhidrinnel beszoras, majd melegités hajszaritoval (2-

8 perc)
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26. abra Human borfeliilet aminosavjainak meghatarozasa

Ontsiink 0,5-1 ml vizet a tenyeriinkbe és alaposan dérzséljiik szét! Hajlitsuk
be a tenyeriinket, hogy kb. 50-100 mikroliter viz 0sszegyiiljon, majd egy
pipettaval szivjuk fel és vigyiik 4t egy mintas livegbe! Ez az oldat lesz a
vizsgalati mintank. Mivel az oldat nagyon hig, legalabb 10-15 cseppet fel
kell cseppenteniink ahhoz, hogy lathatd eredményt kapjunk. Az oldatban
nagyon sok natrium-klorid és egyéb anyagok vannak, a kifejlesztés soran
altalaban nem kapunk idedlis foltokat, a sotartalom miatt a foltok kozepe
esetleg vilagos lesz.

Miutén készen van a minta, vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval
jeldljiik meg a startvonalat és az egyes mintdk startpontjat. A startpontok ala
irjuk fel roviditett formaban, hogy milyen anyag keriil abba a pontba. A
réteg szélére apré betlikkel felirhatjuk a futtatdsi kortiilményeket.
Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent! Készitsiik eld a kadat, az
eluensbol 3-4 ml-t ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan
szaritsuk meg hajszaritoval, majd fiilke alatt a megadott szinreagenssel
szorjuk be! Hajszaritoval erésen melegitve hivjuk el a foltokat. Amikor
mar nem valtozik a szin, és Uj foltok sem jelennek meg, abbahagyhatjuk a
melegitést.

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben lévo
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen aminosavak voltak a
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vizsgalt borfeliileten! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve szoftveres
segitséggel. A jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!

5.8 Etelfestékek elvalasztasa papirkromatografiaval

Réteg: Whatman 3MM vagy 2CHR kromatografids papir

40 mm x 50 mm vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsagokban,

1-1 nagyon Kicsi(!) csepp

Mintak: E102, E122, E131 ételfestékek oldatai
ismeretlen (kereskedelmi, ételfestéket tartalmazo oldatok)

Eluens: pH 7 foszfat puffer
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye
vagy 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH - 5 ml H,0 elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterli, szlirpapir bélés nem
kell

.
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27. 4bra Etelfestékek mintakromatogramja kétfajta tipusu kromatografias
papiron.
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Vagjuk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiik meg a startvonalat
¢s az egyes mintdk startpontjat. A startpontok ald irjuk fel, hogy milyen
anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére aprd betliikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat és az ismeretlent!
Készitsiik el6 a kadat, az eluensb6l 3 ml-t Ontsiink a kadba. Fejlessziik ki a
réteget. Kifejlédés utan szaritsuk meg hajszaritoval!

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évo
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzokonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!

Hasonlitsuk 0ssze a rétegen €s a papiron kapott foltokat sajat méréseink,
vagy azok hidnyaban a mintakromatogramok segitségével!

5.9 Etelfestékek elvalasztasa cellul6z vékonyrétegen

Réteg: Merck Cellulose réteg, 0,1 mm vastag

40 mm x 50 mm vagy 40 mm x 66 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsadgokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp

Mintak: E102, E122, E131 ételfestékek oldatai
ismeretlen (kereskedelmi, ételfestéket tartalmazo oldatok)

Eluens: pH7 foszfat puffer
vagy 10 ml n-BuOH — 5 ml MeOH — 3 ml H,O elegye
vagy 10 ml n-BuOH — 4 ml MeOH — 5 ml H,O elegye

Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gdzterii, sziirépapir bélés nem
kell
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28. 4bra Etelfestékek mintakromatogramja cellul6z rétegen.

Vagjunk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeldljiik meg a startvonalat
¢s az egyes mintak startpontjat. A startpontok ald irjuk fel, hogy milyen
anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére aprd betlikkel felirhatjuk a
futtatasi koriilményeket. Cseppentsiik fel a standardokat €s az ismeretlent!
Készitsiik eld a kadat, az eluensbdl 3 ml-t Ontsilink a kadba. Fejlessziik ki a
réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg a réteget hajszaritoval!

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben lévd
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretleniink! A kiértékelést végezhetiik kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzOkonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!
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5.10 Etelfestékek elvalasztasa forditott fazisu rétegen

Réteg: Merck Silica RP-18, 0,25 mm vastag (TLC-s réteg)

40 mm x 50 mm
Felcseppentés: 10 mm-re a lap als6 szélétdl, egyenletes
tavolsagokban,

1-1 nagyon kicsi(!) csepp (metanolos oldat)

Mintak: E102, E104, E122, E129, E131, E133 ételfestékek
metanolos oldatai
ismeretlenek (rum, keserimandula, bonbon meggy aroma

oldatok)
Eluens: 5 MeCN- 5 MeOH- 5 pH7 foszfat puffer (0,15 M)- 3
viz,
vagy 5 MeCN- 5 MeOH- 5 pH7 foszfat puffer (0,15 M)- 2
viz,
Kad: vérlemezfestd kad, telitetlen gozterii, szlirOpapir bélés nem
kell
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29. 4bra Etelfestékek elvalasztasa forditott fazison
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Készitsiik el a kadat, a belsejét béleljiik ki 4 cm széles sziir6papir csikkal.
Az eluensbdl 4 ml-t Ontsiink a kadba, majd tegyiir r4 a kadra a tetejét.
Vagjunk le a megadott méretii réteget. Ceruzaval jeloljiilk meg a startvonalat
¢s az egyes mintdk startpontjat. A startpontok ald irjuk fel, hogy milyen
anyag keriil abba a pontba. A réteg szélére aprd betliikkel felirhatjuk a
futtatasi kortilményeket. Cseppentsiik fel a metanolos standardokat és az
ismeretleneket! A standard oldatokbol és az ismeretlenekbdl is legalabb 5
cseppet kell hasznalni! Minden csepp utan szaritsuk meg a foltokat!
Fejlessziik ki a réteget. Kifejlodés utan szaritsuk meg a réteget hajszaritoval.

Tablazatosan adjuk meg a standardok, valamint az ismeretlenben 1évd
komponensek Ry értékeit! Allapitsuk meg, hogy milyen komponenseket
tartalmazott az ismeretlenlink! A kiértékelést végezhetiikk kézzel, illetve
szoftveres segitséggel. A jegyzokonyvbe keriiljon be a kifejlesztett lap képe
kinyomtatva, vagy kézzel atrajzolva!
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NAGYNYOMASU
FOLYADEKKROMATOGRAFIA (HPLC)

A nagynyomasu (vagy nagy teljesitményii) folyadékkromatografiat, amely
mintegy 50 éve ismert, ma az analitikai és a szintetikus kémia egyik
legértékesebb elvalasztasi eljarasanak tartjuk. Elonyei kozé tartozik, hogy a
méréseket szobahOmérsékleten vagy annak kozelében végezhetjik, igy
termikusan érzékeny anyagok is vizsgalhatok vele, megfeleld szerkezeti
anyagok felhasznaldsdval pedig biologiai eredetli mintdk is kozvetleniil
analizalhatok. A kromatografias koriilmények (kolonna tdltetanyaga, eluens
mindsége, stb.) megfeleld megvalasztasaval szinte minden vegyiiletcsalad és
minta vizsgalatdra alkalmas, s6t esetenként Osszetett reakcidelegyek
komponenseinek lizemi 1éptékii szétvalasztasara is alkalmazzak. Hozzaértd
kromatografus kezében a HPLC olyan eszkodz, amellyel a gyogyszerekkel,
szerves kémiai vagy biologiai eredetli mintdkkal kapcsolatos legtobb
analitikai jellegli probléma nagy pontossidggal €s nagy megbizhatosaggal
megoldhat6. Eldnyei mellett nem szabad megfeledkezniink arrél, hogy még
egy alapkiépitettségli HPLC késziilék is meglehetdsen koltséges. A késziilek
lizemeltetése szintén jelentds anyagi terhet jelent. Ma mar elterjed azok a
nagyon kis bels6 atmérdjli, illetve nagyon finom tolteti kolonnak,
amelyekkel az analitikai felbontoképesség megtartasa, s6t novekedése
mellett a felhasznalt eluens mennyisége, illetve a sziikséges mérési id6 a
korabbi mennyiség toredékére csokkenthetd. Az ilyen kolonndk egy részét
csak az un. ultranagy (1200 bar) nyomasu késziilékekben lehet hasznalni.
Az éltalanos célokra szolgald kolonndk mellett ma mar szdmos, célzottan
csak egy bizonyos vegyiiletcsalad vizsgalatra kifejlesztett kolonnatipusok is
hozzéférhetok.
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1. A KROMATOGRAMOK JELLEMZESERE SZOLGALO
PARAMETEREK

A kromatogram ¢€s az abban szerepld csticsok jellemzésére tobb paraméter
szolgal, amelyek kapcsolatat a kiilonféle fizikai és kémiai allandokkal,
valamint az elvalasztasi folyamatban részt vevé komponensek anyagi
jellemzdivel a kromatografia elmélete részletesen targyalja. A tovabbiakban
azokkal a  paraméterekkel ismerkediink meg, amelycket a
folyadékkromatografia mindennapi gyakorlataban hasznalnak.

Szeretnénk kihangstlyozni, hogy a paraméterek nem Oncéluak. Nem azért
vannak, hogy elméleti szamitdsokat lehessen veliikk végezni. Az elmélet a
gyakorlatban haszndlt paraméterek magyardzatara, a mélyebb 0sszefliggések
felderitésére szolgal. A modern folyadékkromatografia elméletét a
gyakorlati tapasztalatokkal Osszevetve az utdobbi években olyan
szamitogépes programokat fejlesztettek ki, amelyek képesek elfogadhatéd
pontossaggal eldre megbecsiilni egy még soha nem vizsgalt, 0j vegyiilet
kromatografids tulajdonsagait, valamint a kornyezeti paraméterek hatasat az
elvalasztdsra. Az ilyen programok nagy segitséget jelentenek a
modszerfejlesztd kromatografusok szamdara, hiszen az 1) vizsgalatok
kidolgozéasahoz sziikséges 1dot a toredékére csokkenthetik.

Két nagy gyakorlati probléma koriil csoportosulnak a kromatografids
paraméterek. Az egyik probléma az egyedi csicsok megtaldlasa, jellemzése,
kiértékelése. Ezek a paraméterek képezik az alapjat a mindségi és a
mennyiségi meghatarozasoknak, igy ismeretiik elengedhetetlen. Az egyedi
csticsokra vonatkozd paraméterek azonban nem adnak felvilagositast az
egyik csticsnak a masik csicshoz viszonyitott helyzetére, két vagy tobb
cslics szétvalasara vonatkozoan.

A masodik problémakor, amivel a kromatografidban foglalkozni kell, a
csucsok egymashoz valdé viszonydnak, az elvélasztds josaganak,
szelektivitasanak a megadasa, a kromatogram egészének a mennyiségi
jellemzése. Ezekkel a paraméterekkel tudjuk azt megadni (és bizonyitani),
hogy a moédszeriink valoban alkalmas a vizsgalt komponensek mennyiségi
€s mindségi vizsgalatdra. Minden egyes kromatografidss modszert (annak
publikdlasahoz, vagy az altala nyert adatok barmilyen szinten torténd
hivatalos elfogadtatasahoz) ezekkel a paraméterekkel jellemezni kell.
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A hivatalos vizsgalatokat altalaban a kiilonb6z0 nemzeti vagy nemzetkozi
szabvanyokban megadott modszerekkel végzik. A szabvanyositott
modszerek nem azt irjak eld, hogy konkrétan melyik gyarté milyen
késziilékén és kolonndjan kell a mérést végezni (bar a teljes mérésre
vonatkozolag egy-egy kidolgozott példat altaldban bemutatnak). Ehelyett azt
adjak meg, hogy ilyen vagy olyan tipusu kolonnan végezve a mérést az
eljarasnak teljesitenie kell a megadott paramétercket (pl. cstcsfelbontés,
kapacitasfaktorok tartomanya, a mennyiségi kimutatas als6 hatara, szoras,
linearitas, stb.) és azokat a modszer laboratériumi beallitasakor megfeleléen
bizonyitani ¢és dokumentalni kell. Sorozatmérések kozben ellendrzd
standardok  felhasznalasaval folyamatosan figyelni kell, hogy a
mérdrendszeriink teljesiti-e az eldirtakat. Mig a gazkromatografidban egy-
egy kolonna ¢lettartama akéar tiz év is lehet és egy jol bedllitott
gazkromatografids modszer akar honapokig is stabilan mikodik, a
folyadékkromatografiaban a kolonnak csupan néhany honap élettartamuak
¢s a kolonna oregedése miatt rovid idon beliil is nagyon sokat valtozhatnak a
retenciés paraméterek. Nyilvanvalo, hogy a HPLC-s gyakorlatban
kiilonosen fontos a mérések folyamatos ellendrzése.

1.1 Alapfogalmak

Az alapvonal és a kromatografias csucsok viszonya

Az 1. abran azokat a paramétereket tiintettiik fel, amelyeket egy
kromatogramban szerepld cslcs jellemzésére hasznalunk. A paraméterek
tobbsége kozvetleniil a kromatogrambdl meghatarozhatd kisérleti adat, az
inflexios pontokra illesztett egyenesek altal az alapvonalbol kimetszett wg
alapvonalon mért csucsszélesség azonban szamitott érték. Minden
kromatografidss mérés a minta injektalasaval kezdddik, az injektalas
pillanatdhoz tartozik a t=0 idépont. A vizsgalat sordan a detektorjel idébeli
valtozasat rogzitjik, a kapott id6—jelintenzitas gorbét kromatogramnak
nevezziik. A kromatogramban két tartomany valtakozasa 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 folytatodik, ilyenkor az alapvonalat a cstcs
kezdetét és végét jelzd pontokat 6sszekotd egyenes hatdrozza meg.
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Az alapvonal jelét kinagyitva lathato, hogy a kromatogram pontjai nem egy
tokéletes egyenes vagy valamilyen szabalyos gorbe mentén helyezkednek el,
hanem egy zajos kisérleti gorbét alkotnak. Hogyan lehet azt eldonteni, hogy
egy kromatogramban mi tekinthetd csticsnak és mi zajnak? Az alapvonal
egy kivalasztott tartomanyaban a zajszint a tartomanyon beliili mérési
pontok intenzitds maximuma és minimuma kozotti kiilonbség. Azokat a
pontokat tekintjiik csticsnak, amelyeknek az alapvonalhoz viszonyitott
intenzitdsa eléri vagy meghaladja az alapvonal zajszintjének a
haromszorosat. (Van olyan orszdg, ahol az alapvonal zajszintjének a
kétszerese a hatarérték.)

Hogyan hatarozza meg a szamitégép a cstcs kezdetét és végét? A
kromatografids szoftverek alapértelmezésben olyan adatelemzd beallitasokat
tartalmaznak, amelyek az atlagos csticsok megtaldlasat automatikusan
biztositjak. (A bedllitdsokat a kromatografusnak a mérések soran a konkrét
kromatogram tulajdonsagait figyelembe véve pontositania kell.)

A kromatogramokban altalaban sok ezer vagy tizezer mérési pont van
(masodpercenként 5-20 képzddik, a bedllitastol fiiggden). Ilyen nagy
adathalmazndl lehetdség van arra, hogy pl. 6tosével vagy kilencesével
csoportokat alkossunk az egymas utan kovetkezé pontokbol és kiszamitsuk
a csoportok atlagat. Az atlagul kapott értéket a csoportok kozepéhez
rendeljiilk hozzd. Ezutdn a két egymas utin kovetkezd kozéppontra egy
egyenest huzunk, és kiszamoljuk az egyenes meredekségét. Amennyiben a
meredekség abszolut értéke eléri vagy meghaladja a programban megadott
hatarértéket, akkor azt mondjuk, hogy a masodik tartoméany koézéppontja
lesz a csucs kezdete (illetve a lefuté dgban ha a hatarérték ald csokken,
akkor a cstcs vége).

Onmagaban ez a modszer még rengeteg hamis cslcsot adna, hiszen
esetenként az alapvonalnak is jelentds ingadozasa van, gyakoriak a rovid
¢lettartamti  zajok, amelyek meghaladjdk az alapvonal zajszintjének a
haromszorosat és a fenti meredekségi kivanalmat, igy alkalmasak lehetnek a
szoftver megtévesztésére. Eppen ezek kikiiszobolésére egy masik
paramétert, az un. minimdlis cslcsszélességet is haszndljuk, ami
alapértelmezésben a HPLC-ben kb. 0,1-0,2 perc. A program minden
megtalalt csucs-jelolt esetén megvizsgalja annak szélességét, és csak azokat
tekinti valodi csucsnak, amelyek szélessége nagyobb a bedllitott
hatarértéknél.
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Vannak esetek, amikor nem akarjuk a rendkiviil kis cstcsokat is kilistazni,
mert csak a f6 komponenseket keressiik. Ilyen esetekre 1étezik egy harmadik
beallitasi lehetdség, ez pedig a minimalis csucsteriilet értéke. Csak azokat a
csucsokat fogja a szoftver az eredmények kozott felsorolni, amelyek
integralértéke (teriilete) meghaladja az altalunk beallitott hatarértéket.

Az egymassal atfedésben 1€vo csucsok pontos, hiteles integralasa rendkiviil
nehéz, problematikus feladat. A kapott eredmények gyakran nem is teljesen
egyértelmiiek. Bar minden kromatografids szoftver szdmos lehetdséget ad az
atfedo csucsok kezelésére, a szabvanyokban rogzitett modszerek tobbsége
csak a teljes alapvonali elvalést fogadja el. Ha az nem teljesiil, addig kell a
kromatografias modszert fejleszteni, amig jo nem lesz.

detektor jel

>

inflexiés pontokhoz

huzott érinték
csucsszélesség (w)
0,607 h magassagnal
(= 2*szigma)

inflexiés pont
inflexiés pont

csucs alatti teriilet

} zajszint

csucs kezdete
cslcs vége

alapvonal Ws.

0 t, t, t
1. abra A kromatografias csucsok jellemzésére szolgdlo legfontosabb
paraméterek.
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1.2 Egyetlen csucs jellemzésére szolgalé paraméterek

A retencios id6 (tgr) az az idOtartam, amely a minta injektaldsanak
pillanatatol a csucs intezitas maximumaig eltelik. A HPLC-s gyakorlatban a
retencids id6 fogalmat hasznaljuk a leggyakrabban. Mas kromatografias
technikaknal (pl. gélkromatografianal) elterjedt a retencidés térfogat
hasznalata (VRr). A retencios térfogat a mozg6 fazisnak az a térfogata, amely
az injektalastdl a kromatografids cslics maximumanak megjelenéséig
aramlott at az oszlopon. A retencids térfogat a retencios id6bol és a térfogati
aramlési sebességbdl (F, flow) a kovetkez6é modon szamithat6 ki (feltéve, ha
az aramlas egyenletes volt):

VR = tRF

Forditott fazisi kromatografidban egy anyag retencios térfogata kozvetlen
kapcsolatban van az anyagnak az all6 és a mozgo6 tazis kozotti megoszlasi
hanyadosaval (K) a kdvetkez6 egyenletnek megfelelden:

ahol V, a kolonnan beliill a mozgéfazis, Vs pedig a kolonnan belill az
allofazis térfogata.

Azok a komponensek, amelyek nem lépnek kolcsonhatasba az allofazissal,
gyorsan és akadalytalanul atjutnak az oszlopon. Az ilyen, vissza nem tartott
anyagok atjutasahoz sziikséges id6t holtidének (to), a holtid6hoz tartozo
elucios térfogatot holttérfogatnak (Vo) nevezziik. A holttérfogat elméletileg
az allofazis szemcséi kozotti tér, valamint a szemcsék belsejében 1évo
tiregek és csatornak egyiittes térfogatat adja meg.

Nyilvanval6, hogy a kolonna méretei, valamint a toltet porozitdsa
nagysagrendileg alapvetden meghatarozzak a holttérfogatot. Minél hosszabb
¢s minél nagyobb atmérdjli a kolonna, annal nagyobb a holttérfogata. Minél
kisebb porozitdsi (minél tomorebb) az 4llofazis, annadl kisebb a
hozzajarulasa a holttérfogathoz.

A kisérletileg meghatarozott holttérfogat az elméletileg vart értéktdl kisebb.
Azt, hogy a szemcsék belsejében mekkora a valoban hozzaférhetd térfogat,
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azt az alléfazis anyaganak porusméret eloszlasa, a porusok feliiletének
mindsége, az eluens mindsége, az dramlasi sebesség és a holtidd méréshez
hasznalt vegylilet tulajdonsagai egyiittesen hatdrozzak meg.

A holttérfogat pontos kisérleti meghatarozasa néha igen nehéz lehet az
elvalasztasban részt vevd folyamatok sokfélesége kovetkeztében. Nem
mindegy, hogy kémiailag milyen tulajdonsagt, ill. fizikailag mekkora
méretl a holttérfogat méréséhez hasznalt molekula. Nagy molekuldk példaul
nem férnek be a nagyon kis porusokba, igy nem is mérhetik azokat. A
forditott fazisu folyadékkromatografiaban a holttérfogat kozelité pontossagu
mérését deuterdlt oldoszerekkel, tiokarbamiddal vagy uracillal végzik. Az
ezekkel kapott eredmények a gyakorlat szdmara mar elfogadhatoak. A
pontos értéket a homoldég sorozatokra kapott kapacitasfaktorok
logaritmusanak (log k’) nulla szénatomszamra torténd extrapolalasaval
hatarozzak meg.

Egy komponens retenciojanak a valodi mértékét nem a retencids térfogattal
v. retencios idovel fejezzilk ki, hanem a kapacitasfaktorral V.
kapacitastényezovel (k’), ami a redukalt retencios térfogat (Vr—Vo) és a
holttérfogat (Vo) hanyadosa.

_ VeV _teF-ty-F_(tg—ty)-F
v, t,-F t,-F

k!

A kapacitasfaktor jelolésére a HPLC-s gyakorlatban hagyomanyosan a k’-t
hasznaljak. Az TUPAC mar hosszt id6 ota a vesszé nélkiili kK hasznalatat
tartja szabalyosnak, de a konyvek, cikkek nagyobbik hanyada a régi jelolést
alkalmazza. Ebben a jegyzetben éppen a hozzaférheté irodalommal vald
kompatibilitas miatt meghagytuk a régies jeldlést, de legylink tisztaban az 1j
szabalyokkal! (Torténelmileg azért hasznaltak a k’ jel6lést, hogy ne lehessen
Osszekeverni a K egyenstlyi allandoval, amit akkoriban gyakran kis k
betiivel irtak.)

A HPLC-s mérések soran a térfogati dramlasi sebességet altalaban allando
értéken tartjuk, igy a F térfogati aramlasi sebességgel valo egyszertisités
utan a képlet a kovetkezé modon egyszeriisodik:
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Ha nagyon egyszerli rendszerrel dolgozunk (pl. 1-3 jol elvalé komponens
mennyiségi meghatdrozdsa, semmi zavard ismeretlen vegyiilet) ¢és
semmilyen mas kizaré okunk sincs, akkor a gyakorlatban altaldban arra
toreksziink, hogy a k’ értékek lehetdleg a k’=2-5 tartomanyba essenek.
Konkrét példan bemutatva ez azt jelenti, hogy egy 10 cm hosszsagu,
hagyoményos kolonnan mérve, amelyen a modszer szerinti holtid6 t,=0,8
perc, a retencios idoket praktikusan a 2,5-5 perc tartomanyba érdemes
allitanunk.

A k’-re vonatkozé elébbi tmutatds nem azt jelenti, hogy ennél hosszabb
retencios 1dok feltétleniil rosszak lennének, csupdn azt, hogy ha nem
sziikséges, akkor nem kell hosszii mérési idot haszndlni. Ilyen révid idonél
még gazdasidgos az olddszerfelhasznalas, a csticsok mar jol szétvalnak, a
diffizié okozta savszélesedés még kicsi, ezért a cstucsfelbontds altalaban
elegendden nagy.

A kapacitasfaktor kozvetleniil az 4ll6 és mozgd fazisokban oldott
anyagmennyiségekbdl (ns ill. ny), illetve az allo és mozgo fazis térfogataibol
(Vs, ill. Vy) szarmaztathatd. Amennyiben felhasznaljuk a megoszlasi

crcr

L

A visszatartott komponens retencidja tehat kozvetlen kapcsolatban van a két
fazis kozotti megoszlasi folyamat termodinamikajaval. Fontos azonban
felfigyelniink arra, hogy a K-val jellemzett statikus egyensuly beallasahoz
szamottevd 1ddére van sziikség, ami dinamikus, folyamatosan &ramlo
rendszereknél nem valdsul meg, ugyanis a fazisokon beliili, valamint a
fazisok kozotti kozotti anyagatadassal kapcsolatban gatlasok 1épnek fel.

A K értékét legjobban a megoszlasi folyamatban részt vevo két fazis anyagi
mindségének (azaz a kolonna toltetének és az eluens Osszetételének)
megvaltoztatasaval érhetjiik el. A k’ értékét kisebb mértékben az allo és
mozgd fazis térfogataranyaval is befolydsolni lehet. Minél nagyobb az
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allofazis térfogata a mozgotazis térfogatdhoz képest, annal nagyobb a k’
értéke.

A forditott fazisi kromatografidban a kapacitasfaktor értéke a
kromatografias megoszlasi folyamat szabadenergiavaltozasaval aranyos. A
2. abran a két fazis kozotti megoszlas révén kialakuld koncentracidprofil
lathato az aramlo mozg6 fazisban, illetve az allo fazisban.

eluens aramlasi irdnya

o o

! anyagtranszfer a mozg6
‘,/ fazisbol az all6 fazisba

mozgo fazis
all6 fazis

a minta koncentraciéja

anyagtranszfer az allé az all6 fazisban

fazisb6l a mozgé fazisba

2. abra Az anyagtranszport mechanizmusanak és a koncentracio profilok
kialakulasanak szemléltetése forditott fazisu kromatografias elvalasztas
esetén.

Fizikai-kémiai tanulmanyainkbol tudjuk, hogy egyensulyi folyamatoknal az
egyensulyi allando ¢és a folyamat szabadentalpia valtozdsa kozott a
kovetkezd Osszefiiggés van:

RT-InK =-AG°
Adott kolonnan a K megoszlasi hanyados és a k’ kapacitasfaktor csak egy
konstans szorzétényezdben kiilonboznek, tehat a kapacitasfaktor egy

egyensulyi alland¢ jellegli, termodinamikai mennyiség. Az el6z6 egyenletet
atirhatjuk a kovetkez6 forméaban:

RT-Ink'=—-AG° —RT-Inc
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ebbél az In k-t kifejezve:

-AG® - AH+TAS = —AH AS

Ink'= Inc=————— _Inc= +——Inc
RT RT R

Az In k’ hémérsékletfliggését az egyenlet T szerinti derivalasaval kapjuk,
igy jutunk el az elvélasztasi folyamat homérsékletfiiggését leird van’t Hoff
egyenlethez:

dink’ _AH_
dT RT?

ahol a AHs,, az 4allobol a mozgd fazisba torténd anyagatmenet
entalpiavaltozasa.

Mivel a folyadékkromatografidban az 4ll6 és mozgd fazis kozotti
anyagatmenet soran az entalpiavaltozas (AHs.m) Vviszonylag Kicsi, a
hémérséklet kis mértékli megvaltozasanak csak nagyon kis hatdsa van az
elvalasztasra. A gyenge hoémérsékletfiiggés ellenére igényes, nagy
pontossagu elvalasztasokndl ma mar elvards a kolonna termosztatok
hasznalata.

Vannak olyan HPLC-s moddszerek, amelyek soran nem csak
szobahOmérséklet kozelében, hanem megemelt hdmérseékleten (40-90 °C)
dolgoznak. Természetesen csak akkor van lehetdség ezekre a vizsgélatokra,
ha a minta komponensei elegenddéen hdéalldak. Legujabban mar 100 °C
kornyezetében 1évd vizzel is torténnek vizsgalatok, szerves modositok
hozzaadéasa nélkiil. A csak vizet hasznal6 moddszerek kornyezetbaratok ¢€s
olcsok, de csak a vegyiiletek sziikebb koréhez alkalmazhatok és a
kolonnakkal szemben is nagy kihivast jelentenek.

A homérseklet fiiggvényében a folyadékok viszkozitdsa és az oldott
komponensek diffuziés allanddja is nagyon jelentdsen valtozik, ezeken
keresztiill modositani (javitani vagy rontani) lehet a kromatografias
elvalasztasi folyamatokat. A viszkozitds a hdémérséklet emelésével
rohamosan csokken, ami lehetdvé teszi, hogy a korabbinal nagyobb aramlasi
sebességet 1is hasznalhassunk anélkiil, hogy a késziilékiink felsd
nyomashatérat elérnénk. A hdmérséklet emelkedésével azonban a diffuzios
allando nd, ami szélesiti a csucsokat, rontja az elvalasztast. A lecsokkent
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viszkozitas altal lehetdvé tett nagyobb aramlési sebességgel kompenzalni,
s6t meghaladni lehet a diffuzi6 novekedésének a negativ hatasat, ezért a
kromatografias  korilmények  megfeleld6  bedllitasdval ~ magasabb
hémérsékleten gyorsabb és élesebb elvalasztasokat lehet elérni.

A csucsmagassag 60,7%-anal mért szélességet a cstics szélességének (w), az
50%-nal mért szélességet a cstics félmagassagban mért szélességének (wip),
a csucs felfuto és lefutd agahoz az inflexios pontoknal illesztett érintdk altal
az alapvonalbol kimetszett szakasz hosszat pedig a csucs alapvonalon mért
sz¢lességének (wg) hivjuk.

A mennyiségi meghatarozas alapja a kromatografiadban éltalaban a csucs
alatti teriilet (A), ami az alapvonal és a cstcs altal bezart teriiletet jelenti. A
tertilet konkrét mértékegysége a szoftver bedllitasatol és a detektor altal
kibocsatott jel tipusatol fiiggéen valtozd, de a dimenzidja mindegyiknek
jelintezitds*id6  (tipikusan mV*perc vagy mV*s). A detektortol
fliggdenEgyes esetekben a csucsok teriilete helyett a csics magassagat
hasznaljak a mennyiségi meghatarozashoz. Abban az esetben, amikor a
detektorjel az anyagi mindségtél fliggetleniill csak a komponensek
koncentraciojatol fiigg (pl. RI detektalas), az Gsszes vizsgalt anyag teriiletét
Osszeadva néha a terlilet szadzalékos kiértékelést is hasznaljak. A
legtipikusabb UV detektalasndl az egyes komponensek fényelnyelése a
komponens spektrumétol és a detektalasi hullamhossztol fiigg, ezért teljes
mértékben alaptalan egy termék tisztasagat teriilet szazalékos alapon
kifejezni.

Nagyon sokat elarul a kromatografids koriilmények milyenségérdl a csticsok
szimmetriaja. Altalaban a 10% cstcsmagassagnal mért aszimmetria faktort
hasznaljak, de mas magassagban mért aszimmetria faktorok is ismertek. Az
Asyo aszimmetria faktor megadja azt, hogy ha az alapvonallal
parhuzamosan, 10%-o0s magassagnal elvagjuk a cstcsot, akkor ezen az
egyenesen mérve a csucs kozepétdl a csucs végéig mért tavolsag (b)
hanyszorosa a csucs kozepétdl a csucs elejéig mért tavolsagnak (a). Az 1.
abran lathato jelolést hasznalva az aszimmetria faktor értéke:

b
Asy, = a
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Elméleti szamitdsok szerint még idedlis korilmények kozott is van a
csticsnak egy nagyon kis mértékii természetes elnyulasa (azaz b>a). A
kovetkezd abran a két tipikus csucsalak-torzulds lathato, ezek a csucs
elhtizédasa (elterjedt angol kifejezéssel: tailing), valamint a cstcs
elérenyuldasa (angol: fronting). Mindkét esetben valamilyen kinetikai,
anyagtranszportbeli probléma van az all6 és a mozgd fazis kozott. Tailing
hatas esetén azért nyulik el acsucs vége, mert talsagosan lassi az
anyagtranszport az allo6 fazison beliil. Ennek a leggyakrabban talsagosan
erés kolcsonhatds az oka az analit és az allo fazis, vagy az allo fazist
hordozo szilard anyag kozott. Tipikusan ilyen alakuak a nagyon bazisos
anyagok csucsai szilikagél hordozos, nem tokéletesen véglezart forditott
fazisti kolonndkon. A fronting hatds leginkdbb akkor jelentkezik, ha az
anyagtranszportot a mozgé fazisbol az allo fazisba valamilyen ionos jellegli
kolcsonhatas akadalyozza. Gyenge savak vagy bazisok esetén példaul ha az
eluens pH-ja nem megfeleld értéki, akkor a forditott fazison a megoszlasi
egyensuly mellett még egy disszocidcids egyensuly is fenndll, ami
akadalyozza a disszocialt és disszocialatlan részecskék szétvalasat, az ionos
jellegli részecskék mintegy eldreszaladnak a kolonnan.

Tailing Fronting

0 t o t
3. abra A HPLC-ben tapasztalhato csucsalak-torzulasok

Fontos, hogy az aszimmetria faktor szamszeri értéke alapjan el lehessen
donteni, mennyire megfeleldk a koriilmények a mennyiségi vagy mindségi
elemzés szadmara. Tokéletes alaktinak azokat a csucsokat tekintjiik,
amelyeknél az Asjp = 0,9-1,4. Az ilyen csucsok esetén a retencids id6
allando, nem fiigg a koncentraciotol, a csics mindségi és mennyiségi
elemzésre egyarant felhasznalhat6. Ha az Asjg az 1,4-2,5 tartomanyba esik,
akkor a koncentraciotol fiiggéen a retencidos id6 kissé valtozik, de
mennyiségi meghatdrozasra még lehetdség van. A torzult csucsalaknak
azonban az a kovetkezménye, hogy a kozeli csiicsok esetleg nem
megfeleléen valnak szét. Amennyiben az Asyg eléri vagy meghaladja a 3-at,
akkor a retenciés id6 a mennyiség fliggvényében jelentdsen valtozik,
mindségi azonositasra mar csak szlik koncentracid tartomanyban alkalmas.
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Az integralast nem lehet pontosan elvégezni, mert annyira elnyulik a csucs,
hogy nehéz megmondani, hol is végzddik valdjdban. Amennyiben erésen
elhtiz6do vagy eléreszaladd csucsrol van szo, tgy kell megvaltoztatni a
kromatografids koriilményeket (eluens Osszetétele, kolonna), hogy jo
szimmetridju csucsokat kapjunk, amelyekkel pontos méréseket végezhetiink.

A kolonna adott komponessel szemben mutatott hatékonysagat tobb mdédon
is jellemezhetjiik, ezek kozott a legegyszeribben szamithatdo az elméleti
tanyérszam (N), amely megadja, hogy hany ,.elméleti tAnyér” tudna az adott
csucs esetén ugyanakorra elvalasztasi hatasfokot biztositani, mint az adott
kromatografids kolonna. Az elméleti tdnyér az kolonnanak egy olyan
darabja, amelyen dinamikus, aramlo korilmények kozott egyszer beall a
statikus K allanddval jellemzett megoszlasi, illetve adszorpcids egyensuly.

Az elméleti tanyérszam kiszamitasara tobb képlet is hasznalhatd, ezek
egymassal ekvivalensek.

2 2
N:].G-LJ[RJ :5.54-( tr )
Wg Wiyo

Az elméleti tanyérmagassag (H) az egy elméleti tanyérnak megfeleld
kolonna hosszusagot adja meg, és konnyen ki tudjuk szdmitani az elméleti
tanyérszambol €s a kolonna hosszlisagabol:

Az elméleti tanyérszam a konkrét kromatografids koriilmények kozott egy
kivéalasztott anyagra vonatkozik, abszolut értékének igazabol nincs
jelentdsége. Az egyik anyagra megallapitott elméleti tanyérszdm nem ad
informéciot egy masik vegylilet kromatografias viselkedésére vonatkozoan.
Ami szamit, az a szomszédos csucsok elméleti tanyérszamaval torténd
Osszehasonlitas, illetve az adott komponens elméleti tdnyérszadmanak id6beli
valtozasa. Minél nagyobb az elméleti tanyérszam, illetve minél kisebb az
elméleti tanyérmagassag, anndl nagyobb a kolonna hatékonysaga az adott
anyagra nézve.
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Mire lehet az elméleti tanyérszamot a gyakorlatban felhasznalni? Altalaban
arra, hogy a kolonna josagat valamilyen szamszeri modon jellemezni
tudjuk. A kolonndkat mindig egy mindségi tanusitvannyal egyiitt szallitjak,
amelyen feltiintetnek egy olyan kromatogramot, amit az adott kolonnan
vettek fel ellendrzott koriilmények kozott. Ezen altalaban négy vagy tobb
vegyiilet csucsa lathatd, mindegyikre megadjdk tobb mdas adat mellett az
elméleti tanyérszam értékét is. Amikor a kromatografus ellendrizni szeretné,
hogy mennyire hasznalhat6 még a kolonna, akkor a tanusitvdnyban
feltlintetett mintat az eredetivel azonos koriilmények kozott futtatja, majd az
ujonnan kapott elméleti tanyérszam értékeket Osszehasonlitja a
tanusitvanyban szereplokkel. Amennyiben jelentds csokkenést tapasztal,
ugy igényes, nagy felbontast kivané munkdhoz célszeri Uj kolonnat
beallitani. A hasznalt kolonnat nem feltétleniil kell kidobni, mert t4jékozodo
jellegi vizsgalatokhoz, agresszivabb kromatografias koriilményekhez,
kezdeti modszerfejlesztésekhez még sokszor felhasznélhat6.

A kromatografids gyakorlatban az eluens aramlési sebességét altalaban a
térfogati aramlasi sebességgel (F) szoktdk megadni, de az elméleti
szamitasokhoz, illetve a kromatografidas modszereknek eltéré atmérd;ji
kolonnara torténd atviteléhez, az egyes kolonnak Osszehasonlitdsdhoz a
linedris aramlasi sebességet (u) hasznaljuk. E két mennyiség kozott a
kovetkezd képlettel adhatjuk meg az 0sszefiiggést:

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

A lineéris aramlasi sebesség és az elméleti tanyérmagassag kozott a van
Deemter egyenlet teremt matematikai Osszefliggést. Az egyenlet
egyszerlsitett formaban a kovetkezd alaku:

B
H=A+—+C_-u+C;-u
u

ahol Cy, a tomegatadassal szembeni ellenallas a mozgofazisban, Cs pedig. az
allofazisban. Az egyenletben az ,,A” tényezd a részecskék atmérdjével és a
toltés szerkezetével, a ,,B” a mozgd fazisban mérhetd diffuzidsebesseéggel, a
»Cm” az allofazis vastagsagaval, az allofazisban  mérhetd
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diffuziosebességgel €s a kapacitastényezdvel, a ,,Cs” pedig a részecskék
atmérdjével, a toltés geometriai szerkezetével, a kapacitastényezdvel és a
mozgofazisban mért diffuzidsebességgel kapcsolatosak.

Ha a H értékét az u (vagy az F) fiiggvényében abrazoljuk, akkor altalaban
egy minimumgdrbét kapunk. Az adott komponensre vonatkoz6 legjobb
linearis 4ramlasi sebességet (ugpt)a gorbe minimuma adja meg. Amennyiben
a kromatografias elvalasztast csak erre az egy vegyliletre optimalizaljuk,
akkor a legjobb eredményt az uqp dramlasi sebesség alkalmazasaval kapjuk.

Az 4brabol lathajtuk, hogy a van Deemter gorbe alja meglehetdsen lapos,

ezért van az, hogy a gyakorlatban szélesebb tartomanybol valaszthatunk
aramlési sebességet a felbontés észrevehetd romlasa nélkiil.

\ van Deemter eredé

A

u(<l)ptim.) u (cm/s)

4. abra A van Deemter egyenlet és az azt alkoto fliggvények abrazolasa. Az
elméleti tAnyérmagassagot abrazoljuk a linearis aramlési sebesség
fiiggvényében

Hogyan tudjuk sajat magunk meghatdrozni sajat kolonnank esetén az
optimalis aramlasi sebességet? El6szor nézziik meg, hogy hogyan valtozik
meg a gorbe alakja, ha a van Deemter egyenlet helyett a térfogati dramlasi
sebesség (F) fliggvényében abrazoljuk az elméleti tanyérszamot (N)! A
vizszintes tengelyen a valtozas csak egy konstans szorzétényezot jelent, a
fliggbleges tengelyen pedig egy reciprok 0sszefiiggést, 0sszességében tehat
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a van Deemterhez hasonl6d alaku, de maximummal rendelkezd gorbéhez
jutunk, ahogy az alabbi abran is lathatjuk.

A gyakorlatban ugy jarunk el, hogy kivalasztunk egy komponenst a
vizsgalathoz, a térfogati aramlasi sebességet kivéve mindent allando6 értéken
tartunk, majd tobb aramlédsi sebességnél is megfuttatjuk a kivalasztott
komponenst. A cstcs paramétereibdl kiszamitjuk az elméleti tdnyérszamot,
és azt abrazoljuk az dramlasi sebesség fiiggvényében. Ot-hat mérési pontbol
mar elegendé pontossaggal meg tudjuk becsiilni, hogy hol van a goérbe
maximuma.

A tapasztalat az, hogy a hagyomanyos 4,6 mm belsé atmérdjii kolonndk
esetén a gyakorlatban a legtobbszér 1 ml/perc koriili térfogati aramlasi
sebességet hasznalnak, ez pedig nagyjabol megegyezik a kimérhetd
optimalis dramlési sebességgel.

E F(optim.)
Frr T T T T T 17 T T TF@mimin)
0 1 2 3

5. abra Az optimalis térfogati aramlasi sebesség kisérleti meghatarozasa
soran egy kivalasztott anyagot futtatunk azonos koriilmények kozott, csak az
aramlasi sebességet valtoztatjuk 5-6 1épésben, kb. a 0,5-2 ml/perc
tartomanyban, majd a mérési pontokbdl nagyjabol megbecsiiljiik az
optimumot.
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1.3 Tobb kromatografias csucs egymashoz viszonyitott
jellemzésére hasznalatos paraméterek

Az eddigiekben csak egyetlen kromatografias cstcs jellemzoit vizsgaltuk,
ugyanakkor a gyakorlatban a standardokat kivéve mindig tobb anyag van
egyszerre jelen, igy nagyon fontos a csticsok egymastol vald elvaldsanak
problémajaval foglalkoznunk.

Két csucs egymashoz vald viszonyaban az elvalasztasi tényezd (o) a
legegyszeriibben kifejezhetd paraméter, megadja, hogy a masodik cstcs
retencios ideje (tr2) hanyszorosa az elsé csucs retencids idejének (try):

tRZ
oa=—
tRl

Az elvélasztasi tényezOt gyakran kiszdmoljak, de valdjdban semmilyen
informéciot nem ad arra nézve, hogy szétvalnak-e a csucsok, hiszen nem
veszi figyelembe a csucsok szélességét.

Két cstcs egymashoz vald viszonyat sokkal jobban kifejezhetjiik a felbontas
v. csucsfelbontas értékével (Rs) is, amit a kdvetkezd képlettel szamithatunk

ki (tRZ > tRl):

R =2. (tRZ _tRl)
s Wy +Wpg,

Ahhoz, hogy két csucs elvaljon egymastol minimalisan az kell, hogy Rs >
1,5 teljesiiljon.

Az Rs = 1 esetén még nem teljes a csucsok szétvalasa, hanem az alapvonal
kozelében atfednek egymadssal. Annal jobb két cstcs szétvaldsa, minél
nagyobb az R értéke. A képlet nagyon egyszerii, de nem sok felvilagositast
ad arrol, hogy hogyan lehet befolyasolni a cstucsok elvalasztasat egymastol.

Az R; kifejezésére még egy masik, az eldzdével ekvivalens képletet is
hasznélnak:
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R:\/Niz.(a_l) K
T4 a ki, +1

Ebben az egyenletben egyidejiileg szerepelnek a kinetikai jellegli (N3) és a
termodinamikai jellegii (a, k) paraméterek, felhasznalasukkal lehetdség van
elore kiszamitani azt, hogy mennyit kell pl. a retencios idokon vagy az
aramléason valtoztani ahhoz, hogy az elvalasztas megfeleld legyen.

Szoftverek

Ma mar szamos olyan szamitdsi modell, illetve az azokat alkalmazé
szamitogépes program ismert, amelyek felhasznalasaval nagyon Osszeett,
sok komponensii minta futdsi koriilményeinek optimalasara is lehetdség van.
Az ilyen programok tilnyomo része azonban ingyenes valtozatban nem all
rendelkezésre.
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2. A KROMATOGRAFIAS VIZSGALATOK ANYAGAI ES
ESZKOZEI

2.1 Eluens- és mintaelokészités

A lehetd legritkabban taldlkozunk olyan feladattal, amelynél kristalytiszta,
minden zavar6 komponenstdl mentes mintat kell vizsgalnunk. sokkal
gyakoribbak azok az esetek, amikor a keresett komponenst vagy
komponenseket egy sotét szini, zavaros vagy csapadékos oldatbol kell
meghataroznunk ugy, hogy a késziilékiinket ne tegyilik tonkre mar az elsd
injektalassal. A harom leggyakoribb tisztitdsi mdivelet, amivel a
gyakorlatban taldlkozunk, a szlirés, a centrifugalds ¢és a szildrd fazist
extrakcio.

Sziirés-Membransziirés

A HPLC-ben kiilonosen nagy a jelentdsége annak, hogy mind az
alkalmazott oldészerek, mind pedig az injektalt mintdk maximalisan meg
legyenek tisztitva ~mindenfajta lebegd szennyezddéstdl. Ezt a
legegyszerlibben ugy érhetjiik el, ha az olddszereket illetve a mintakat
megfelelden kis poérusméretli szlirdn, agynevezett membransziirdn atsziirjiik.
Mivel a membransziird lapok nagyon finomak (néhany tized mikronosak) a
folyadékok sajat sulyuknal fogva mar nem képesek ezeken a lapokon a kelld
sebességgel atfolyni, a szlirés meggyorsitasara ezért vakuumot vagy
nyomast alkalmazunk. A kovetkez6 4&bran olyan, iivegbdl késziilt
szlir6tolcsért lathatunk, amelyben cserélni lehet a membransziir lapokat,
igy mindig a kell6 finomsagu lapot valaszthatjuk ki munkankhoz.

A membranszilirés kozben részlegesen az oldott gazok is eltavoznak, amivel
megkonnyithetjiik az on-line gazmentesité egység munkdjat is. A fenti
késziilék nagy méretei miatt hasznalhatatlannak bizonyulna a kis
mennyiségben rendelkezésre all6 mintak szlirésénél, ezért ilyen célra sokkal
kisebb, néhany cm®-es térfogatu sziir6tdlcséreket is kifejlesztettek. Gyakran
azonban a rendelkezésre all6 minta térfogata olyan kicsi, hogy nincs
lehetdség a fenti késziilék hasznalatara. Ilyen esetekben injekcids fecskendd
végére szerelhetd, nagyon sokféle méretben ¢és finomsdgban kaphato
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membransziiréket hasznalunk, amelyek esetén az atfolydst nem vakuum,
hanem nyomads alkalmazasaval érjiik el. Ezek a kis méretli sziir6lapok olyan
kis belsd holttérfogattal rendelkeznek, hogy a folyadékveszteség
minimalisnak tekinthetd.

6. abra Nagyobb térfogatt oldoszer szlirésére hasznalhatd, cserélhetd
szlir8lapos késziilék képe. A tolcsérbe egyszerre altaldban 200-300 cm®
folyadékot tolthetiink.

s com IR
7. abra. Injekcios fecskendd végére illeszthetd membransziird, amellyel
nagyon kis térfogati minta is minimalis veszteséggel szlirhetd meg. A
legelterjedtebb porusméretek a 0,22 p, és a 0,45 p, a membran késziilhet
szervetlen anyagbol, cellul6zbol, poliamidbdl vagy éppen teflonbdl, a sziird
atmérdje néhany mm-t6l egészen a kb. 4 cm-ig valtozhat.



259

Centrifugalas

A legolcsébb ¢és legaltalanosabban hasznalhatd eljaras makroszkopikus
szennyezOk eltavolitdsara. Elénye az, hogy egy jo mindségu asztali
centrifugaval kb. 20000 g gyorsulds érheté el, még a sejtalkotok és
sejtmembran téredékek is lecentrifugalhatok, azaz a sterilszilirésnél nagyobb
tisztasagot ad. Az egyszer hasznalatos milanyag centrifugacsovek olcsok, a
membransziirék meglehetésen koltségesek. Egyszerre akar 50-60 minta is
centrifugalhatd, a késziilékbe ezen tul még centrifugdlis szlirOpatronok is
behelyezhetok, amelyekkel ultraszlirést vagy nanoszirést is végezhetiink. A
nagy gyorsulassal ¢és hosszabb ideig végzett centrifugalas egy jol
hasznalhato, koltséghatékony alternativdja a membransziirésnek, a kis
gyorsuldssal rovid ideig végzett centrifugidlds utdn azonban még
membransziirést is hasnalnunk kell.

Szilard fazisu extrakcio

Gyakran talalkozhatunk azzal a problémaval, hogy a vizsgalni kivant anyag
a mintdban csak nagyon kis koncentraciéban van jelen, vagy nagyon sok, az
elvalasztast megnehezitd, vagy lehetetlenné tevé komponens van még
mellette. Ha a mintabol nagyobb mennyiség all a rendelkezésiinkre, akkor
hagyomanyos eljarasokkal (pl. lecsapatas, szilirés, ultracentrifugalas)
gyakran meg tudunk szabadulni a szdmunkra folosleges anyagoktol, illetve
kell6 mértékben dusitani tudjuk a vizsgalt komponenst (pl. vizes oldatoknak
az extrakciojaval). Kis mintamennyiség esetén (ilyenek 4ltaldban az
orvosdiagnosztikai, bioldgiai eredetli mintdk) azonban a hagyomanyos
eljarasok nem, vagy csak nehézkesen és id6t rablo mdédon hasznélhatok. Ma
mar széles korben hasznaljuk a szilard fazisu extrakcios (SPE) eljarasokat,
amelyek lényege az, hogy a vizsgalni kivant komponens(eke)t egy kis
méretli kromatografids oszlopon megkdtjiik, mosdssal megszabaditjuk a
mintat a nem kivant komponensekt6l, majd utolsé Iépésben leoldjuk a
mintdnk hasznos részét az oszloprol €s most mar konnyen és egyszerlien
elvégezhetjiik annak kromatografids vizsgalatat. Az eljaras gyors, egyszerd,
hatékony.

Az SPE céljara hasznalt toltetek altaldban megegyeznek azzal a
toltettipussal, amivel késébb az analitikai elvalasztast végezziik, de attol
lényegesen nagyobb szemcseméretliek és sokkal olcsobbak. Olyan milanyag
hazba vannak betdltve, amilyenekbdl az egyszer haszndlatos milanyag
fecskenddk késziilnek. A toltetet alul és feliil vékony, porézus miilanyag
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lapocska tartja. Az olddszerek atszivatisat vakumm segitségével végezziik,
az alabbi dbran néhany szilard fazisu extrakcids oszlopot lathatunk, mellette
pedig a hasznalatukat segité vakuumkamra képe talalhato.

Az SPE kolonnakat hasznalat el6tt altalaban valamilyen pufferoldattal
kondicionalni kell, majd atszivatjuk rajtuk a mintdkat, lemossuk a maradék
oldatot, végiil megfeleld oldoszerrel leoldjuk a kolonnan megkotddott
vizsgalandd anyagot, és az igy kapott oldatot vizsgaljuk a tovabbiakban.

8. dbra Szilard fazisu extrakcidhoz hasznalatos, gyari készitésti, altalaban
100-500 mg szilard szorbenst tartalmazé egyszer hasznalatos oszlopok,
valamint a tobb oszlop befogatasara és az oldoszer atszivatasara szolgalo,
csapokkal ellatott vakuumkamra képe.

2.2 Kolonnak

Mechanikai kialakitas

A kromatografokhoz sokdig csak egyetlen fajta mechanikai kialakitasu,
csavarkulcsok segitségével szerelhetd kolonnat hasznaltak. Ezek hasznalata
nem volt igazdn kényelmes, ezért kidolgoztak a csupasz kézzel is szerelhetd
csatlakozokat, amelyeknél a szokasos méretli csatlakozoelemeket az
addigiaknal sokkal nagyobb, bordazott feliiletii, jol kézbe foghaté méretii
peremmel 1attdk el. A kolonndkat hagyomanyosan a két végiikon 1évo
menetes csatlakozokkal egyiitt 4aruljadk, de olyan patronos megoldasu
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kolonnak (cartridge) is kaphatok, amelyeknél csak a toltott csovet kell
kicserélni és a csere kézzel is elvégezhet6. A cartridge kolonndk
hasznalatdhoz meg kell vésarolni a befogatdé elemeket, amelyek gyakran
csak egy adott gyartd kolonndjahoz hasznalhatok.

Toltetek

A kromatografids gyakorlatban nagyon sok fajta toltetanyaggal
talalkozhatunk, itt sajnos nincs lehetdség a kereskedelmileg hozzaférhetd
oriasi szamu szorbens vdazlatos ismertetésére sem, csak a legfontosabb
tipusokat soroljuk fel.

A legegyszerlibb szorbens a szilikagél (normal fazis). A szilikagél kémiai
tulajdonsagai lehetdvé teszik, hogy a feliiletéhez kovalens kotéssel rogzitve
hosszabb-rovidebb szénlancokat, vagy funkcids csoportokkal szubsztitualt
szénldncokat kapcsoljunk. A kémiailag kotott bevonat alapvetden
megvaltoztatja a szilikagél tulajdonsdgait, példaul alkilcsoportokkal
bevonva az addig erdsen poldris feliiletii szilikagél feliilete apolarissa valik
(forditott fazis). Megfelelden megvalasztott funkcios csoportokkal teljesen
Uj tulajdonsagu, nagy szelektivitast, bizonyos vegylilettipusokra specifikus
toltetanyagok allithatok eld.

A szilikagélen alapuld toltetanyagok csak olyan pH-n haszndlhatok, ahol
nem oldodik fel a hordozo szilikat vaz, azaz az oldat nem lehet bazisos, sem
pedig erdsen savas. Véglezarassal a pH-tartomany kissé kibdvithetd, de
semmiképpen sem lehet pH = 9 f6l6tt dolgozni veliikk. A hasznéalhato pH-
tartomany problémdjat ugy oldottdk meg, hogy a feliileti rétegeket nem
szilikagélhez, hanem mikroszkopikus iiveggyongyokhéz (nem porodzus
szerkezetll), kemény polisztirol-szemcsékhez, vagy mas polimer
hordozékhoz kototték. A polimer hordozds toltetek a mechanikai
igénybevételekkel szemben kevésbé ellenalldak, az olddszervaltas, pH-
valtozas hatasara duzzadhatnak vagy zsugorodhatnak, a hirtelen
nyomasvaltozasokat pedig nem viselik el, de izokratikus elicid esetén jol
hasznalhatonak bizonyultak.

A gybgyszeriparban alapvetd fontossagu a kiralis vegyiiletek analizise ¢€s
elvalasztas (esetleg ipari méretekben is). Sok gyogyszer-hatéanyagrol
Kimutattak mar, hogy (legegyszeriibb esetben) a két optikai izomerjiik nem
egyforma gyogyitd hatdssal rendelkezik, s6t mar arra is volt példa, hogy mig
az egyik izomer gyodgyitott, addig a masik esetleg sulyos elvaltozasokat
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okozott. Az ilyen vegyiiletek vizsgalatara fejlesztették ki a dextranvazhoz
kémiai kotéssel kapcesolt, kiralis molekuldk alkotta allofazisokat, amelyek
szelektiven csak az egyik izomert tartalmazzak és egy racém elegyben 1évo
kiilonb6z6 izomerekkel eltérd erdsségli kolecsonhatést alakitanak ki.

1. tablazat A leggyakoribb toltetanyagok jelolése €s tulajdonsagai

Jel

Név, jelolés

JellemzOk

Si

szilika

Normal fazisu toltet, kiilondsen polaris, nem
ionos vegyliletek elvalasztasara alkalmas.
Vizzel, viztartalma olddszerekkel nem szabad
egyiitt hasznalni, mert a viz dezaktivalja a
feliiletét. A szilikagél-hordozds  toltetek
mechanikailag meglehetésen erdsek, igy a
kolonnak még néhany nagyobb 10kést is
elviselnek.

C8,

C18

oktil, RP-8, MOS,
LC8
oktadecil,
OoDS

RP-18,

A legelterjedtebb forditott fazist toltetek,
apolaris  komponensekkel  szemben a
legnagyobb visszatartassal bir. Kiilonosen
alkalmasak gyogyszer-hatéanyagok, vitaminok,
drogok, kérnyezetvédelmi mérések céljaira.

C6H5

fenil

Az aromas vegyiiletekkel szemben kiilondsen
nagy szelektivitassal rendelkezd, forditott fazist
toltet, de hidrofob kolcsonhatasos
kromatogréfiaban is alkalmazhato.

CN

cianopropil

Vegyes tulajdonsagu, enyhén polaris szorbens,
forditott fazisti és normal fazisu toltetként is
hasznalhato. Gradiens elvalasztasokra
kiilonosen alkalmas, mert az egyensulyi
helyzetet gyorsan eléri. Bizonyos gydgyszerek
analizise soran kiterjedten alkalmazzak.

NH2

aminopropil

Forditott és normal fazisi, valamint gyenge
anioncseréld toltetként egyarant alkalmazhato.
Normal fazisként szelektivitasa a szilikahoz
hasonld, nagy elénye azonban, hogy nem
dezaktivalja a feliiletét a viz.

SAX
WAX
SCX
WCX

tobbféle

Erés vagy gyenge tipusu (S vagy W) kation-
vagy anioncserd (CX vagy AX) tulajdonsaga
toltetek, amelyek Dbazisok, savak, sok
nukleozidok, nukleotidok elvalasztasara
hasznalhatok.
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Kiilonlegessége miatt emlitést érdemel még egy pordzus szerkezetil,
szintetikusan eldallitott grafitszemcsés toltet, amelyek feliiletére pirolizis
soran kémiai kotéssel aromas gytrtiket is felvittek. Ez a kolonna forditott
fazisu kolonnaként milkodik, de emellett alkalmas az enantiomerek
szétvalasztasara is, nem érzékeny a mechanikai igénybevételekkel szemben,
¢s a teljes pH-tartomanyban hasznalhato. Kiilonleges tulajdonsagai ellenére
csak kevés helyen hasznaljak, mert meglehetésen sokba kertil.

A kolonndk ¢és a csovek illesztésénél vigyaznunk kell arra, hogy minél
kozelebb keriiljenenk a csatlakozd végek egymdashoz, hogy kozottik a
holttér minimalis legyen. A holttér rendkiviil kdros, mert benne 6rvénylés
alakul ki, aminek kovetkeztében a minta sokkal szélesebb fronton halad
végig, mint ami sziikséges. Ez a csticsok kiszélesedéséhez vezet, aminek
kovetkeztében a késziilék felbontasa jelentésen romlik. A kolonna és egy
vezeték csatlakozojanak vézlatos metszeti képe lathato a 13. abran.

hollandi tipust csavar
) ktpos témités
kolonnafe;
‘ a holttérben orvénylés lép fel

kolonna fala /

1
\ 5 f |
Df}% | &5 8@%@
>

Toltetanyag

vékony acélszdvet

helyes illesztés hibas illesztés
9. abra A kolonna és a csatlakozo csovek helyes és helytelen illesztése

Fémbdl késziilt csé és fém hollandi csavar esetén a tomitésnek altalaban
fémbdl kell lennie, mig mianyagcsd, miianyag hollandi csavar esetén a
tomités anyaga is milanyag. A tomités anyaganak eltévesztése szivargashoz,
valamint a csOvég karosodasdhoz vezethet. Nagyon gondosan kell eljarni a
legels6 csatlakoztatds végrehajtasakor (kiilonosen fémbdl késziilt
szerelvények esetén), mert a tomités a csavar els6 meghtizasakor enyhén
deformalodik, rapréselddik a cséfalra és az ekkor beallitott helyrdl tobbé
mar nem tavolithato el!



264

2.3 Eluenstarolé edények, HPLC-s szerkezeti anyagok

A gyakorlatban tobbféle edényt hasznalnak, a nagyon draga, kifejezetten
professzionalis célokra késziilt, torésgatld milanyagréteggel bevont, kipos
alju, porszird ventillel ellatott edényektdl kezdve egészen az egyszerii
vegyszeres livegekig. Az eluenstarolok és az eluenssel érintkezd szerkezeti
anyagok megvalasztasakor a kovetkezé altalanos szempontokat kell
figyelembe venni:

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

Az oldoszertarold edényeknek lehetdség szerint minél zdrtabbnak (de nem
légmentesen zartnak!) kell lenniiik. Ezzel megakadalyozzuk a por bejutdsat
az oldoszerbe, valamint a gyakran egészségre veszélyes oldoszergdzoknek a
levegdbe kertilését.

Az oldoszervezeték(ek)et feltétleniil el kell latni finom sziirével, amely az
oldoszerbe véletleniil belekeriilt, szemmel lathatatlan szennyezoket
eltdvolitja. A rendszerbe keriilt szilard szennyezOk a pumpdt sulyosan
karosithatjak, a kolonnat pedig eltomik!

A csOvezetékekhez, szerkezeti és csatlakoztatd elemekhez leggyakrabban a
kovetkezd tablazatban szerepld anyagokat hasznaljak, mindenre egyforman
jol alkalmazhat6, univerzalis megoldas még nem létezik.

Milyen atmérdjii csoveket hasznalnak a legtobb HPLC késziilékben? Az
altalanosan elterjedt gyakorlat szerint a legtobb esetben a csovek kiilsé és
belsé atmérdjét inch-ben (17 = 25,4 mm) adjak meg. A legelterjedtebbek az
1/16” (1,59 mm) kiils6 atmérdjii csovek, ennek belsd atmérdje 0,01 (0,25
mm), 0,02” (0,51 mm) vagy 0,03” (0,76 mm) lehet. A legvékonyabbat az
injektor és a kolonna, valamint a kolonna és a detektor kozotti (Iehetdleg
min¢l rovidebb) 0Osszekotdé csOnek ajanljak, hogy a cs6 okozta
sdvszélesedést a lehetd legkisebbre csokkentsék.
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2. tablazat A HPLC késziilékeknél alkalmazott szerkezeti és tomitd anyagok
jellemzd tulajdonséagai

Anyag Tulajdonsagok

rozsdamentes acél | A legelterjedtebb anyag. Elénye, hogy minden, a
HPLC-ben el6forduldé nyomassal ¢és homérséklettel
szemben ellendlld, viszonylag jol  hajlithatd,
gyakorlatilag minden olddszer esetén hasznalhat6. A
vassal vagy annak o&tvozdivel komplexet képezd
anyagok, illetve a biologiai mintdk egy része esetén
nem hasznalhato. Ilyen anyagok vizsgalata esetén nem
csak a csOvezetékeknek kell  biokompatibilis
milanyagbol késziilni, hanem a mintaval érintkezd
minden szerkezeti elemnek, igy a kolonna falanak, az
injektornak, a mintahuroknak, s6t még a fecskendének
IS.

PEEK Poliéter-éter-keton tipusti miianyag. Kémiai anyagokkal
szemben nagyon ellenalld, csak a nagyon agressziv
savak tamadjdk meg (pl. tomény kénsav, tomény
salétromsav). Néhany szerves oldoszerrel nem célszerti
a hasznélata, mert ha nem is oldédik fel, de megduzzad
(pl. diklor-metan, THF, DMSO). Mivel a PEEK
megfelelden rugalmas, ugyanakkor kemény anyag,
ezért a csovek mellett tomitések és egyéb szerkezeti
darabok is késziilnek beldle. Legfeljebb kb. 100 °C-ig
hasznalhato.

Teflon Poli-tetrafluor-ctilén. Minden oldoszerrel szemben
tokéletesen ellenalldo. Mechanikailag nem elég erds
ahhoz, hogy nagyobb igénybevételnek kitett szerkezeti
elemeket készitsenek beldle, de a kisnyomdasu
oldoszerszallitd csovek ma mar gyakorlatilag csak
Teflonbol késziilnek.
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Hogyan lehet méretre vagni a nagyon vastag fali kromatografias csoveket?
Semmiképpen sem harapofogoval! Valojaban két lehetdség 4all a
kromatografus el6tt. Ha acél csovet hasznal, a legkoltségesebb, de legjobb
modszer az, ha gyari készitésli, méretre elére levagott csdvet vasarol.
Masodik lehetdségként vasarolhat gyari készitésii csOvagot, ami milanyag
csovek esetén nagyon jol, acél csovek esetén elfogadhatoan hasznalhato.
Mianyag csoveket ¢les szikével, barkacskéssel, vagy akar ablaktisztito
pengével is szépen lehet vagni.

2.4 Gazmentesités

A levegdben 1év0 oxigén és nitrogén minden oldoszerben oldodik, de eltérd
mértékben. Vizbdl és szerves oldoszerbdl allo elegyek esetén a gazok
oldékonysaga nem linedrisan valtozik a szerves komponens
térfogattortjével, hanem minimumot mutat. Ha példaul vizet és metanolt,
akkor az elegy tultelitett lesz az oldott oxigénre és nitrogénre, és a folosleg
buborékok formdjaban kivalik. Az igy keletkezO buborékok problémat
jelentenek a HPLC-s vizsgalatok soran, ezért a hasznalt oldoszereket
elegyités eldtt meg kell szabaditani a benniik oldott gdzokt6l. Amennyiben
nem gazmentesitjiikk az olddszereket, akkor egy id6 utan a kolonnaban vagy
a kolonna utan buborékok képzddnek, amelyek eredményeképpen a cstcsok
alakja torzul, az oldoszerdramlds sebessége ingadozik, a fotometrids
detektoron athaladé buborékok pedig fantom csticsokat adnak.

Tobb eljarast is kidolgoztak az oldoszerek gazmentesitésére, a gyakorlatban
barmelyik modszerrel talalkozhatunk. A végeredményt tekintve mindharom
eljaras megbizhaté eredményt ad.

Ultrahangos gazmentesités

Az ultrahang altal mikroszkopikus méretekben keltett, gyorsan valtakozo
nyomas €s vakuum hatasara az oldoszerben oldott gazokbdl makroszkopikus
méretli  buborékok képzddnek, amelyek eltdvoznak az oldatbol. Az
ultrahangos gazmentesitést sokkal hatékonyabb, ha koézben vakuumot is
alkalmazunk.

Héliumos gazmentesités.
A hélium gyakorlatilag elhanyagolhatd —mértékben oldodik az
oldoszerekben, ezért héliummal alaposan atbuborékoltatva az eluenst vele ki
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lehet 1zni az oldott gazokat. Eldnye, hogy nagyon jo6 mindségi,
fluoreszcencids detektorokhoz is jol hasznalhat6 oldoszert allit eld, hatranya,
hogy miikddtetése meglehetdsen koltséges, ugyanis a hélium meglehetésen
draga.

Vakuumos gazmentesités.

Megvaldsithatd akar Gigy, hogy az olddszereket a mérés megkezdése elott
alacsony nyomason kevertetve éppen forrasba hozzuk, amikor is az oldott
gazok eltavoznak, vagy ugy, hogy az oldoszeraramlas utjaba (on-line) egy
folyamatosan mikddd, vakuumkamras gédzmentesitd egységet helyeziink,
amely mindig csak annyi oldoszert gazmentesit, amennyi éppen
felhasznalasra keriill. A jelenlegi kromatografids gyakorlatban ez a
legelterjedtebben eljards, az on-line vdkuumos géazmentesitoket az 1j
késziilékekben mar egybeépitik a pumpaval.

2.5 Pumpak

A folyadék szallitasat a kiilonb6z6 megoldasti kromatografids pumpakkal
biztositjuk. Bar a pumpa szerepe kritikus a vizsgéalatok szempontjabol, a
tapasztalatok szerint a legkevesebb gondot a mérések soran éppen a pumpak
jelentik.

A pumpdk altaldban un. pozitiv térkiszoritdsu, két dugattyus folyadék
adagolo eszkozok. A szokasos nyomadstartomanyuk 0-450 bar, de a legijabb
eszk6zok akar 1200 bar nyomast is biztosithatnak. A szallitott folyadék
mennyisége nem tulsdgosan nagy, altalaban 1-2 ml/perc, igy a nagy nyomas
ellenére sem siikséges nagy elektromos teljesitmény vagy méret. A modern
HPLC-s pumpéak mérete semmiben nem kiilonbozik pl. az UV-detektor
méretétdl, esetenként pedig kozvetleniil a pumpaval egy dobozba épitik be
az on-line gazmentesitot, a kisnyomasu gradiensképzot és a keverdszelepet
IS.

Két alapvetd kivanalmat kell kielégiteniilk a pumpéknak: egyenletesen,
pulzalastol mentesen kell az eluenst nagy nyomadson is szallitaniuk. Ennek
technikai megoldasara szamos, egymastol csak a részletekben kiilonboz6
megoldas létezik, de azok részleteivel nem sziikséges itt foglalkoznunk. Ma
mar a pumpak mindegyike alkalmas a hagyomanyos méretli (4,6 mm belsd
atmérdjli) kolonnakkal végzett munkdkhoz, az ultranagy nyoméason, 1-2
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mm-es belsd atmérdjli, nagyon finom szemcseméretli kolonnakkal végzett
munkdakhoz azonban csak néhany késziilék alkalmas.

2.6 Automata injektorok, mintavalték

Béarmilyen megoldast injektort haszndlunk is, annak biztositani kell azt,
hogy a mérend0 mintanka atmoszférikus nyomdason be tudjuk tolteni egy
bemérd hurokba (ami tulajdonképpen egy ismert térfogati csédarab), majd
ezt a mintdt veszteség nélkill be tudja juttatni a nagynyomasu
folyadékaramlasba. Ma mar csak a kutatdo laborokban lehet manudlis
injektorokkal taldlkozni, ezért azok részletes targyalasatol itt eltekintiink. Az
automata injektorok automata mintavaltoval vannak egybeépitve
(autosampler), amelyek teljes belso tere a bemérd hurokkal és az injektorral
egylitt termosztalhato.

Az automata injektor egy erds tii segitségével atszurja a vezérld program
altal magadott pozicioban 1év0 mintasiiveg kupakjan 1évé rugalmas
membrant, az tivegben 1év6 folyadékbdl kiszivja a sziikséges mennyiséget,
amit aztan a mintahurokba beletdlt. A program altal adott jelre a késziilék a
mintahurkot becsatlakoztatja a folyadékaramlésba, és ezzel megtorténik a
minta injektalasa.

Az automata injektorok a mintavételen tal még elvégzik a tii és a csovek
tisztitasat 1s, hogy a mintdk egymassal vald szennyezddését
megakadalyozzak. A kiilonb6z6 automata injektorokban mas-mas mosasi
technikat hasznalnak, amelyek mindegyike biztositja a teljes tisztitast
(elméletileg).

A gyakorlat szempontjabol kiemelkedd az autosamplerek fontossaga.
Alapvet6 kivanalom, hogy az injektalt térfogatoknak minél kisebb legyen a
szorasa, fontos a szinte veszteségmentes injektalds lehetdsége (kis
mintamennyiség esetén érdekes), valamint a keresztszennyezés kizarasa.
Eppen ez utobbinal jelentkeznek a leggyakrabban a problémék, ezért Gj
késziilék vasarlasanal erre kiilondsen nagy gondot kell forditani.
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2.7 Detektorok

Nem elég a komponenseket a kolonnan elvalasztani, de valamilyen
modszerrel érzékelhetové, detektalhatova (,,Jathatova”) is kell tenni azokat.
Detektélasra valamilyen olyan anyagi tulajdonsagot hasznalunk fel, amely
jellemzdé a vizsgaland6 komponensiinkre, ugyanakkor nem jellemzé az
eluensre (pl. fényelnyelés, tomegszam, redoxi reakcid), vagy éppen forditva,
az eluensre jellemzd, és annak tulajdonsagait mddositja a komponens (pl.
torésmutato, vezetoképesség). A detektor tipusok szama elég nagy, itt csak a
leggyakrabban hasznalt detektorokat emlitjiik. Nem tériink ki kiilonb6z6
tomegspektrometrias detektalasi lehetéségekre, mert azok csak a nagyon jol
felszerelt laboratoriumokban fordulnak eld, {izemeltetésiikh6z pedig
specialisabb feltételek sziikségesek.

Ultribolya-lathaté spektrofotometrias detektor

A HPLC-s gyakorlatban a leggyakrabban és legaltalanosabban az UV-VIS
fotometrids detektorokat hasznaljak. Alkalmazasdnak feltétele az, hogy a
detektalni kivant vegyliletekben legyen kromofor csoport. Ennek a
detektornak mara mar tébb, kiillonbozé bonyolultsagi fokl tipusa (miikodési
modja) is kialakult, ezek a kovetkezok:

Véltoztathatd hulldmhosszon térténd detektalds: a spektrofotométert
tetszOleges hullamhosszra be lehet allitani és lehetdség van a futtatds
kozbeni hullamhosszvaltasra is.

Scanning detektorok: olyan valtoztathatd hullamhosszisagu detektorok,
amelyekkel a kromatografids cstcsok maximuméhoz érve lehetdség van
egy-két masodperc alatt teljes UV vagy UV-VIS spektrum felvételére €s
tarolasara.

Dioddasoros detektorok esetén egy a fentiektdl eltérd detektaldsi modszer
hasznalnak, a mintan nem a monkromator altal eldallitott, kivalasztott
hullamhosszsagu fény halad at, hanem a teljes spektrumu fény, amelyet
egy racs segitségével a minta utan bontanak fel folytonos spektrumma. Ezt a
spektrumot vetitik rd egy fényérzékeny diddakbol készitett lapkara. amelyen
minden hulldmhossz érzékelését kiiliin-kiilon dioda végzi. Az eredmény az
lesz, hogy minden egyes kromatografias ponthoz egy teljes spektrum
rendelhetd. Egyszerli kétdimenzids kromatogram helyett haromdimenzios
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abra jon létre, amelybdl tetszéleges hullamhossznal kivaghatunk egy-egy
hagyoményos kromatogramot, de természetesen szamtalan mas abrazolasi
mod is rendelkezésiinkre all. Csak szamitogéppel 06sszekapcsolva
hasznalhat6. A detektort természetesen 1-3 kivélasztott hulliamhosszon is
lehet hasznalni, ekkor a szokasos kromatogramokat szolgaltatja. Az ilyen
detektorokhoz olyan szamitogépes programokat is kifejlesztettek, amelyek
segitségével spektrum-adatbazisbol az egyes csucsok automatikus
azonositasa, illetve a csucstisztasag vizsgalata megvalosithato.

Hogyan valasztjuk ki a detektalashoz hasznalt hullamhosszat UV -detektorok
esetén? Lehetdség szerint arra toreksziink, hogy a vizsgalni kivant anyagunk
UV-spektrumiban az elnyelési maximumhoz tartozé hullamhosszon
végezzik a mérést, hiszen ekkor lesz az adott komponensre nézve a
legnagyobb a késziilékiink érzékenysége. Valtoztathaté hullamhosszisagu
detektorral vagy diddasoros detektorral el tudjuk érni azt, hogy minden
vegyiiletet a sajat elnyelési maximuman detektaljunk.

Fluoreszcencias detektor

A fluoreszcencids detektorok nagy érzékenységiik és szelektivitasuk
kovetkeztében egyre népszeriibbek, kiilonésen a  biologiai  €s
orvosdiagnosztikai vizsgalatokban, mivel a porfirinvazas vegyliletek, az
aflatoxinok, riboflavinok, vitaminok, gyogyszerek és gyogyszer-metabolitok
erdsen fluoreszkalnak. Miikodése azon alapszik, hogy a vegyiileteket
valamilyen kivalasztott hulldmhosszusagl fénnyel gerjesztik €s a gerjesztett
vegyiilet altal kibocsatott fényt sotét hattér eldtt detektaljak. A kibocsatott
fény hulldmhossza nagyobb, mint a gerjesztd fényé. A fluoreszcencias
detektorok annyira érzékenyek, hogy a kolloid lebegd szilard anyagok vagy
az oldatban képz6dd, UV-detektrorok szdmara még lathatalan nagysagi
buborékok is jelentds zavarjeleket eredményeznek. A detektor érzékenyen
reagal a hOmérséklet és az eluens viszkozitdsa valtozésara, ezért a
detektorcellat termosztalni kell.

Elektrokémiai detektor

Minden olyan anyag detektdlhatdo elektrokémiai modszerrel, amely
valamilyen elektrédreakcioba vihetd, oldata vezeti az elektromos &ramot
(ionos vegyiiletek). Ezek egy része egyidejileg UV-aktiv anyag is, mig
masik résziiket fotometrids uton kozvetlenil nem lehet kimutatni. Az
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elektrokémiai detektoroknak nagy az érzékenysége, nagy a szelektrivitasa,
jol osszeférhetdk a forditott fazisii kromatografias rendszerekkel (hiszen itt
az egyik eluens altalaban a viz) és nagy a linedaris tartomanyuk. Miikodési
elviiket tekintve két nagy csoportjuk kiilonboztetheté meg: a voltametrids ¢és
az amperometrids detektorok. A legujabb gyartmanyu késziilékekkel mar
minden detektaldsi mod hasznalhato.

Amperometrids detektorok: A celldra kapcsolt egyenfesziiltséget egy
elektromos stabilizator egységgel allandd értéken tartjak és folyamatosan
mérik a cellan athalad6 dram erdsségét.

Amennyiben a fessziiltséget ugy 4llitjdk be, hogy az 0Osszes athalado
komponens részt vesz az eletrodreakcioban, akkor az eljarast coulometrias
detektalasnak nevezik.

Voltametrids detektorok: A cellara adott fesziiltséget rovid id6k6zokon beliil
folytonosan valtoztatjadk és kdzben mérik az 4thaladd aram erdsségét. A
detektdlds  megvalosithatd  mikroméretekben, de  makroszkopikus
detektroként is hasznalhat6. Amennyiben cspegd higanyelektrodot
alkalmaznak, akkor a detektort polarografias detektornak nevezik.

Az alkalmazott tipustol fiiggetleniil 4ltaldban minden esetben
haromelektrodos (munkaelektrod, segédelektrod ¢€s referenciaelektrod)
atfolyo cellat hasznalnak.

Vezetoképességi detektor

Egy oldat vezetdképességének a folytonos mérésével informaciot kaphatunk
mind az abban oldott szerves, mind a szervetlen vegyiiletek mennyiségérdl.
A cella két platinalemezkét tartalmaz, amelyen keresztiil valtakozdaramot
vezetnek at. A nagyobb frekvencidju valtakozdaram hatdsara nem kovetkezi
be elektrodreakcid, az athaladd aram intenzitdsa aranyos lesz az oldott anyag
mennyiségével. Amennyiben elektromosan vezetd eluenst hasznalnak, akkor
az elektromosan nem vezetd komponensek is kimutathatok, mert ezek
,higitjdk™ az alap elektrolitot, aminek kovetkeztében a kromatogramban
negativ csucsként jelentkeznek. A detektor hatranya, hogy csak kis
koncentraciotartoméanyban ad a mennyiséggel egyenesen ardnyos jelet.
Gradiens elucid esetén csak ugy hasznalhato, ha az eluens vezetOképessége
alland6 marad a gradiens sordn (mivel ezt szinte lehetetlen teljesiteni,
inkabb csak izokratikus elticiénal alkalmazzak).
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Torésmutatéindex (RI) detektor

Ez a detektor az un. tomegérzékeny detektorok kozé tartozik, automatikusan
méri az atfolyd oldat torésmutatojat, amely pedig ardnyos az oldoszerben
oldott anyag mennyiségével. Két, egymassal sorban kapcsolt cellabol all a
detektor, az egyik a referencia cella, a masik pedig a mérdcella. A referencia
cellat le lehet valasztani az aramlasrol. Altalidban a gyakorlatban ugy
hasznaljak, hogy amikor az alapvonal jon, akkor folyamatosan oblitik a
referencia cellat is, majd amikor egy csucs érkezik, akkor lezarjak a
referencia cellat, igy az tiszta eluenst tartalmaz, és annak a torésmutatojaval
hasonlitjdk Ossze a mérd cellan athaladé oldat torésmutatojat. A detektor
teljesen altalanosan hasznalhatdé minden vegyiilet esetében, nem sziikséges
hozz4d az, hogy a vegyiilet fényelnyeléssel rendelkezzen. Igazabol azt
mondhatjuk, hogy az RI detektor kdzeliti meg legjobban az idealis detektort.
A mai RI detektorok mdar viszonylag érzékenyek, de szamottevden
elmaradnak az UV detektorok érzékenysége mogott. Mivel a torésmutatd
nagyon erdsen fiigg a homérséklettl, az RI detektor celldjat nagyon
gondosan termosztalni kell (legalabb 0,001 °C pontossaggal!).
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3. A KROMATOGRAFIAS VIZSGALATOK ALTALANOS
MENETE

Nem lehet egyetlen olyan Aaltalanos receptet adni, amely minden
kromatografias vizsgalathoz egyforman hasznalhaté lenne. Annal nehezebb
a kromatografus dolga, minél tobb komponensii az analizdlandé minta, és
minél tobb major és minor komponens mennyiségét kell meghatarozni.

A legnehezebb feladat az olyan mintanak a teljes vizsgalata, amelynek a
komponenseir6l (azok szamardl, kémiai mindségérdl, mennyiségérdl)
semmit nem tudunk. Egy ilyen teljes vizsgalat tokéletesen felszerelt
laboratériumban is tobb honapig tarthat és egyaltalin nem garantalhato,
hogy a végén minden komponenst sikeriil beazonositani. Az ismeretlen
vegyiiletek azonositdsar6l mindenképpen tudnunk kell, hogy nagyon
Osszetett feladat, rutin szinten megoldani altaldban nem lehet. A legutdbbi
években altalanosan elterjedtek a kiillonb6zo tipusu HPLC-MS rendszerek,
illetve egyre tobb helyen talalhatok HPLC-NMR rendszerek, amelyek mas
detektorokkal, illetve kétdimenzids futtatdsi lehetdségekkel kiegészitve
eldszor adnak reményt a legtobb komponens mindségi azonositasara. Egy
teljesen ismeretlen vegyiilet elsé korben torténd beazonositasat (vagy veélt
beazonositasat) csak akkor tekinthetjiilk biztosnak, ha fiiggetlen forrasbol
szarmaz6 standardot talalunk, amit azonos koriilmények kozott azonos
vizsgélatoknak vetlink ald ¢és azonos eredményeket kapunk. A
kromatografias azonossagot két eltérd polaritasit kolonnan torténd futtatas
soran kapott azonos retencios idokkel igazolhatjuk. Az anyagi mindség
azonossagat legjobban nagy felbontasu tomegspektrummal lehet igazolni,
vagy kis felbontasi tomegspektrum fragmentdcids mintdjaval, illetve
szelektiv reakcid nyomkdvetéses technikaval. Ezek mindegyike nagyon
magas szintli szaktudast és specidlis miiszerezettséget igényel. A
legnagyobb  problémat a gyakorlatban a fliggetlen standardok
beszerezhetetlensége jelenti.

3.1 Mérési médszer kidolgozasa

Amennyiben van informdciéonk a meghatdrozandd vegyliletek korérdl,
legelsd sorban azt kell eldonteniink, hogy milyen tipust kolonnan végezziik
a vizsgalatot (konnyen lehet, hogy egyetlen kolonnaval nem is tudjuk
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megoldani a feladatot), majd ki kell valasztanunk a szamitasba vehetd
eluenseket. Ehhez nagyon nagy segitséget jelentenck a kiilonb6z6
kromatografias katalogusok, azokban ugyanis a legismertebb vegyiilet
esetén gyakran minta modszereket és kromatogramokat is megadnak, amik
segithetnek a sajat mérésiink bedllitasaban. Ezutan kovetkezik tiszta
standardok felhasznalasaval a kromatografias koriilmények beallitasa és
optimalizaldsa, a modszer teljesitményparamétereinek  (kimutatéasi
hatarértékek, szordsok, linearitasi tartomanyok) meghatdrozasa, majd az
egész dokumentalasa.

3.2 Mintaelokészités

A gyakorlatban nem a mérési modszer megtalalasa jelenti a legnagyobb
problémat, hanem a vegyes forrdsbol szarmazo6 mintak pontos el6készitése a
mérésekhez. Nagyon sok ismeretlen komponens szokott a mintakban lenni,
amelyek kromatografias szempontbdl rendkiviil valtozatosan viselkednek,
sokszor zavarjdk a mérést, vagy nem is kromatografialhatok a
rendszeriinkdn. Nagyon gyakori, hogy dusitani kell a mintankat a
meghatarozandé komponensre nézve, mas esetekben valamilyen szelektiv
elvalasztasi modszerrel mar elézetesen el kell csoportonként kiiloniteni a
komponenseket (pl. vér €s vizelet mintabol le kell csapatni a fehérjéket).

A mintael6készitési eljardsok legalapvetobb szabalya az, hogy nem szabad
vesziteni a meghatarozandd komponensbdl. Ezt a gyakorlatban csak nagyon
nagy gondossag mellett lehet teljesiteni. A mintaelokészitési 1épések
ellendrzése céljabol pontosan ismert mennyiségli Un. kisérd standardot
adunk az eredeti mintdhoz. A kisérd standard oldékonysagi ¢és
kromatografias szempontbol nagyon hasonléan kell hogy viselkedjen, mint a
meghatarozandd komponensiink. Egylitt mennek végig a teljes eldkészitési
lancon, majd ismeretlenként kezelve ugyanigy meghatarozzuk a kisérd
standard mennyiségét, mint a valodi ismeretleniinkét. A kisérd standard
eredetileg bemért mennyiségét ismerjiik, igy a bemért és a visszamért
értekbdl a mintafeldolgozas/dusitds hatasfokat ki tudjuk szamitani.
Altalaban a szabvanyok nem fogadnak el olyan mérést, aminél a kisérd
standard visszanyerési hatadsfoka kiviil esik a 90-105% tartoméanyon.
Tomegspektrometrids detektalds esetén a meghatdrozandd6 komponens
deuteralt szarmazékai a legkézenfekvOobb és legjobb kisérd standardok, de
mas detektort haszndlva azok nem kiilonboztetheték meg az eredeti
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ismeretlentol. UV, RI, fluoreszcencias, stb.detektoroknal az ismeretlentdl
elkiilonild kromatografias csucsot add vegyiiletet hasznalunk, aminek a
kivalasztasa még a modszerbeallitas soran torténik és bizonyitani kell, hogy
valdban teljesiti a szabvany altal megkivant visszanyerési hatasfokot.

3.3 Elucios technikak

A folyadékkromatografidban a minta komponenseinek elucidjat (a
kolonnardl torténd leoldasat) alapvetden kétfajta modon végezhetjik el,
ezek az izokratikus elticid és a gradiens elucio.

Az izokratikus elacid sordn az eluens Osszetétele allandd a teljes
kromatorafias eljaras soran. Ez a 1étez6 legegyszeriibb technika, altalaban
csak kromatografidasan hasonld tulajdonsagut komponensekbdl allo
ismeretlenek mérésére haszndljuk. Amennyiben a mérési feladatunk
megoldhat6 izokratikus elucidval, nincs okunk gradiens elicidt hasznélni.
Az izokratikus eluciéval kapott kromatogramokra az a jellemzd, hogy a
csticsok viszonylag kozel helyezkednek el egymashoz képest, nincsenek
nagy iires régiok a kromatogramban.

Amennyiben izokratikus elucidt alkalmazva a csucsok csak a kromatogram
elején kovetkeznek viszonylag kozel egymashoz, majd a cstcsok kozotti
tavolsagok €s a retencios 1dOk is rohamosan ndnek (sok az iires tér), gy
szlikség van a kromatogram roviditésére ugy, hogy a felbontas ne romoljon,
sOt lehet6éség szerint ndjon. Ezt a gradiens elucido alkalmazasaval
valdsithatjuk meg. A gradiens eliicio azt jelenti, hogy megkezdjiik a futtatast
egy adott Osszetételli eluenssel, majd a nagyobb elicios erejii komponens
csucsokat egyre gyorsabban mossuk le a kolonnardl. Végeredményiil egy
rovidebb, tdmdrebb kromatogramot kapunk, amelynek az eleje olyan, mint
amit izokratikus elucioval kapunk, a tavoli cstcsok pedig iddben is, és
egymashoz is kozelebb kertilnek.
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3.4 Minbéségi azonositas

El6szor a kromatografids paraméterek megfeleld valtoztatasaval el kell érni,
hogy lehetéleg minden komponens jol elvalo, emellett lehetdleg idedlis
alaku csucsként detektalhatd legyen. (Ehhez hozzatartozik az is, hogy meg
kell talalni a megfeleld detektalasi modot, de err6l még beszéliink a
detektrorok kapcsan.)

Az elsddleges mindségi azonositds a retencios id6 alapjan torténik, ez
azonban egyetlen kolonndn, egyetlen kromatografids moddszerrel
meghatarozva nem bizonyitja a mindségi azonossagot. Ahhoz, hogy a
retencios idok alapjan a komponensek azonositasat elfogadjuk az sziikséges,
hogy egy masik tipusi (mas polaritdsi) kolonnén, mas kromatografias
koriilmények kozott is retencids id6 azonossdgot taldljunk a standarddal
Osszehasonlitva. Ezt a masik kolonnat altalaban konfirmald (megerdsitd)
kolonnédnak nevezziik.

Tomegspektrométer detektort hasznalva a vegyiilet ujjlenyomatszerti primer
tomegspektruma, illetve a kiilonbozd szelektiv tomegspektrometrias
technikdkkal nyert szdrmazék ionjainak a megjelenése egyetlen kolonnan
torténd méreéssel is bizonyitja a mindségi azonossagot.

3.5 Mennyiségi meghatarozas

Kiilso standard modszer

A folyadékkromatografidban nagyon gyakran hasznalt, egyszerli és népszerti
modszer. Hasznalatat az teszi lehet6vé, hogy a detektorok nagyon stabilis,
jol reprodukalhatd, kis hibaval terhelt jelet szolgaltatnak. Pontosan ismert

koncentracioju  oldatsorozattal kalibralva a a késziilék abszolut
koncentraciok mérését teszi lehetove.

A modern kromatografids szoftverek minden nehézség nélkiil kezelni tudjak
a nem linedris jel-mennyiség kalibralé gorbéket is.
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Standard addicio

Ezt a modszert akkor hasznaljuk, amikor Osszetett mintdk elemzése soran
felmeriil a gyanuja annak, hogy a mintat alkotd egyéb anyagok (a matrix)
aktivan kolcsonhatasba 1€ép a meghatdrozandd vegyiiletiinkkel (pl.
komplexet képez), aminek kovetkeztében nem a teljes mennyiségét, hanem
annak csak egy hanyadat detektaljuk.

Ugy jarunk el, hogy a mintahoz a meghatarozni kivant komponensbél ismert
mennyiségeket adnak, ¢és minden hozzdadas utdn elvégezzik a
kromatografids vizsgalatot. Az integralértékeket ezutdn a hozzaadott
standardmennyiség fliggvényében abrazolva egy olyan egyenest kapunk,
amely a fiigg6leges tengelyt nem a nulla pontban, hanem egy att6l nagyobb
értéknél metszi. A nulla hozzaadott mennyiségre extrapolalt koncentracio
(azaz a meghatdrozni kivant ismeretlen koncentracid) az egyenes
tengelymetszetébdl és a meredekségbdl kiszamithato.

Belso standard modszer

A vizsgélati mintakat nagyon gyakran extrahalni, sz{irni, szaritani, beparolni
kell. Ezek soran egyre toményebb (dusitott) oldatokat allitunk eld, amelyek
térfogata azonban olyan kicsi, hogy nem tudjuk a dusitasi folyamat végén
jelre tolteni, mert példaul csak 200-250 mikroliter van beldle. A végsd
térfogat bizonytalansdga miatt a koncentraciét meghatirozni nem sok
értelme van. Ennek a bizonytalansagnak a kikiiszobolésére hasznaljuk a
belsé standard modszert. Bels standard barmilyen anyag lehet, ami adott
kortilmények kozott jol kromatografalhato. Kozvetleniil a mérés eldtt a
mintankhoz ismert mennyiségli (pl. 50 pg) belsé standardot adunk, majd
elvégezziik a vizsgalatot. Ilyen esetben nem a gorbe alatti teriilet alapjén,
hanem az ismeretleniink és a belsé standardunk csucsainak teriiletaranya
alapjan végezziik a mennyiségi meghatarozast. Természetesen ilyenkor a
kalibralast is a terliletarany alapjan végezziik. A mérés soran nem az
ismeretlen komponens koncentraciojat fogjuk megkapni, hanem a
mintaslivegben 1évd ismeretlen komponensek tomegét. A mddszer nagyon
jol hasznalhatdo minden dusitasos eljaras soran, a végsd térfogat ingadozéasa
pedig azért nem zavard, mert a belemért belsé standardot végsé soron
ugyanigy érinti a higulds, mint a meghatdrozand6 komponenst, és a csticsok
teriiletaranya zeért allando.
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4. MERESI FELADATOK

A gyakorlat célja a HPLC elméleti és gyakorlati alapjainak megismertetése
szabadforgalmi gydgyszerek és ¢élelmiszerek koffein és paracetamol
tartalmanak mennyiségi meghatarozasaval. A két vegyiilet tulajdonsagai a
tablazatban lathatok.

A gyakorlat kiilonb6zd helyszineken keriil megtartasra, a hasznalt késziilék
tipusa, felépitése, tulajdonsidgai valtozéak. A tovabbiakban az egyik
helyszinen hasznalt késziilék tulajdonsagait adjuk meg, a tobbi helyszin
sajatsagait a gyakorlatvezetd ismerteti.

A gyakorlaton hasznalt Jasco gyartmanyu HPLC késziilékkel részletesen a
gyakorlaton ismerkediink meg. F6 egységei:

ERC 3315 on-line eluens gazmentesitd

Jasco LG-980-02 kisnyomasu gradiensképzo egység

a gdzmentesitett oldoszerek megfeleld ardnyu keverését végzi

Jasco PU-980 pumpa

Az olddszerrel érintkezd részek polirozott rozsdamentes acélbol késziiltek.
A szokasos térfogati aramlasi sebesség 0,5-2 ml/perc, a maximalis nyomas
300400 bar.

Jasco AS-1555 automata mintavalté és injektor

Analitikai kolonna (C18-as forditott fazisu oszlop)

Jasco UV-975 scanning UV/VIS detektor (190-600 nm tartomany)
CromPass szamitogépes vezérld/kiértékeld program

A detektorbdl kifolyo oldat a tobbi hulladékkal egytitt k6zos gylijtéedénybe
keriil. A gyakorlat soran a hulladék oldoszereket nem Ontjiik a lefolydba,
hanem a fiilke alatt talalhato hulladékgyijt6 tivegekbe Ontjikk. Az edények
elmosasakor nem alkalmazunk acetont az edények kiszaritdsara, mert a
legkisebb maradék is oOriasi csucsot ad az UV-spektrumban, helyette
indokolt esetben metanolt vagy etanolt haszndlunk.
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3. tablazat A gyakorlaton hasznalt hat6anyagok tulajdonsagainak rovid
ismertetése.

Név, képlet Leiras

Koffein Gyogyszerkonyve neve: Coffeinum. Mindenki altal ismert,
élénkitd hatast alkaloid. Ajulas, alacsony vérnyomas, testi
és szellemi faradtsag érzése ellen, valamint mas
gyogyszerekkel kombinalva haszndlatos. Gyogyszerként
hasznalva egyszeri adagja 50-300 mg, mig napi adagja
150-600 mg Ilehet. Mellékhatasként émelygés, heves
szivdobogdas, arra érzékenyeknél ritmuszavar, hasmenés,
fokozott vizelési inger jelentkezhet. A kavé és tea jelentds
mennyiségben tartalmaz koffeint, de megtalalhatd szamos
iiditditalban, valamint gydgyszerben is.

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

Paracetamol, mas | Szintetikusan egyszertien el6allithato. Régota hasznaljak az
néven: acetaminofen. | orvosi gyakorlatban 14z és kisebb fajdalmak csillapitasara.
Szabadforgalmu gydgyszer, de szamos (esetenkén sulyos)
mellékhatasa van. Az eldirt adagot soha nem szabad
tallépni.

UV maximum: 245 nm

A gyakorlaton elvégzendod feladatok

A kiadott eszk6zok atvétele, sziikség esetén mosogatas.

A késziilék bemutatasa, a szoftver ismertetése.

A rendelkezésre 4ll6 torzsoldatokbol a kalibralé oldatok elkészitése
higitassal (sziikség esetén torzsoldat készitése).

Meérboldat készitése az ismeretlenbdl.

A kesziilék kalibralasa, az ismeretlenben a paracetamol és/vagy koffein
tartalom meghatarozasa.

Az eredmények nyomtatdsa, jegyzOkonyvkészités, mosogatas, eszkozok
leadésa.

ZH, referalas, a jegyz6konyv bemutatasa, a gyakorlat értékelése.

A gyakorlatra kiadott torzsoldatok koncentracidit, az esetleg sziikséges
higitasok mértékeit a mérések megkezdése eldtt a helyszinen adjuk meg.
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Amennyiben a gyakorlaton mas utasitast nem kapunk, a kovetkezOk szerint
kell eljarni az oldatkészitések soran.

A higitasokat a méréssorozat megkezdése eldtt kell elvégezni, a jo
idobeosztas nagyon fontos. A mérés sordn a torzsoldatbol torténd
higitdsokat a kis térfogatokra tekintettel nem mér6lombikban, hanem
allithato térfogatu digitalis pipettak segitségével, 2 cm®-es mintasiivegekben,
egyszerll 0sszeméréssel végezziik. A hatéanyagok vizben vannak feloldva, a
sziikséges higitasokat is vizzel végezziik.

Kalibralé oldatsor készitése
Koffeinre illetve paracetamolra nézve 1000 pg/ml-es illetve 100 pg/ml-es

oldatok vannak készen (pg/ml=ppm). Ezekbdl kell a kovetkezd tablazatnak
megfelelden dsszemérni a mérdoldatokat.

Osszemérésre kerilé oldatok (microliter) Koncentracio a
Kalibracio Oldészer  |mérdoldatokban (micrg/ml)
szintje Koffein 1000 Koffein 100 Paracet. 1000 Paracet. 100 Viz Koffein Par

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 kiilonb6z0 koncentracional végezziik, a vezérld program
ezeket nevezi Level 1 ...Level 5-nek. Célszeri a kalibraciot mindig a
leghigabb oldattal kezdeni és haladni az egyre toményebbek fel¢, hogy a
mintdk kozotti esetleges keresztszennyezddés hatdsat minimalizaljuk. (A
keresztszennyezO0dés akkor kovetkezik be, ha a mintavevd tlibol és a
vezetékbdl nem sikeriil teljesen kimosni az elézd oldatot. Még teljesen
automata rendszereknél is szdmolni kell a keresztszenyezéssel, ezért két
mérés kozott minél tobbszor ki kell mosatni a tiit.)

Ismeretlenek készitése

Lehetséges ismeretlenek: szabadforgalmu gyogyszerek, vagy élelmiszerek,
amelyek valamelyik vagy mindkét standardot tartalmazzak. Az alabbi
eljarasok megfelelnek a gyakorlat céljainak, de finomitast igényelnek abban
az esetben, ha nagy mennyiségii minta elemzését kellene elvégezni.
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Tea

Egy tea filtert 200 ml forrd vizben kidztatunk, a kapott oldatot lehiitjiik,
majd 0,47 mikronos sziir6n atszlrjiik. A tiszta oldatbol 700-1500 mikrolitert
HPLC-s mintaedénybe mériink.

Kavé

0,47 mikronos szlrést kovetd négyszeres higitds utan kozvetlenil is
mérhetd.

Presszokavébol vagy hosszakavébol 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es
mintasiivegbe ¢és 3,00 ml vizet adunk hozzd. Az oldatot razéssal
homogenizaljuk, majd HPLC-s mintasiivegbe 1,50 ml-t bemériink.
(Vigyazzanak arra, hogy a kavéban nem legyen se tejpor, se tejszin, mert
annak zsirtartalma nagyon gyorsan tonkreteszi a kolonnat! Amannyiben
sorozatmérést szeretnénk csinalni, gondoskodni kell egy megfeleld clean-up
miveletrél, ugyanis a kavébabnak sajat maganak is van jelentds
olajtartalma.)

Gyogyszer 1

Az elporitott tablettabol analitikai mérlegen pontosan kimériink kb. 12-13
mg-ot egy félmikro kémcsében, majd a kémcsd tartalmat kb. 20-40 ml
vizzel egy 100 ml-es mér6lombikba mossuk. Az oldatot kb. 5 percig
razogatjuk, majd a lombikot jelre toltjiik és az oldatot tobbszori atforditassal
homogenizaljuk. Tobb centrifugacsdbe bemériink 1,50-1,50 ml oldatot és 5
percig centrifugaljuk. A feliiluszé tiszta oldatak 6sszegytijtjiik, majd 0,47
mikronos szlirén atszlirjiik. A szlirt oldatot HPLC-s edénybe bemérjiik.

Gyogyszer 2

Az elporitott tablettdbol kb. 15 mg-ot analitikai mérlegen pontosan
lemériink, majd 250 ml-es mér6lombikba mossuk és az el6z6 pontban
leirtak szerint mintat készitiink beldle.

Cola

Négyszeres higitas utan kozvetleniil mérhetd.

A Colabél kiontiink egy kémcsObe néhany ml-t, majd razogatéssal €és enyhe
melegitéssel kihajtjuk beldle a szén-dioxidot. A mar nem buborékolo
oldatbol 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es mintasiivegbe és 3,00 ml vizet
adunk hozza. Az oldatot homogenizaljuk, majd HPLC-s mintésiivegbe
visszik.
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Energiaital

Tizszeres higitds utan kozvetleniil mérheté. A Colanal leirtak szerint
buborékmentesitjiik az energiaitalt, majd 250 mikrolitert bemériink egy 4
ml-es mintasiivegbe és 2250 mikroliter vizet adunk hozza. Az oldatot
homogenizaljuk, majd mintasiivegbe vissziik.

A mérendd oldatokat a kovetkezO sorszdmu helyekre kell a mintatartd
talcaba helyezni: (Ez csak a Jasco késziilékre vonatkozik, més késziilék
esetén a gyakorlatvezetd hatdrozza meg a mintdk helyét.)

. oldashoz hasznalt viz (vak minta)
. Level 1 kalibralo

. Level 2 kalibralo

. Level 3 kalibralo

. Level 4 kalibralo

. Level 5 kalibralo

. Ismeretlen

~N O D kWi~

Mérési paraméterek

A gyakorlaton hasznalt mérési paraméterek a gyakorlat. METH illetve a
Paracetamol-Koffein. METH fajlban vannak tarolva. (Jasco)

A méréshez elore elkészitett mérési szekvenciat hasznalunk, a mintak
injektalasat az autosamplerben 1évé automata injektor végzi.

A gyakorlaton a detektalast 240 nm-en, vagy egymas utan 245 és 270 nm-en
végezziik. A vizsgélatok soran 0,8 cm®/min térfogati aramlési sebességet
hasznalunk. Az Osszes futtatast 40-60 metanol-viz eleggyel végezzik,
amelyet tiszta olddszerekbdl a gradiensképzd egység segitségével allitunk
eld. Az effektiv miiszeres mérési idd minden minta esetében 5 perc.

Szoftver

A modern kromatografids szoftvereknek nemcsak a késziilék vezérlését és
az eredmények kiszamitasat kell biztositaniuk, hanem azt is, hogy minden
felhasznal6 csak a sajat illetékességi korébe tartozd adatokhoz ¢és
beéllitdsokhoz férjen hozz4, csak a ré tartozo paramétereket valtoztathassa
meg, a nyers mérési adatokat pedig senki ne tudja moddositani (még a
rendszergazda sem!). Ennek a sokféle kivanalomnak els@sorban
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mindségellendrzési és jogi okai vannak, hiszen példaul egy gyogyszer
josaganak bizonyitasra nem lehet felhasznalni egy olyan kromatogramot,
amibe barki egy egyszerli szovegszerkesztovel bele tud piszkalni. Hogy ezt
elkeriiljék, minden mérési fajl titkositott formdban keriil tarolasra. A
feladatok is megkivanjak, hogy az ugyanazon a késziiléken, de kiillonb6zo
projekteken dolgoz6 csoportok adatai, mérési modszerei elkiiloniiljenek
egymastol. Mivel az Osszes kivanalmat kielégitd szoftverek meglehetdsen
Osszetettek tudnak lenni, itt most nem foglalkozunk a program felépitésével,
hanem a Jasco késziilék ChromPass programjanak felhaszndloi szintli
ismertetése a gyakorlaton torténik. Az angol nyelv alapjainak ismerete
feltétleniil sziikséges a program kezeléséhez.

(Més késziilékeken mas szoftvert hasznalnak, azokat a gyakorlatvezetd
ismerteti.)

A mérési adatokat futtatdsonként kiilon-kiilon fajlban taroljuk. A késziilék
automatikusan elvégzi a mintak futtatsat, a kalibralast, majd kiértékeli az
ismeretlent. Csak az ismeretlenrdl készitett jelentést nyomtatjuk ki, azt be
kell ragasztani a jegyzOkonyvbe.

Az elvégzett higitasi feladatok pontossdga hatdrozza meg a kalibralo
egyenes pontossagat, illetve az ismeretlenre kapott eredményeket. A
kalibralas josagat a gyakorlatvezetd ellendrzi. A referalas vagy ZH
eredménye mellett a kalibralo egyenes R? értéke (0—1 kozotti érték, minél
kozelebb van az 1-hez, annal jobb), illetve az ismeretlenekre meghatarozott
koncentraci6 érték alkotjak a gyakorlatra kapott jegy {6 részét.

AJANLOTT IRODALMAK

1) Elvalasztastechnika, Tankonyvkiad6, Budapest, 1985., 144-162. oldal

2) Fekete Jend, Kormany Robert, Fekete Szabolcs: Modern
folyadékkromatografia, KromKorm Kft., Budapest, 2017, ISBN 978-963-
12-8171-2
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CIKLIKUS VOLTAMMETRIA

1. AMODSZER LEIRASA

A ciklikus voltammetria is egy fesziiltségszabalyozassal miikodé modszer,
stabil referenciaelektrod-rendszert hasznalva a potencial értéke a méro- és a
referenciaelektrod kozott a kivant modon valtoztathato. Az atfolyd aramot a
munka- és az ellenelektrod kozott mérik. A ciklikus voltammetrias mérésnél
a vizsgalando oldatba meriild megfeleld munkaelektrod potencialjat egy
kezd6 értékrdl (E;) linearisan valtoztatjuk a forduld potencidlnak (E;)
nevezett értékig, ahol a potencidlvaltozas eldjele megfordul és szintén
linearisan halad a masodik fordulé potencialig (E,,), amely altalaban E;-vel
egyenld. Ebben a pontban a ciklus véget ér, ha sziikséges, megszakitas
nélkiil ujat kezdhetiink (lasd 1. abrat).

E (V)

1is)

E;,

1. abra: A ciklikus voltammetrianal hasznalt potencial jelalak, E az
alkalmazott potencial, t az 1d6

A felfutasi periodusok hosszat a felfutasi sebesség hatdrozza meg. A mérés
folyaman a celldn atfolyd aramot mérjiik és abrazoljuk azt az alkalmazott
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fesziiltség fliggvényében. Az igy kapott gorbét ciklikus voltammogramnak
nevezzik. A mérés a kovetkezd kisérleti sszeallitassal valosithatdé meg.

SZAMITOGEP RE: Referenciaclektrod

1 WE: Munkaelektrod

L CE: Ellenelektrod
FESZOLTSEG POTENCIOSZTAT
GENERATOR
B Y

TAROLO,
MEGJELENITO CELLA
ESZKOZ

2. abra: Kisérleti 6sszeallitas ciklikus voltammetriahoz

A részegységek lehetnek egy késziilékhdzban, de modularis felépités is
lehetséges. A mérocella kialakitdsara tobb lehetdség van. Mindenképp
szlikséges azonban a harom elektrod stabil befogatasa és inert- vagy mas gaz
be- és kivezetésére szolgalod nyilas. A 3. abran lathato cella elénye, hogy a

alkalmazunk, kicsi lesz az ellendllés, igy az ohmikus potencialesés is.
Inert giz bevezetése Ellenelektrod

Munkaelektrod

3. dbra: Hagyomanyos elektrokémiai cella
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A munkaelektrod mindségét teljes mértékben a vizsgalandd anyag szabja
meg. Az ellenelektrod altaldban platina. A referencidnak kalomel vagy
Ag/AgCl-clektrodot célszerii hasznalni.

Oldoszer Méréelektrod | Mérési tartomany (V) lonerésség

Pt 1,00-(-0,200) 1 M HCIO4

Pt 0,400-(-1,00) 1 M NaOH
Vi C 1,10-(-0,900) 1 M HCIOq4

12

C 0,900-(-1,50) 1 M NaOH

Hg 0,450-(-1,00) 1 M HCIOq4

Hg 0,00-(-2,85) 1 M NaOH

Pt 1,75-(-1,90) TEAP
Acetonitril

Hg 0,450-(-2,80) TEAP

Pt 1,45-(-2,00) TEAP
Propilén-karbonat

Hg 0,350-(-2,45) TEAP

) Pt 1,50-(-2,00) TEAP

Dimetil-formamid

Hg 0,400-(-3,00) TEAP

Pt 1,45-(-2,00) TEAP
Dimetil-szulfoxid

Hg 0,800-(-2,80) TEAP

Referencia elektrod: telitett kalomel elektrod

TEAP = tetraetilammonium-perklorat

4. abra: A kiilonféle mérdelektrodok hasznalhatdsagi tartomanya
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2. A MERESKOR LEJATSZODO FOLYAMATOK

A jelenségek megértéséhez vizsgaljunk meg egy tipikus ciklikus
voltammogramot, mely az 5. dbran lathato.

| (uA) -200
-150 4
=100 -

katodos

=50 -

0 4
50 A
100 4

150 A

200 . T T . . ' )
0.8 0.6 04 0.2 0 0.2 -04 -06
E(V)
5. abra: 20 mM-o0s K3[Fe(CN)6] ciklikus voltammogramja 1 M-os KNO3-
ban. A felfutasi sebesség 100 mV/s, a referenciaelektrod telitett Ag/AgCl
elektrod, a munkaelektrod 2,54 mm? feliiletii platina

antdos

Az E; kezdoéfesziiltséget 0,6 V-nak valasztottak (a), hogy elkeriiljék a
Ks[Fe(CN)e] elektrolizisét, amikor bekapcsoljak az elektrodot a ciklus
inditasa el6tt. A potencial valtozasa el6szor negativ, mikor elegendéen
negativ lesz ahhoz, hogy redukalja a [Fe(CN)s]* iont, katodos aram jelenik
meg. Mivel az oldatot nem kevertetjiik, az elektrod feliiletén a [Fe(CN)s]>
ionok fokozatosan [Fe(CN)e]* ionokka alakulnak. Ahogy a Fe(CN)s*
koncentracioja csokken, a feliileten a katodos aram csucsot ér el (c-d),
majd csokken (d-e). Az f pontnal a fesziiltség
valtozas eldjelet valt, de a potencial tovabbra is elég negativ, a
redukcidhoz tehat az aram tovabbra is katodos. Mikor a potencial elég
pozitiv lesz, hogy a

[Fe(CN)s]* — [Fe(CN)s]* + € (1.1)
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folyamat végbemenjen, az aram el6éjele megvaltozik. Az andédos aram
gyorsan novekszik, majd maximumot ér el. Mikor a feliiletén kezd a
[Fe(CN)s]* koncentracioja csokkenni, az aram is csokken (i, j, k szakasz).
Osszefoglalva, az elsé fél ciklusban elektrokémiai redukcioval keletkezett
[Fe(CN)6s]* a masodik ciklusban visszaoxidalodik [Fe(CN)e]*™ -da. Tehat a
ciklikus voltammetria képes gyorsan eléallitani (j oxidacios allapotot és
tudja vizsgalni ennek a sorsat a masodik fél ciklus alatt. A folyamat az
elébbiekben vazolt médon megy végbe, de egzaktul is leirhato a Nernst-
egyenlet és a koncentracioviszonyok vizsgalataval.

Az alkalmazott potencial ugy tudja kielégiteni a reverzibilis rendszerekre
érveényes

L0059, [Fe(CN),]"

n [Fe(CN),]"
Nernst-egyenletet, ha a feliiletén a [Fe(CN)s]*>" /[Fe(CN)s]* arany mindig
megfeleléen valtozik. A ciklus kezdetén az alkalmazott E-potencial
sokkal pozitivabb az E°-nél, amely a formal redukcios potencial. Az n
az iononként atlépett elektronok szama (itt n = 1). Ez esetben féleg
[Fe(CN)s]* ionoknak kell jelen lenni, tehat nincs elektronatmenet, igy az
aram kozel nulla. Mikor az E negativ iranyb valtozik, az egyenléség
fenntartasahoz [Fe(CN)s]> -nak [Fe(CN)s]* -da kell alakulnia. A

logaritmikus 0Osszefiiggés miatt az aram meredeken emelkedik. Ha az
alkalmazott potencial negativabb lesz a formal elektréd potencialnal, a

c gy

E = E°(Fe(CN)* / Fe(CN)%) (1.2)

Ez a diffazié miatt nem valésul meg. Tovabbra is folyik aram a feliilethez
vandorolt [Fe(CN)s]* ionok redukcidjabol kifolyolag. A forditott
potencialfelfutis analog modon értelmezhetd aramot produkal. Erdemes
megvizsgalni még a koncentracio-profilokat. Ezek a gorbék a két ion

crcr

(6. 4bra).
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a C d e

(— [// Felll(CN).
LRI, o131 (0) V) %
g i j k

TAVOLSAG
B

KONCENTRACIO

6. abra: A tavolsag és a koncentracié fiiggése ciklikus voltammetrianal
reverzibilis rendszerre.

Ismert az 6sszefliggés. hogy:

i —nFAD (ﬁJ (1.3)
OX %

vagyis az aram (I) egyenesen aranyos a koncentracio (c) - tavolsag (X)
profil meredekségével a feliiletnél. (n az iononként atléps elektronok
szama, A a feliilet, D a diffazios koefficiens, F a Faraday-féle szam.)
Megfigyelve az 5. és 6. abrat, lathatd a koncentracio-profil és potencial-
aram gorbe szakaszai kozotti 0sszefliggés.

3. A GORBEK ERTEKELESE ES INFORMACIOTARTALMA

Az 5. abran feltlintettiik a gorbe jellemzé adatait. Ezek a kovetkezok: ia az
anodos aram maximuma, masnéven az anodos csucsaram, Epa az anodos
csucs potencialja, Epc a katodos csucs potencialja. Ezek koziil problémat
egyedil a visszafelé iranyuldo potenciavaltozashoz tartozo csucsaram
(Jobb esetben ez az anddos) nagysaganak meghatarozasa jelenthet. Ennek
ugyanis nem kozvetlenil lathato az alapvonala. Az 5. abran vazolt
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modszer a leginkabb hasznalatos, miszerint a g szakaszhoz egyenest
illesztiink és erre vetitjiik le a cstcsot. Javasolt modszer még, hogy a
forduldpotencialnal allitsuk meg a fesziiltséggeneratort, amig az aram
nem stabilizalodik, igy vizszintes szakasszal kezdédik a visszatéré szakasz
is. Ez esetben azonban megvaltozik a koncentracié a feliileten, és kiilonféle
reakciok is lejatszodhatnak ez id6 alatt. Egy harmadik modszer szamitason
alapul és az 7. abran lathato értékeket veszi figyelembe.

{ipn}._\

7.abra: Az 1.4. egyenletben felhasznalt mennyiségek leolvasasa a
voltammogramrol

Eszerint

i0 =(ia), +0,485-(1,),+0,0862-i,, (1.4)
frjuk fel a Nernst-egyenletet a csiucsokhoz tartozé potencialokra. A pontos
koncentraciokat nem ismerjiik, igy legyen [Fe(CN)e]*™ = x és [Fe(CN)g]* =

y. Ekkor

0,059 59 X (L.5)

n y

E =E°+

pc

Adjuk 6ssze az (1.5.) es (1.6.) egyenleteket:
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0,059 X y
E,.+E, :2E°+—(Iog—+log—j (1.7
n y X
E,.+E
EO = m (18)

2

Abban az esetben lesz E0:E1/2, ha normal hidrogén elektréod (NHE) mellett
dolgozunk, ez altaldban nem kivitelezhetd, igy az 1.8 egyenlet szerint
alapvetéen a féllépcsd potencial értéke (Ei) lesz egyenld a két cstcs
szamtani kozepével. A formal potencial értékét (EO) a féllépcso potencialbol
kapjuk meg gy, hogy a referencia elektrod standard elektrod potencidljaval
korrigaljuk azt, igy egy NHE-re vonatkoztatott potencialt kapunk.
Bebizonyithato tovabba, hogy

0,59
AE = Epa - Epc = T (19)

Vagyis a csucsok tdvolsaga fiiggvénye a folyamatban atlépd elektronok
szamanak. Egy egyelektronos folyamatban 59 mV a tavolsag. A
csucspotencialok mellett informacioértékli a katdodos és anddos csicsdram
aranya is. Amennyiben egy folyamat reverzibilis, a két csucs aranya egy. Ha
a pasztazasi sebesség négyzetgyokének fiiggvényében abrazoljuk a katddos
csucsaramok abszolut értékét és arra egy egyenes illeszthetd, akkor az
megerdsiti, hogy a folyamat reverzibilis. Hangstlyozni kell, hogy a Nernst-
egyenlet csak termodinamikailag reverzibilis folyamatokra érvényes, tehat
ha ismerjiik az 4tlép6 elektronok szamat és a cstcsok tavolsaga nagyobb az
(1.9.) egyenletb6l adddonél, az valamilyen irreverzibilitasra utal. Ez
azonban nem csak termodinamikai lehet. Okozhatja az is, hogy az
elektronatlépés a feliileten lassu, igy felborulnak a koncentraciéviszonyok a
felilleten. Ez a tény lehetdséget ad az elektronatlépés kinetikajanak
tanulmanyozasara, a felfutdsi sebesség valtoztatdsaval. FElég lassu
valtoztatasnal ugyanis kozeliteni kell a két csucsnak az (1.9.) egyenlet altal
megszabott értékhez. Sajnos a felfutds nem lassithato a végtelenségig, mivel
a diffuzid, és a razkodas miatti keveredés megvaltoztatja a feliileti
koncentraciot.

Az 4dramcsicsok magassiga ardnyban van a reaktans teljes
hasznalhatok ilyen jellegli meghatarozasra.

A ciklikus voltammetrias technika f6 erdssége, hogy képes vizsgalni az
elektrontranszfer utan, csatoltan lejatszodd kémiai reakciokat, és azok
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Kinetikajat. Erre lehetéséget az anddos ¢és katédos aramesucsok
magassagviszonyanak elemzése ad. Példaképpen vegylik az alabbi egyszerii
csatolt reakciot:

O+ne «*X>R (1.10)
R—*>Z

Koénnyen 4atlathatd, hogy ha a felfutds lassabb az irreverzibilis kémiai
reakcional amelyben Z keletkezik, akkor az R anyag egy része atalakul
mielott visszaoxidalodhatna, tehat az anodos aram kisebb lesz a katodosnal.

4. A MODSZER LEHETSEGES FELHASZNALASI
TERULETEI

A ciklikus voltammetria széles korben hasznalhaté viszonylag egyszert és
olcso elektrokémiai modszer. Gyorsan nyerhetdk vele mennyiségi ¢és
mindségi informacidk az elektronatmenettel jaré folyamatokrol. Mint lattuk
jo kozelitéssel lehet meghatarozni formél redukcids potencidlokat. Ennek
tovabbi jelentdsége van, mivel lehetdséget teremt komplex ionok képzddési
allanddinak meghatdrozasara, ahol Eo kozvetlen potenciometrikus
meghatarozdsa a bomlékonysdg miatt nem lehetséges. Vegylk pl. a
kovetkezd egyensulyt:

M" (H,0), + pLHEH M"L, + pH,0

I

M" (H,0), + pLE T M"L, + pH,0
Ekkor:
EO(M n Lp /M" Lp) _ EO(M n (HZO)p /M (HZO)p)+%|n(Ku / Km) (1.12)

Tehat K, illetve Kj;; a masik ismeretében kiszamolhatd. Ha megvizsgaljuk a
csucsok tavolsagainak fliggését a felfutasi sebességtdl az elektronatlépési
reakcid sebességére kovetkeztethetiink.
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5. ELVEGZENDO FELADAT

1. Koncentracio meghatarozas

A mérendé oldat Kgs[Fe(CN)s] oldata, melynek meghatirozasahoz
kalibracios egyenes felvétele sziikséges.

- Ehhez kalibraldé oldatsort kell késziteni, amely Ks[Fe(CN)g]-ra nézve
0,006 M, 0,01 M és 0,02 M. A torzsoldatokban lennie kell ionerdsségnek is,
amely KNO;, ez minden egyes mintara 0,5-1,0 M koncentracio-
tartomanyban legyen (ezt a gyakorlatvezetd hatdrozza meg). Az oldatok
térfogata 25 ml.

- Ciklikus voltammogramok rogzitése 600-(—400) mV fesziiltség
tartomdnyban torténik, 50, 100 és 200 mV/s sebeséggel és 140 pA
hatararam mellett.

- Kalibralo egyenes : a pontos koncentracio fliggvényében abrazolt |ipc|
érték.

Elore elvegzendo feladat:

- Szamitsd ki a beméréshez sziikséges mennyiségeket!

- A lentebbi tdblazat elokészitése adatrogzitéshez és a tovabbi
szamitasokhoz!

Komplex |[Pasztazasi .
Ipe El 2

Fajl neve| koncentracid | sebesség | E,c (V) (WA) Epa (V)| 1pa (HA) v E’ (V)
(M) (mV/s) ™)

2. K4Fe(CN)g logps értékének kiszamitasa az (1.12) egyenlet alapjan

A kapott eredmények (formal potencial) alapjan, a [Fe(CN)g]* logPs érték
ismeretében a [Fe(CN)G]L 1gBs értékeének kiszamitasa.

3. Reverzibilitas vizsgalata

A reverzibilitds négy kritériumanak vizsgalata a tanulméanyozott rendszeren.
A gyakorlatvezetd tmutatésa szerint elvégzendd feladat!
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A gyakorlaton bemutatott és hasznalt EC Epsilon EClipse ciklikus
voltammetrias rendszer a GINOP-2.3.2-15-2016-00008 projekt keretében,
az Europai Unid tdmogatasaval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozasaval kertilt beszerzésre.
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|[ONKROMATOGRAFIA

A gyakorlaton bemutatott és hasznalt Dionex ICS-5000+ tipusu
kétcsatornas  ionkromatograf a GINOP-2.3.2-15-2016-00008 projekt
keretében, az Europai Unio tamogatdsdaval, az Europai Regiondlis
Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval keriilt beszerzésre.

1. BEVEZETO

Az ionkromatografia 1975-t0l tartozik a folyadékkromatografias modszerek
csalddjaba, mivel mind elvét, mind technikai megvaldsitasat tekintve
hasonl6 analitikai moddszer. A korabban ismert folyadékkromatografias
kvantitativ analizisét. Az ionkromatografia olyan nagyhatékonysagu
analitikai modszer, ami az allo- és mozgodfazis kozotti ioncsere-egyensuly
alapjan valasztja el az ionokat. Azt, hogy mennyire fontos nagy
pontossaggal  meghatdrozni  anionokat/kationokat, egy  példaval
szemléltetem: a fluoridion tobbek kozott fogkrémekben, dsvanyvizekben is
eléfordul, vagyis az €l szervezetbe keriilhet viszonylag konnyen. A
fluoridion 0,7 — 1,5 mg/l koncentracidtartomanyban csont és fogzomanc
erdsitd hatasu, azonban 1,5 mg/1 feletti koncentracidban csont €s fogzomanc
problémat okoz.

Egy tipikus kromatogramot mutat az 1. dbra, amin vezetOképesség az 1d6
fliggvényében van dbrazolva.
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1. abra: Egy tipikus anionkromatografids kromatogram

A jegyzet keretein belil nem tériink ki kiilon a kromatografias
alapismeretekre, mivel azok szdmos el6z6 kurzuson részletekbe menden
elkeriilnek. Ajanlom ezen ismeretek felfrissitésére Lazar Istvan
Nagynyomdsu folyadékkromatogrdfia jegyzetét
(http://inorg.unideb.hu/download/kurzusok/public/7/hplc%20gyakorlat.pdf )
és Krusper Laszl6 A folyadékkromatografia alapjai, gyogyszeripari
alkalmazasok cimii kurzusénak latogatasat.
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2. AZ IONKROMATOGRAF FELEPITESE ES MUKODESE

Az ionkromatograf felépitése alapjaiban megegyezik a HPLC késziilékével
(2. abra). Lényeges kiilonbség foként az elvalasztas mechanizmusaban, az
allofazis tulajdonsagaiban és a detektalas modjaban van.

injektor

minta kolonna

szuppresszor

detektor

!

hulladék

eluens

2. dbra: Az ionkromatograf altalanos felépitése

A mintakat egy automata mintaadagoldba helyezziik, ahonnan egy pulzalas
mentesitovel ellatott pumpa kis mennyiségii (10-100 ul) mintaoldatot juttat
a mintahurokba. Injektalaskor a bemérdcsap elfordul és a mintadugd az
eluens-aramba keriil. A minta az eluensben aramlik, igy a kolonnara jut,
ahol a minta ionos komponensei kiillonb6zd erdsségli kolcsonhatast
alakitanak ki az allo fazis funkcios csoportjaival. Vannak olyan ionok, amik
viszonylag gyengén kotddnek az oszlophoz, vagyis ezek az ionok hamar
eludlodnak, hamarabb jutnak a detektorba, azaz a kromatogramon kis
retencios 1donél jelenik meg a mért jel. Vannak azonban olyan ionok is,
amik erés kolcsonhatdst alakitanak ki a kolonnaval, igy hosszabb id6
elteltével elualodnak ¢és a kromatogramon nagyobb retencids iddvel
jelentkezik a rajuk jellemzd csucs. Az elvalasztott ionok ezt kovetdan a
detektorba jutnak, ami leggyakrabban vezetoképességi detektor.
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3. AZIONKROMATOGRAFIA TiPUSAI

Ionkromatografia alatt azon moddszerek 0Osszességét értjiik, amelyekkel
anionokat, kationokat, hidrofil savakat és bazisokat valasztunk el.

A retencio mechanizmusa alapjan harom kiilonb6z6é ionkromatografias
modszerrdl beszélhetiink, amelyek a kovetkezok:

3.1 loncsere kromatografia (ion-exchange chromatography)

Az ioncsere kromatografia az egyik legrégebben ismert elvalasztasi
mechanizmuson alapul. Az all6 fazis ioncserélé csoportokkal modositott
sztirol-divinil-benzol kopolimer vagy szilikagél, ami anionok elvalasztasara
kvaterner ~ammonium  csoportokat, mig kationok elvalasztisara
szulfoncsoportokat tartalmaz. Ez a modszer erds savak, bazisok, illetve
szervetlen ionok, vagyis allando toltéssel rendelkezd vegyiiletek
elvalasztasara alkalmas. Az elvélasztas alapja az, hogy az egyes ionok és az
allofazison elhelyezkedd ellentétes toltésti funkcios csoportok kozott
kolcsonhatas alakul ki, példaul kationcseréld oszlop esetében az allofazis
feliiletén 1évé funkcids csoportok (R-SO3 ) elektrosztatikus kolcsonhatas
révén megkotik a minta ellentétes toltésli kationjait, majd az elucid soran a
mozg6fazis protonjai leszoritjak az allofazisrol a megkotott kationokat. Az
elvalasztas befolydsolhaté az ioncseréld anyagi mindségének illetve az
eluens pH-janak a valtoztatasaval.

Ioncsere kationcseréld esetében:

R-(SOgH)n +M™ = R-(SOg_)nMn+ +nH"

Ioncsere anioncseréld esetében:

R-[N(CHg)gOH]n + A" = R-[N(CH3)3+]n A" +nOH

3.2 lonkizarasos kromatografia (ion-exclusion
chromatography)

A moédszer alkalmazasahoz az allofazis sztirol-divinil-benzol alapu,
nagykapacitasi, erds anion- vagy kationcseréld. Az ioncsere
kromatografiaval ellentétben ezen modszer esetében az anionok
elvalasztasara kation-, mig a kationok szeparaldsdra anioncseréld toltetet
alkalmaznak. Az allofazis toltésével azonos toltésii komponensek az
elektrosztatikus taszitds miatt nem tudnak kolcsOnhatast kialakitani,
visszatartds nélkiil haladnak at a rendszeren. Példdul anionok elvalasztisa
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esetén az erds savak retenciot nem szenvednek, a holtidovel elualédnak az
oszloprél, vagyis a kromatogramon az erds savakat alkotd ionok nem
jelennek meg. Gyenge szervetlen ¢€s szerves savak elvalasztasa ¢és
meghatdrozasara alkalmas ez a modszer. Hasznélhat6 tovabba kisebb méretii
molekuldk, mint példaul kis szénatomszdmu karbonsavak, gyenge bazisok
vagy hidrofil vegyiiletek kvantitativ meghatarozdsara. A megfelel6 pH
beallitasaval elérhetd, hogy az elvalasztandd6 komponensek semleges
allapotba keriiljenek és igy az alléfazis porusaiba bejutnak. Apolarisabb
mintak esetében az ioncserélé gyanta anyagaval hidrofob-hidrofob vagy
akdr van der Waals kolcsonhatas is ki tud alakulni.

3.3 lonpar kromatografia (ion-pair chromatography)

Az elvalasztas soran lipofil kationos (pl.: kvaterner aminok) vagy anionos
(pl.: alkanszulfonsavak) moédositd komponenst adnak az eluenshez. Az
adalékkal ellentétes toltésti ionok elvalasztasa a forditott fazisu (apolaros,
hidrofob) allofazison torténik meg. Az elvalasztas mechanizmusa pontosan
nem tisztazott, kordbban lényegében két hataresetnek tekinthetd modellt
javasoltak a kisérleti tapasztalatok értelmezésére.

Az egyik feltételezés szerint az elvalasztandd ionos komponensek semleges
ionpart képeznek a lipofil modositoval. A semleges ionparok ezt kdvetden
kotddnek az allofazison és az elvalasztast lényegében két tényezd, a
képzOdo 1onparok stabilitasa és az allofazison torténd megkotddes erdssége
hatdrozza meg. A masik modell azt feltételezi, hogy a lipofil ionos vegytilet
eldszor megkotddik az allofazison. Ezzel 1ényegében az allofazison egy
ioncserére alkalmas feliilet alakul ki és az elvdlasztds hasonl6 mddon
értelmezhetd, mint az ioncsere kromatografia esetében. Lényeges kiilonbség
azonban, hogy az ioncserélé csoportok nincsenek kovalens modon rogzitve
az allofazison, azaz onnan visszakeriilhetnek a mozg6fazisba.

Az elvélasztas értelmezéséhez egy bonyolult egyensulyi rendszerbdl kell
kiindulni, ami figyelembe veszi az Osszes kdlcsonhatast az elvalasztando
komponensek, a lipofil mdodositd és az allofazis kozott. A teljes retencids
modellbdl mindkét hatareset levezethetd és valdjadban az adott rendszer
sajatsagai hatdrozzak meg, hogy ténylegesen miként torténik az elvélasztas.
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4. |ONELNYOMAS VEZETOKEPESSEGI DETEKTALAS
ESETEBEN

4.1 lonelnyomasos (szuppresszalt/,,kétkolonnas”)
ionkromatogarfia

Vezetoképességi detektalds esetén az eluens vezetdképessége nagyon nagy
lenne, ha kozvetleniil a detektorba vezetnénk, igy a mintat alkoté ionokat
nem tudnédnk detektalni azok eluenshez viszonyitott kis koncentracidja, azaz
vezetdképessége miatt. Ennek a problémanak a kikiiszobolésére az eluenst
¢s az elvélasztott ionokat az analitikai oszlopon torténd athaladéas utan egy
nagy ioncsere kapacitasu oszlopra juttatjadk. Ezt a nagy ioncsere kapacitasu
oszlopot ionelnyomé kolonnanak vagy szuppresszornak nevezziik, ami
kationkromatografia esetén anion-, anionkromatografia esetén kationcseréld
oszlop. A szuppresszor az eluens Kkationjait protonokra vagy anionjait
hidroxidionokra cseréli le (attol filiggben, hogy anion vagy
kationkromatografiarél van sz0), igy egy gyengén disszociald sav képzddik,
melynek a hattérvezetése mar jelentds meértékben lecsokken az eredeti
eluenséhez képest. Az analizdland6 anionok ellenionjai szintén protonra
vagy hidroxidionokra cserélddnek, igy az eredeti mintdhoz képest joval
nagyobb vezetdképességli oldat jon létre, vagyis noveljiik a detektalas
érzékenységét is. Példdul ha NaOH-t hasznidlunk eluensnek
anionkromatografidban, a mintank pedig NaCl-t és Na,SOs-et tartalmaz,
akkor a szupresszoron torténd athaladast kovetden a mozgd fazisban 1évd
eluensbél H,O lesz a Na* ionok H* ionokra torténd cseréjével, a minta
komponenseibdl pedig HCI és H,SOy4 lesz.

A szuppresszor oszlop feliiletét folyamatosan regeneralni kell, mivel az
ioncserekapacitasa ugyan nagy, de nem végtelen. A lecserélt aninok és
kationok a szuppresszor oszlopon maradnak az ioncsere utan, ezeket onnan
anionkromatografidban kénsavval, kationkromatografidban tetrametil-
ammonium-hidroxiddal tudjuk leszoritani, ami biztositja a reakcidhoz
sziikséges protonokat, illetve hidroxidionokat és igy egy vizzel torténd
mosatasi fazist kovetden ujra alkalmassd valik a szuppresszor a kémiai
ionelnyomasra.
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4.2 Nem ionelnyomasos (,,egykolonnas”) ionkromatografia

Id6ben késobb fejlesztették ki a nem ionelnyomasos mddszert, hiszen meg
kellett oldani a mozg6 fazis nagy hattérvezetésének problémajat. Ebben az
esetben nem haszndlnak szuppresszorokat, az elvalasztott ionok az
allofazisrol kozvetleniil a detektorba jutnak. Ehhez az kell, hogy az allotazis
kis ioncseréld kapacitasu legyen és a mozgofazis is lehetleg minél kisebb
vezetdképességli legyen.

4.3 Elektrokémiailag regeneralt ionelnyomé
(,,haromkolonnas”) ionkromatografia (Electrically
Regenerated lon-Suppressor, ERIS)

1997-ben publikaltdk az ERIS moédszert, aminek az alapja az, hogy két
szuppresszor oszlopot helyeznek az analitikai oszlop utan, amik mintanként
valtakozva végzik a kémiai ionelnyomast. Mig az egyik dolgozik, addig a
masikat elektrolizissel eldallitott hidrogénionokkal regeneraljak, igy mindig
frissen regeneralt ionelnyomo oszlopot hasznalhatunk az elvalasztas utan.
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5. ALLOFAZISOK

Az ionkromatografidban ioncseréld kolonnékat hasznalunk allofazisként.
Ezek csoportositasa:
e Toltet szerint
» anioncseréld:  pozitiv  toltésti  funkcidés  csoportokat
tartalmaznak (kvaterner amin, protonalt aminocsoport)
> Kkationcserél6: negativ  toltésit funkcids csoportjuk van
(deprotonalt szulfonsav, karboxilcsoport)

e pH-fiiggés szerint
» erés ioncseréld: ioncsere kapacitasa nem fiigg a pH-tol
(kvaterner amin, szulfonsav)
» gyenge ioncseréld: ioncsere kapacitdsa pH  fiiggd
(karboxilcsoport)

¢ Anyagi mindség szerint
» Szerves polimer alapu ioncserélok

Sztirol-divinil-benzol, polimetakrilat és polivinil alapti ioncserélék a
legfontosabb szerves polimer alapu all6fazisok az ionkromatografiaban.
Ezek koziil is a sztirol-divinil-benzol alaptiak a legelterjedtebbek, mivel pH
= 0 — 14 tartomanyban stabilak. A sztirol kopolimerizacidja divinil-benzollal
sziikségszerli a gyanta megfeleld mechanikai stabilitdsdnak biztositasahoz.
A divinil-benzol két funkcids csoportjanak koszonhetéen, Osszekot két
polisztirén lancot, igy az allofazist térhaldssa teszi (3. abra). Az ioncserélok
térhalossagat az eldallitdsukhoz felhasznalt divinil-benzol szézalékos
mennyisége hatdrozza meg. A térhaldssadg befolyassal van tobbek kozott a
gyanta porozitdsara, szelektivitdsara, mechanikai stabilitdsara, ioncsere-
kapacitasara is. Az ioncsere-kapacitds az egységnyi tomegii vagy térfogata
gyantan talalhato aktiv funkcids csoportok szdmat jelzi.
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3. abra: A sztirol és a divinil-benzol kopolimerizacidja

A latex agglomeralt all6tazisok a szerves polimer alapu anioncseréldk egy
specialis csoportjat alkotjak. A latex alapu anioncseréldk szulfondlt sztirol-
divinil-benzol kopolimerbél és az erre felvitt, elektrosztatikusan kotott,
teljesen amindlt porusos anioncseréld gyongyokbdl allnak (4.4bra). Az
utobbi Un. latex részecskék atmérdje kb. 0,1 nm. Ezek alapjan a latex alapu
allofazisok harom részre bonthatok: egy inert és mechanikailag ellenalld
hordozoéra, egy vékony szulfonsav boritdsra a hordozo feliiletén, valamint
egy kiilsé aminalt latex rétegre, ami az anioncseréld csoportokat hordozza.

4. abra: A latex agglomeralt all6fazis szerkezete

Habér a latex réteg onmagaban véve nagy ioncsere kapacitassal rendelkezik,
a kisméreti gyongyok mégis kis ioncsere kapacitdsu allofazist
eredményeznek. A gyantaszemcséken talalhatdo szulfoncsoport réteg
megakadalyozza az anionok gyanta belsejébe jutasat, valamint a latex
részecskék kis mérete miatt a mintakomponenseknek csak kis tavolsagot
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kell megtenni diffazioval az elacid soran. Igy szamos el6nyds
tulajdonsaggal rendelkeznek a latex tipusu ioncserélok:
- jo mechanikai stabilitas
- nagy hatékonysaga
- kémiailag nagyon stabilak. Még 4 mol/l koncentracioji NaOH sem
képes megbontani a
szulfonalt feliilet ¢s a latex részecske kozti kotést.

» Szilikagél alapu anioncserélok

A klasszikus szerves polimerekkel szemben a szilikagél alapu fazisok
mechanikai stabilitidsa és hatékonysaga lényegesen jobb. A szilikagél alapu
ioncserélék esetén nem kell szdmolni az allofazis duzzadasaval illetve
zsugorodasaval eluensvaltas és szerves modositd hasznalata esetén sem.
Legnagyobb hatranya ezeknek az 4ll6 tazisoknak, hogy csak pH = 2 — 8
tartomanyban hasznalhatok. Ennek a hatranynak kdszonhetden hasznalatuk
nem terjedt el széles korben az ionkromatografia teriiletén, annak ellenére
sem, hogy akar 15 — 20 ezres elméleti tdnyérszam érték is elérhetd szilikagél
alapu allo fazisok hasznalataval.

> Makrociklikus alléfazisok

Szerves és szervetlen anionok elvalasztdsa nem kizardlag szerves polimerre,
vagy szilikagél allofazisra kotott erdsen bazikus jellegli funkcids csoportok
segitségével lehetséges. A tOltéssel nem rendelkezé makrociklikus
vegyliletek 1s alkalmasak anionok elvalasztisara. A makrociklikus
vegyiiletek, tgymint a koronaéterek, kriptandok, kalixarének (5. abra)
jellemzd tulajdonsaga, hogy képesek fémionokat szelektiven megkdtni.
Ionkromatografias  allofazisként ezért kationok ligandum  cserés
elvéalasztasara hasznalhatok, ahol az eltérd atmérdjii fémek eltérd mértékben
szenvednek visszatartast az oszlopon.  Alkali-hidroxid (LiOH, NaOH,
KOH) eluenst hasznalva anionok is elvalaszthatok egymastol makrociklikus
allofazison ioncserés mechanizmussal, ugyanis mikdzben a mozgo6fazis
fémionja komplexet képez a makrociklikus vegyiilettel, pozitiv toltésli
anioncseréld funkcids csoportok alakulnak ki az oszlopon, amin megtorténik
a minta anionjainak elvalasztasa.
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5. abra: Makrociklusos vegyiiletek: koronaéter, kriptand, kalixarén

| !
\_/ O OH OHOH HO

» Aluminium-oxid alapi anioncserélék

A szilikagél mellett az aluminium-oxid (Al,O3) az egyik legelterjedtebb
adszorbens a folyadékkromatografiaban. A szilikagél fazisokhoz hasonldan
az Al,Os-fazisok is mechanikailag és termikusan meglehetésen stabilak,
nem duzzadnak, nem zsugorodnak. Alkalmazasuk azonban kevésbé
elterjedt, mivel ioncseréld kapacitasuk kicsi és csak sziik pH tartomanyban
hasznélhatok.

6. MOZGO FAZISOK

Az ionkromatografidban hasznalt mozg6 fazisok altalaban szerves olddszert
tartalmazo pufferek. Tobb szempontot is figyelembe kell venni a megfeleld
eluens kivélasztasakor, mint példdul a mozgd fazis pH értékét, a
pufferkapacitast, az eluenserdsséget, a komplexképzésre vald affinitast, az
kompatibilis legyen a detektalasi moddal.

Anionok meghatarozasakor  tobbértékii gyenge savakat, kationok
elvalasztasakor tobbértékli gyenge bazisokat tesziink a mozgd fazisba. A
mozg6d fazis pH értékének novelésével nd a negativ toltések szama a
deprotonalodas miatt. Ez egyben a mozg6 fazisba tett puffer anion egyre
erds0dd kolcsonhatasat is jelenti az allo fazis feliiletén, és igy az
elvéalasztand6 ionok kiszorulnak az ioncseréld helyrol.

Kationok meghatarozasakor tobbértékii gyenge bazisokat tesziink a mozgo
fazisba. Minél tobb hidrogéniont vesz fel a tobbértékii bazis, annal nagyobb
mértékli a kotddése a kationcseréld feliiletén. A ndvekvd protonalddas,
novekvé mértékli eluenserdsséget jelent. A mozg6 fazis pufferkapacitasa a
puffert alkot6 gyenge sav (bazis) pK, értéke koriil a legnagyobb. Ha ettdl
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eltéré pH értéken dolgozunk, akkor a mozg6 fazis pufferkapacitasa kicsi. A
mintdk pH értéke altalaban nem egyezik meg a mozg6 faziséval. Lehetdleg
tehat a puffer 0sszetevoit ugy valasszuk meg, hogy a mérés koriilményei
kozott legnagyobb legyen a pufferkapacitisa. Ha noveljik a puffer
a visszatartdsat. Emellett a mozgd fazis komplexképzd sajatossaga
kiilonosen fontos, ha tobbértéki fémionok elvalasztasat akarjuk megoldani.
A tobbértékli fémionok erdsen kotddnek a kation-cseréld feliiletén és ez
nagy visszatartast eredményezne. Ezt csokkentjilk az eluenshez adott
komplexképzdvel. A visszatartds és a szelektivitas befolyasoldsara metanolt,
etanolt, butanolt, glicerint és acetonitrilt adnak a pufferhez. Ezek a szerves
oldoszerek adszorbedlodnak az 4llo fazis felilletén. Mindazon ionok
visszatartdsa €és szelektivitasa valtozni fog, amelyeknél a retenciot az allo
fazis hidrofob részével torténd kolcsonhatas befolyasolja. Példaul vizben
oldodo szerves anionokét, ilyenek a formiat, acetat, propionat stb. Mivel az
ioncsere egyensulyi folyamat, amelyben a meghatarozandd Gsszetevod
verseng a mozgd fazisban talalhat6 ellenionnal ennek a folyamatnak az
eredménye megszabja a visszatartast és a szelektivitast.
Az anionkromatografidban hasznélt eluensek tipusat foként a hasznalt
detektaldsi modszer hatdrozza meg. Mivel a leggyakrabban hasznalt
detektaldsi forma szerves és szervetlen ionok meghatidrozdsdban a
vezetOképességi detektalas, a felhasznalhatdé mozgdfazisokat két nagy
csoportra oszhatjuk:

- kémiai szuppresszalas mellett hasznalhaté mozgofazisok,

- elektromos hattérvezetés kompenzalas esetén hasznalhato eluensek.
A mozgo fazisok fenti modon torténd csoportositasanak természetesen csak
vezetdoképességi detektilds esetén van jelentdsége. A megfeleld eluens
kivalasztasa spektrofotometrids, vagy amperometrids detektalds esetén
lényegesen egyszeriibb. Eldbbi esetben foként foszforsav alkali soi, kénsav
és perklorsav alkalmazthaté sikeresen, ami nagymértékii fényateresztd
képességiiknek koszonhetd az UV tartomanyban. Amperometrias detektalas
esetén alkalifémek klorid, klorat és perklorat soi, valamint alkali-hidroxidok
¢s karbonatok johetnek szoba.

Kémiai szuppresszalas mellett hasznalhatéo mozgofazisok

Ebbe a csoportba a gyenge szervetlen savak soi, és az erés alkali-hidroxidok
tartoznak, melyek a szupresszoron keresztiil haladva kis vezetOképességii
oldattd alakulnak. Valtoz6 Osszetételll natrium-karbondt ¢€s natrium-
bikarbonat oldatok széleskorlien alkalmazott mozgo6fazisok szupresszalt
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vezetOképességi detektalds esetén, mivel ezen eluensek szelektivitasa
szupresszalas melléktermékeként kevésbé disszocialt szénsav oldat
keletkezik, melynek kis vezetése érzékeny detektdlast tesz lehetévé. A
karbonat/bikarbonat rendszerek alternativdjaként szoba johetnek olyan
aminosav eluensek is, melyek izoelektromos pontja (pl) semleges pH-n
talalhatd. Bazikus pH-n az aminosavak foként ionos formaban vannak jelen,
igy anion-kromatografids mozgofazisként hasznalhatok, a szupresszalas utan
pedig, ikerionos formdajuknak  koszonhetéen, kisebb  vezetéssel
rendelkeznek, mint a karbonat/bikarbonat ecluensek. = Hasonldan kis
hattérvezetés  érheté el  N-szubsztitualt — amino-alkilszulfonsavak
hasznalataval is. A natrium-hidroxid eluensként valo felhasznalasa esetén
¢érhetd el a legkisebb hattérvezetés, igy a legnagyobb érzékenység, mivel a
szupresszalas eredményeként tiszta viz keletkezik. Viszonylag gyenge
hajtoereje miatt meglehetdsen nagy koncentracioban kell alkalmazni (10—
100 mM), ezért nem tudta teljes mértékben kiszoritani a tobbi eluens
hasznalatat, bar kétségtelen, hogy a karbonat/bikarbonat eluensek mellett a
legelterjedtebben hasznalt eluens.

A natrium-tetraboratot, a tetraborat anionok allo6fazishoz valo kis affinitasa
miatt elsdsorban fluorid ionok és kis szénladncu karbonsavak analizise esetén
hasznaljak. Mivel a szuppresszalas soran keletkezd borsav semleges pH-n
csak kismértékben disszocidl, a natrium-tetrabordt mozgofazis szintén
hasznalhat6 gradiens eltciora.

Az 1. téblazat Osszefoglaloan mutatja a kémiai szuppresszalas mellett
leggyakrabban hasznalt mozgé6fazisokat.

1. tabldazat: Kémiai szuppresszaldas mellett leggyakrabban hasznalt
mozg6fazisok
Eluens Eluens ion Szupresszor termék Elucios erd
NazBO4 BOs* H3BOs nagyon gyenge
NaOH OH~ H20 gyenge
NaHCO3 HCO3~ CO2+H20 gyenge
NaHCO3/Na,COs HCO;/CO3*~ CO2+H,0 kozepesen erds
H2NCH(R)COOH/NaOH | H:NCH(R)COO™ | H3N"CH(R)COO™ kozepesen erds
RNHCH(R*)SOsH/NaOH | RNHCH(R*)SOs~ | RN*H2CH(R*)SO3™ | kozepesen erds
NazCOs CO3* CO2+H0 erds
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Elektrokémiailag regeneralt ionelnyomas esetén hasznalhato eluensek

Az ebbe a csoportba tartozé mozgofazisok eleve kis vezetéssel kell, hogy
rendelkezzenek az érzékeny detektalds biztositdsa miatt. Benzoat, ftalat, és
0-szulfobenzoat a leggyakrabban hasznalt komponensek, mivel megfeleléen
erés affinitdsuk van az allofazis funkcids csoportjai felé, ugyanakkor a
vezetOképességiik viszonylag kicsi. Hasznalatuk esetén az eluens pH-jat 4—7
értékre célszerti beallitani, ugyanis ezen a pH-n a savak disszocialt formaban
vannak jelen. A felsorolt mozgofazisok hattérvezetése 1ényegesen nagyobb,
mint a hasonl6 eltcios erdvel rendelkezé karbonat/bikarbonat mozgofazisé.
Ennek megfelelden elektromos hattérvezetés kompenzalas esetén a
kimutatési hatarok és a detektor linearis tartomanya lényegesen kisebb, mint
szuppresszalt vezetoképességi detektalas alkalmazasakor. Semleges pH-ju
eluens hasznalatdval ugyanakkor a mozgofazis hidrogénion koncentracidja
altal okozott hattérvezetés novekedés is kikiiszobolhetd.

7. DETEKTALAS

Az ionkromatografids gyakorlatban leggyakrabban vezetoképességi
detektorokat alkalmaznak. Az oldatok vezetoképessége additiv tulajdonsag,
fligg az ionok mindségétél (mozgékonysag) ¢€és az ionok szamatol
(koncentracio). Elvben a vezetOképességi detektor néhany nemvizes eluens
esetén is alkalmazhatdé. Ezeknek a detektoroknak az érzékenysége a
hémérséklettol fligg; az elvalasztas és detektalas soran tehat a homérsékletet
szigoruan alland6 értéken kell tartani. Szuppresszalt rendszer esetében a
zajszintnek 4 nS/cm alatt kell lennie, a hdOmérséklettartomany pedig
altalaban 25 — 55 °C.

Ezen kiviil gyakran hasznéalnak detektalasra UV-lathato
spektrofotometrias elven miikodo detektorokat is. Ez azokban az
esetekben hasznalatos, ha az adott komponens elnyel az UV-lathato
tartomanyban. Ilyenek példaul a jodid-, nitrit-, nitrat-, jodat- vagy kromat
ionok. Itt a detektor fotodidda, a cella pedig kvarc kiivetta. Fényforrasként
deutérium-, illetve wolfram lampakat hasznalnak. Emellett alkalmazhaté
diddasoros detektor is, ha a célunk kiilonb6z6 hulldmhosszusdgon mért
fényabszorpcio egyidejii detektalasa. Ebben az esetben spektrumokat tudunk
felvenni egy polikromator segitségével.

A fluoreszkald anyagok detektdldsa fluoreszencia mérésen alapulo
detektorok segitségével torténhet. A detektalas elve, hogy adott
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hulldmhosszisaga fénnyel gerjesztik a minta komponenseit, amik ennek
hataséara fényt emittalnak, és ezt a fényt tudjuk detektalni. Biologiai mintak
esetében gyakori ez a fajta detektalasi modszer.
Elektrokémiai detektalasra is szdmos esetben sziikség lehet. Vannak olyan
ionok, amik elektrokémiailag oxidalhatok, mint példaul az arzenid, azid,
bromat, bromid, klorid, klorat, cianid, jodat, jodid, nitrit, nitrat, szulfid,
szulfit, tetrationat, tiocianat vagy tioszulfat ionok. Az elektrokémiai
detektoroknak két tipusa van: az amperometrias (allandé fesziiltség
alkalmazdsa mellett mérik a celldn 4thaladd aramerdsséget) €s a voltametrias
detektorok (id6kozonként valtozd fesziiltség alkalmazésa mellett mérik a
cellan athaladé dramerdsséget). Ez a detektalasi mod abban az esetben lehet
relevans, amikor a mintakomponensek elektrédreakcioba vihetok. Az
alkalmazott tipustdl fiiggetleniil altaldban minden esetben hdromelektrodos
(munkaelektréd, segédelektrod és referenciaelektrod) atfolyd cellat
hasznalnak.
Egyéb detektorok:

e atomabszorpcio (AAS)

¢ induktivan csatolt plazma atomemisszios spektrométer (ICP)

e tOmegspektrometria (MS)
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9. GYAKORLAT

A gyakorlat elsé feladataként multipontos kalibracidt végziink klorid-,
bromid-, nitrat-, szulfat-, natrium-, kalium-, ammonium-, és kalciumionokra
nézve. Ezt kovetden mindenki kap egy sajat ismeretlen mintat, ami
tartalmazza a felsorolt ionok valamelyikét, vagy akar tobb iont is. A
gyakorlat célja ezen ismeretlen mintak kvalitativ és kvantitativ
meghatarozasa vezetoképességi és UV-detektalas alapjan.
A jegyz6konyv egy maximum fél oldalas bevezetdvel indul, amiben sajat
szavainkkal megfogalmazzuk mi az ionkromatografia, miért hasznaljuk és
mik a legfontosabb ismeretek egy ionkromatografias méréssel kapcsolatban.
Ennek mar készen kell lennie a gyakorlat kezdetére.
A jegyzOkonyv tobbi részét a gyakorlaton irjuk. A jegyzOkonyvet még a
gyakorlat napjan, legkésébb délutan 17:00-ig le kell adni a D524-es
laboratériumban a gyakorlatvezetonek.

A gyakorlaton egy Dionex ICS-5000+ tipusii kétcsatornas
ionkromatografot (6. dbra) fogunk haszndlni, ami a kovetkezd részekbdl
épiil fel:

- kétcsatornas pumpa - kolonnatér
- automata mintaadagold egység - vezetOképességi detektor
- UV-lathato detektor - elektrokémiai detektor

:

g ——

6. abra: Dionex ICS-5000+ tipust ionkromatograf
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EllenOrz6 kérdések:

1.

SER A

10.

Mit neveziink ionkromatografianak?

Milyen részei vannak egy ionkromatrografnak?

Mi az éltalanos mitkddési elve az ionkromatografnak?

Milyen moddszereket ismer a retencido mechanizmusat tekintve?

Mit az elve az ioncsere kromatografidnak?

Mit neveziink szuppresszalt ionkromatografianak? Milyen elénye
van a moédszernek?

Sorolja fel, milyen anyag allofazisokat ismer? Az egyiket
jellemezze néhany mondattal!

Milyen szempontokat kell figyelembe venni a mozgo6fazis
kivalasztasat illetden?

Mi a leginkabb  elényds mozgd  fazis  szuppresszalt
anionkromatografidban és miért?

Milyen detektalasi modokat ismer? Jellemezze 1-2 mondattal
ezeket!
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FEHERJE TISZTIiTASA PROTEIN PURIFIER
PROGRAM SEGITSEGEVEL

1. BEVEZETES

A biotechnologiai fejlesztések legtobbjénél nélkiilozhetetlen a fehérjék
tisztitdsa. A fehérje tisztitdst egy lépésben, vagy tobb Iépéses tisztitasi
folyamatként is elvégezhetjiik, s6t nagy mennyiségli fehérje tisztitasara
alkalmas moédszerek is 1éteznek.

A kovetkezOkben megprobalunk Utmutatét adni a megfeleld tisztitasi
stratégia kialakitdsdhoz. A kiilonb6zé kromatografids technikdk eltérd
szelektivitast biztositanak, igy a fehérjéket a haromfazist fehérje tisztitasi
stratégia alapjan izolalhatjuk, elvalaszthatjuk ¢és tisztithatjuk, hogy
maximalis kitermelést érjiink el minimalis 1épésben. Bemutatjuk a kiilonféle
kromatografias technikédk lényegét €s utmutatot adunk a sikeres tisztitasi
protokoll kidolgozasahoz.

2. FEHERJE TISZTITASI STRATEGIAK

A fehérje tisztitds soran &ltalanos kromatografias technikakat hasznalunk,
hogy eltavolitsuk a szennyezd fehérjéket a célfehérje mell6l. A tisztitds
hatasfokat elsddlegesen a fiiggetlen szelektivitasi modszerek megfeleld
kombinécidja hatarozza meg. A 2D elektroforézis jol példazza ezt az elvet,
hiszen két egymastdl teljesen fiiggetlen fehérje tulajdonsagon (az
izoelektromos pont és a méret) alapulé modszert hasznal az elvalasztashoz.
Ez az elv elegendd nagy teljesitoképességgel rendelkezik tobb mint ezer
fehérje egyetlen, két dimenzids elektroforézissel valo elvéalasztasdhoz.

A fehérje tisztitdsi protokollok harom fizikai fehérje tulajdonsagot
kombinalnak - a toltést, a hidrofobicitast és a méretet - ami legtobbszor
elegendd 90 % vagy jobb tisztasag eléréséhez. Ezek a protokollok az
elvalasztds céljat tekintve harom fazisra bonthatok: dusitds, kdzbensd
tisztitas €s finomitas (Capture, Intermediate Purification, Polishing CIPP).
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A protokollt ugy tervezziik meg, hogy kezelni tudjuk az olyan meglehetdsen
komplex és gyakran hig kiindulédsi anyagokat, mint a sejt lizadtumok, igy a
dusitasi fazis f6 célja, hogy a hattér fehérjék mennyiségét csokkentse €s
koncentrélja a célfehérjét.

A kozbiilsé tisztitasi fazis célja, hogy a lehetd legtobb, a célfehérj¢hez
hasonlé szennyezd6t eltavolitsa.

Végiil a finomitasi fazis arra szolgal, hogy specifikus szennyezdket €s a
célfehérje rendellenes formait (polimerek, alegységek, amelyek a tisztitasi
folyamatban is keletkezhettek) is eltavolitsuk.

2.1 Tisztitasi protokoll tervezése

A modszer kifejlesztés négy alapfazisra bonthato:

2.1.1. Informaciok a mintarol

- A végtermék megkivant tisztasdga és mennyisége.

- A célfehérje elérhetd fizikai tulajdonsagai.

- Informéciok a kiindulasi anyagrol: tipus, célfehérje koncentracioja,
szennyezOk mindsége.

- A minta stabilitasi tartomanya, kompatibilitas (minta stabilitasi ablak).

2.1.2. Kezdo tisztitasi kisérlet elvégzése

A Standard Tisztitasi Protokoll jo kiindulasi alap, legtobbszor megfeleld
tisztasagot eredményez. Szamos esetben azonban tovabbi optimalizalasra
lehet sziikség.

2.1.3. Tisztitasi protokoll optimalizalasa

A Standard Tisztitdsi Protokoll alkalmazisdnak eredményei alapjan a
tisztitasi 1épéseket optimalizaljuk, vagy tovabbi 1épésekkel egészitjik ki,
esetleg masként kombinaljuk, amig megfeleld tisztasagot kapunk.

2.1.4. A végleges tisztitasi méretre valo adaptalas.

Altaliban az optimalizalasi kisérleteket HiTrap kis méretii oszlopokkal
végezziikk. Ha ez a méret nem szolgaltat megfelel6 mennyiségli anyagot,
méretndvelést végziink.
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2.2 Tisztitasi lépések kombinalasa

A tervezésnél figyelembe kell venni, hogy semmilyen kromatografids 1&épés
sem eredményez 100 % kitermelést. Ezért a tisztitdsi folyamat végsd
kitermelése a lépések szadmatdl fiigg. Az 1. dbra mutatja, hogy a még
viszonylag jonak mondhaté 80 % lépésenkénti kitermelés is 20 %
Osszkinyerést eredményez, ha 8 tisztitasi 1épést hasznalunk. Ezért a 1épések
szdmanak minimalizalasa nagyon fontos.

Yield (%)
100

-

80

60 7

40 1

20 7

/

H5% f step

H0% f step

25% / step
20% / step
5% f step

1] T
1 2

3 4 L G i
Mumber of steps
1. abra

==

A lépések szamanak minimalizaldsdban segithet a kiilonb6z6 modszerek
altal igényelt kiindulasi koriilmények és az elvédlasztas utan elérhetd
végallapot ismerete, amiket az 1. tdblazatban foglaltunk dssze.

1. tablazat

Start allapot jellemzdje Modszer Végallapot jellemzoje

Kis minta térfogat Meéretkizarasi Higitott minta, puffer
kromatografia csere

Alacsony ionerdsség loncseréld kromatografia | Nagy ionerésség, pH

valtozas

Nagy ionerésség Hidrofob kromatografia Alacsony ioner0sség

Specifikus kot6dési | Affinitas kromatografia Specifikus eltcios

koriilmények koriilmények
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2.2.1. Tisztitas a célmolekula szennyezok melloli kinyerésével

Az affinitds kromatografia nagyon specifikus a célmolekulara és a hasonld
biologiai tulajdonsagokkal rendelkezé molekuldk csoportjara. Ez alkalmassa
teszi a célmolekula (vagy molekulacsoport) kihaldszasara a szennyezok
kozil. Ha lehetséges ezt a technikat kell alkalmazni, mert drasztikusan
lecsokkenti a sziikséges tisztitasi 1épések szdmat. Figyelembe kell viszont
venni az allofazis kapacitasat, és az elucio hatékonysagat, mert a kitermelés
alacsony lehet, ha ezek nem megfeledek.

2.2.2. Tisztitas a szennyez6k célmolekula melléli eltavolitasaval

Ha nincs megfeleld affinitds kromatografias modszer, akkor a hozzéaférhetd
modszerek meghatarozott szekvenciajat kell alkalmazni a szennyezok
eltavolitasahoz. Ha a célfehérjérél semmit sem tudunk, a Standard Tisztitasi
Protokoll: IEX-HIC-GF. A kovetkezé sémak a kiilonb6z6 mintakezelési
stratégidkra adnak javaslatot.

Kis oldékonysagu feheérjék

— v T

SDS extrakecio SDS extrakecio Szolubilizalo reagens
(urea, etilénglikol,
nemionos detergens

.

GF HIC HIC

} !

GF GF
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Tisztitas G GF GF
somentesités somentesites somentesites
| ! | '
Dusitas AC IEX HIC IEX
Ko6zbiilso IEX HIC
tisztitas l L
Finomitas GF GF GF GF

Tiszta, vagy nagyon hig minta

Dusitas Al I[EX IEX Kicsapas
|

Kozbiilsé HIC ilﬁaoldés
tisztitas l L
Finomitas GF GF GF Kezeljiik ugy, mint

a nagy so konc. mintat
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3. APROGRAM HASZNALATA

A sugo (Help) bemutatja a Protein Purification program miikddését és a
hasznalhatd modszerek, kivalaszthato kozegek f6 jellemzéit. Atolvasasa
hasznos lehet a program hasznalata el6tt, de hasznalata kdzben is a valasztas
segitésere.

3.1 Médszerek és stratégiak

3.1.1. Frakcionalt kicsapas ammonium szulfattal (AS)

Az ammonium-szulfatos frakcionalt kicsapast gyakran hasznaljak labor
méretekben kis mintatérfogatbdl vald szennyezd eltavolitasra. A fehérjék so
oldatokban val6 oldékonysdga kiilonb6z6. Ha noveljiik a s6 koncentraciot,
megndének a hidrofob kolcsonhatasok a fehérjemolekuldk kozott, és
elegendéen nagy koncentracido esetén a fehérjék kicsapodnak. Mivel a
fehérjék hidrofobicitasa eltér, ezért kiilonbozd s6 koncentracidval csaphatok
ki. Az 2. tablazat a kicsapas lehetséges stratégiait foglalja dssze.

2. tablazat

Tisztitas: a szennyezOket csapjuk ki, a feltiluszot hasznaljuk tovabb.

Extrakcio, tisztitds, koncentralds: A célfehérjét csapjuk ki, a csapadékot
hasznaljuk tovabb.

Extrakcio, tisztitas: a szennyezot kicsapjuk, a feliiluszot vissziik tovabb.

Koncentralas: A célfehérjét csapjuk ki a feliilluszobol, a csapadékkal
dolgozunk tovabb visszaoldas utan.

Ha a s6 zavar, haszndljunk GF oszlopot a somentesitéshez, vagy puffer
cseréhez.
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A kicsapast befolyasolja a pH ¢és homérséklet, valamint a minta fehérje
koncentracidja, ezért ezeket a paramétereket kontrolalni kell, hogy
reprodukalhatd eredményt kapjunk. Nem minden fehérje oldhatd konnyen
vissza, ez csOkkentheti a kitermelést.

3.1.2. HO denaturacio

A fehérje tisztitasi eljarasokat altaldban alacsony homérsékleten végzik (0-4
°C), mivel a legtobb fehérje alacsony hdmérsékleten stabilabb. Ahogy a
hémérsékletet 0 °C-tol 37-40 °C-ra noveljik, a fehérjék stabilitasa
jelentdsen csokken. 40 °C folott a fehérjék egyre jobban destabilizalodnak,
denaturalodnak, ¢és semleges pH-n a denaturdlodott fehérjék gyakran
kicsapodnak.

Egyes fehérjék hostabilitdsa eltér egymastol, amit felhasznalhatunk a
fehérjetisztitas sordn. A vizsgalt fehérje hdstabilitdsa meghatarozhatd olyan
elokiséreltekkel, ahol a fehérjét adott ideig kiilonb6z6 hdomérsékleten
inkubdljuk és mérjiik az enzimaktivitasban bekdvetkezd valtozasokat, majd
feljegyezziik azt a héfokot, ahol a teljes inaktivacié bekovetkezik. Ha
ismerjiikk ezt a hdmérsékletet, a kevésbe stabil fehérjéket inaktivalhatjuk a
meghatarozott hémérsékleti maximumnal 5-10 °C-kal alacsonyabb
hémeérsékleten valo 15-30 perces inkubaldssal. Az igy kicsapott fehérjéket
ezutan centrifugalassal eltavolithatjuk.

Meg kell jegyezni, hogy az enzim hdstabilitdsa a hdkezelés soran ndvelhetd
szubsztratja, terméke vagy egy kompetitiv inhibitor jelenlétében, ami az
aktiv helyre kotddve stabilizalja a fehérje szerkezetét. Mivel a fehérjék
denaturdcioja bizonyos fokig minden hdmeérsékletnél bekovetkezhet és a
hémeérséklet novelésével ez fokozodik, gyakran a vizsgélt enzim aktivitasa
i1s bizonyos mértékli csdkkenést mutat a hddenaturacios lépés utan. Ez a
folyamat viszonylag erélyes, viszont hdstabil fehérjék tisztitasi folyamatanal
hasznos kezdeti 1€pés lehet.

3.1.3. Ioncserélé kromatografia (IEX)

Az ioncseréld kromatografia a toltéssel rendelkezd fehérjéket valasztja el.
Az elvélasztas alapja, a toltéssel rendelkezd fehérje és az ellentétes toltésti
1oncseréld kozotti reverzibilis kolcsonhatas. A fehérjék ugy kotddnek, ahogy
az oszlopra jutnak. A koriilményeket gy valtoztatjuk, hogy a kot6do
komponensek kiilonb6zé modon eludlodjanak. Az eltciot altalaban novekvo
so0 koncentracioval vagy a pH valtoztatasaval tudjuk befolyasolni. A NaCl
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koncentracio gradiens a leggyakoribb elucios technika, amint azt a 2. dbra
mutatja

high salt wash
1M
14w lightly bound molscules
|I| / lule in high salt wash
unbound milscules elute |
bedong gradient beging ||
2 \ | f - |
= | At [ 1
. Yo =
| | - |
| |I Il __,-'1{1,-2'0 =1 I ‘
=
| II P .-_-| | | |
7 U A e e
L A T

ok
Coumn volumes [ov]

2. abra: loncseréld kromatografids fehérje tisztitas elucios profilja s6
gradiens (piros) alkalmazasa mellett

A célfehérje a kotddéskor koncentralodik és tisztitott, koncentralt formaban

Osszegyljthetd.
A fehérje netto toltése az aminosav Osszetételtdl fiigg, €s a kozeg pH-javal

valtoztathato, ahogy azt a 3. abra egy 3 komponensti, eltérd izoelektromos
ponttal rendelkezd fehérjéket tartalmazo elegy példajan bemutatja.

.
S~

-r —

/
At A ! 1ng
Badh... ﬁ
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3. dbra: Haromkomponensii elegy elvalasztasi lehetdségei kation €s
anioncser¢lé kromatografiaval
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1
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loncserélok tipusai:

Egy ioncseréld lehet anion cseréld, ha pozitiv toltéseket tartalmaz a feliiletén
vagy kation cseréld, negativ toltésekkel. A fehérje tisztitashoz
leggyakrabban hasznalt ioncseréld gyantak a karboximetil-celluloz (CM-
cellulose) és a dietilamino-etil-celluloz (DEAE-cellulose). Ezek kémiailag
modositott szemcsés cellulozok. A CM-celluléz olyan gyanta, amin a
szénhidrat CH20OH csoportja CH20OCH2COOH csoportra lett mddositva.
Semleges pH-n ez a csoport ionizalt (CH20OCH2COO-), vagyis a CM-
celluléz negativ toltésii, ebbdl kovetkezik, hogy ez a gyanta kationcseréld. A
DEAE-celluloz egy ionizalhato tercier-amin csoportot tartalmaz, ami
semleges pH-n pozitiv toltésli, vagyis anioncseréléként alkalmazhato.
Szoros hasonlésdgot mutatnak ezekhez az ioncseréld gyantadkhoz a DEAE-
Sephadex ¢és CM-Sephadex toltetek, melyekben ugyanazok az ionizalhato
csoportok Sephadex gyongy matrixhoz kapcsolodnak kovalensen; illetve a
kovalensen keresztkotott agardz alapu ioncserélok, a DEAE Sepharose ¢€s
CM-Sepharose. A DEAE-celluléz 6nmagaban is elérheté, DEAE-Sephacel
néven. A Sephadex és Sepharose tipusok kiilondsen hasznosak a nagy
molekulatomegli fehérjék elvélasztdsanal. A gyakorlatban, mivel ezek a
matrixok nagyon hasonldéak azokhoz, amiket a gélszlirésnél hasznalnak,
bizonyos mértékii molekulasziiré hatas is tarsulhat az ioncseréld folyamat
melle. Ez javithatja és cskkentheti is az elvalasztds hatékonysdgat, ha egy
celluloz alapu ioncseréld toltettel hasonlitjuk Ossze. Az egyszerliség
kedvéért ebben a szamitégépes szimulacioban figyelmen kiviil hagyjuk az
elvalasztas soran fellépd esetleges molekulasziird hatast. Més ioncseréld
gyantdk, mas-mas ionizalhatd csoportokat tartalmaznak, melyek az itt
leirtakon kiviil kereskedelmi forgalomban elérhetéek. A szamitogépes
szimulacid az alabbi ioncserélé gyantdkat tartalmazza: CM-celluléz, DEAE-
celluloz, Q-Sepharose Fast Flow és S-Sepharose Fast Flow. A Q-Sepharose
esetében a toltéssel rendelkezd csoport egy kvaterner-amin, ami egy allando
pozitiv toltést hordoz. Ennél fogva ez a matrix alkalmazhato lagos pH-n,
ahol a DEAE-csoport pozitiv toltése megsziinik. Az S-Sepharose esetében a
toltést hordozo csoport egy szulfonil csoport (SO3-).

3.1.4. Hidrofob kolcsonhatasi kromatografia (HIC)

A HIC segitségével a fehérjéket hidrofobicitasuk kiilonbsége alapjan
valasztjuk el. Az elvalasztas alapja a fehérje és a kromatografids kozeg
hidrofob feliilete kozotti reverzibilis kolesonhatds. Ez a kolcsOnhatas
novekszik nagy ionerdsségli pufferben, igy a HIC ideédlis ammonium

crer
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elvalasztott fehérjék tovabbi tisztitasara. A nagy ionerdsségl oldatban levo
mintak (pl. 1,5 M (NH4)2S04) megkotddnek az oszlopon. Néhany fehérje
kicsapodhat ilyen nagy ionerdsségnél, ebben az esetben ezeket a fehérjéket
centrifugéldssal el kell tavolitani, mieldtt a mintat felvinnénk az oszlopra.
Az elucio Aaltalaban a s6 koncentracid csokkentésére kovetkezik be.
Leggyakrabban a minta komponenseket csokkend s6 gradienssel elualjuk.
Az elvélasztas kulcs fazisai a 4. abran lathatoak.

1M

unbound molecules elute \\ tightly bound molecules
before gradient begins ™. @lute in salt froe conditions

\ .

fl .

[l 10150v

1 |]I . I

,_-" | [

[ammonium sulphate]

LY
e

Column volumes [cv]
Bad...

4. ébra: Hidrofob kolcsonhatasi kromatografia elucios profilja csokkend so

cre

Ligand és kozeg kivalasztasanak szempontjai:

A fehérje hidrofobicitdsat nehéz meghatirozni. A legmegfelelébb kozeg
kivalasztasahoz célszerli probafuttatast végezni valamennyi allofazison.
Kiilonbo6z6 hidrofobicitast ligandok hozzaférhetdek.

A hidrofobicitas a kovetkezd sorrend szerint valtozik:

éter < izopropil <butil ~ fenil < oktil

Kezdjiik az alacsony hidrofobicitasu liganddal, ha tudjuk, hogy a mintanak
van hidrofob csoportja. Valasszuk azt a kozeget, ami alacsony so
koncentraci6 mellett a legjobb elvélasztast adja.

HIC kozegek:

Phenyl Sepharose 6 Fast flow 6 % agar6zt tartalmaz éter kotésti fenil
ligandokkal. Kezdeti, vagy kozbiilsé tisztitasra idealis kozepes
hidrofobicitast fehérjékre.
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Octyl Sepharose 4 Fast Flow 4 % keresztkotott agardzt tartalmaz éter
kotést alifas liganddal. Kezdeti vagy kozbiilso tisztitdsra ajanlott alacsony
hidrofobicitasu fehérjére.

3.1.5. Méretkizarasi kromatografia (GF)

A gélsziirés (méret kizarasi kromatografia) eltéré molekulaméretii fehérjéket
valaszt el. A mintdkat izokratikusan (egy pufferrel, gradiens nélkiil)
valasztjuk el. Mivel a puffer sszetétele nem befolyasolja a felbontast, a
puffer Osszetétele szabadon varidlhatd a minta igényei szerint, vagy a
kovetkezd tisztitds, analizis vagy tarolds kivanalmainak megfelelden. Az 5.
abra egy jellegzetes GF kromatogramot mutat, a nagy molekulatomegi
fehérje kizarodik, a kis molekulatomegii a teljes térfogattal elualodik.

high
molecular
4 weight
[T Iy
[ ] molecular
| I weight
[l '
r;
> | sample I
= |injection | intermediate ||
| |I miclecular weight
l '. ||
| ! [N |
| I |
:I \ | | | 1
o ! A - -'I ! -'I :-. — . - / -
1cw
Badi.. Column Volumes [cv]

5. abra

Gél kivalasztdsa:

A megfeleld gél kivalasztasdhoz két dolgot kell figyelembe venni; a kisérlet
céljat és az elvalasztani kivant molekula méretét. Néhany esetben fontos
lehet a minta és a molekula mas tulajdonsagait is szem el6tt tartani.
Altalaban j6 megkozelités a minta ismert szennyezéi és a célfehérje kozotti
maximalis felbontasra torekedni. A kiilonboz6 allofazisok szelektivitdsanak
kis kiilonbségei is 1ényeges eltérést jelenthetnek a felbontasban, igy sziikség
lehet el6zetes analizisekre az optimalis gél kivalasztasahoz a rendelkezésre
allo kozegek koziil.
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A legelterjedtebb kereskedelmi forgalomban kaphaté gél matrixok a
Sephadex (dextran gyongyok), Sepharose, BioGel A (agar6z) és BioGel P
(poliakrilamid), de emellett mas anyagokat (poliakriloil morfolin ¢és
kiilonféle polisztirolok) is haszndlnak. A dextran, agar6z és poliakrilamid
gélek mindegyike elkészithetd kiilonb6z6 koncentracidban és az igy
kialakulo eltéré porozitdsnak koszonhetdéen széles mérettartomanyban
alkalmazhatok frakciondlashoz. A Sephadex dextran és a BioGel P
poliakrilamid gélek globuléris fehérjékre kb. 800000 Da molekulatomegig
alkalmazhatdéak, mig az agardéz gélek, nagyobb poérusméretiiknél fogva,
egészen millidos molekulatomegig kepések a fehérjéket és makromolekularis
komplexeket elvalasztani. Legutoljara a keresztkotott dextran gélek keriiltek
forgalomba (Sephacryl), melyek rendkiviil szilard és stabil matrixok és
emellett egészen 8 millid daltonos molekulatomegig alkalmazhatéak. A
poliakrilamid gélek szilardsaga és stabilitdsa novelhetd a matrixba épitett
agaroz segitségével. Az ilyen tipusi poliakrilamid/agar6éz gélek szinten
elérhetéek kereskedelmi forgalomban (Ultrogel). A felsoroltak mellett
folyamatosan dolgoznak 10j tipusi matrixok kifejlesztésén is. A lent lathato
tablazat Osszefoglalja a programban hasznalhatd —matrixok fObb
tulajdonsagait.

A szimulacidban hasznalt matrixok tulajdonsagai
Neév Gyongy tipusaFrakcionalési tartomany
peptidekre és globularis
fehérjékre (Mt: Da)
Sephadex G50dextran 1500-30000
Sephadex G100 dextran 4000-150000
Sephacryl S-200 HR dextran/akrilamid ~ 5000-250000
Ultrogel AcA 54 poliakrilamid/agar6éz 6000-70000
Ultrogel AcA 44 poliakrilamid/agaréz 12000-130000
Ultrogel AcA 34 poliakrilamid/agar6z 20000-400000
Bio-Gel P60 poliakrilamid 3000-60000
Bio-Gel P150 poliakrilamid 15000-150000
Bio-Gel P300 poliakrilamid 60000-400000

A Sephadex® és Sephacryl® a GE Healthcare Bio-Science bejegyzett
markai.

Az Ultrogel® a BF Biotechnics Inc. bejegyzett markaja. A Bio Gel® a Bio-
Rad Inc bejegyzett markaja.
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3.1.6. Affinitas kromatografia (AC)

Az affinitds kromatografia a fehérje (vagy a fehérje egy csoportja) és a
kromatografids matrixhoz kotott specifikus ligand kozotti reverzibilis
kolcsonhatéast kihasznalva valasztja el a fehérjéket. AC akkor hasznalhato,
ha hozzaférhetd olyan ligand, ami tobbé-kevésbé specifikusan kotddik a
célfehérjéhez. A mintat olyan koriilmények kozott vissziik az oszlopra, ami
a ligandhoz val6 specifikus kotddésnek kedvez. A nem kotédé anyagokat
lemossuk és a kot6dé célfehérjét a koriilmények deszorpeiot el6idézo
megvaltoztatasaval nyerhetjiik ki. A deszorpciot eldidézhetjiik specifikusan,
kompetitiv ligand alkalmazasaval, vagy nem specifikusan a pH, ionerdsség
vagy polaritas valtoztatdsaval. A fehérjék koncentralédnak a kotédés soran
¢s tisztitott koncentralt forméaban kinyerhetok. Az elvalasztas kulcslépései a
6. abran lathatoak.

sample
application

uv

change to
elution buffer

X GV 1-2¢v  ov

Column Volumes [cv]

6. abra: Affinitas kromatografia elticids profilja

Ligand kivalasztasa:

Az affinitds kromatografiara alkalmas ligandnak két feltételnek kell
megfelelni. El0szor, a ligandnak specifikusan és reverzibilisen kell kotddni a
tisztitand6 anyaghoz. Masodszor, kémiailag modosithatdo csoportot kell
tartalmaznia, amivel a matrixhoz kothetd anélkiil, hogy a specifikus kotési
aktivitasa sériilne.
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Affinitas kromatografidhoz alkalmas kézegek:

Csoport specifikus adszorbensek a fehérjék egy bizonyos csoportjat képesek
megkotni. Ily modon ugyanaz az altalanos ligand hasznalhat6 néhany
fehérje (pl. egy enzim osztaly) tisztitasara, anélkiil, hogy minden tisztitand6
anyagra 0j adszorbenst kellene késziteni. Az adszorbeal6do anyagok minden
egyes csoportjan belill szerkezeti és funkcidbeli hasonlosdgok vannak. A
modszer specifitdisa a ligand szelektivitasa ¢és a szelektiv elicios
koriilmények egylittesének koszonhetd. Néhany csoport specifikus ligand
kotott formaban is hozzaférhetd az Amersham Biosciences katalogusabol.

Blue Sepharose Fast Flow erésen keresztkotott 6 % agardz gélhez triazin
kapcsolassal kovalensen kotott Cibacron Blue F3G festéket tartalmaz. A
festék molekulak a fehérjék széles korét képesek megkdtni, mint pl. a NAD”
vagy NADP" kofaktorral miikéddé enzimek, albumin, koaguldcios faktorok
¢s interferon. Ez egy tipikus csoport specifikus ligand.  Eluensként
leggyakrabban kompetitiv anyagot (pl. NADH) alkalmaznak. Nem
specifikus eluensek akkor hasznélhatok, ha a fehérje stabilitasa ezt lehetdvé
teszi.

Immuno-affinitas kromatografia a monoklonalis és poliklonalis antitestek
specifitasat hasznalja fehérje tisztitasra. Az immunoadszorbensek antitestek
Sepharose matrixhoz torténd kovalens kotésével allithatok eld. Az elucid
altalaban alacsony pH-t igényel. Néha az antitest olyan erdsen kotddhet,
hogy a fehérje nem nyerhetd vissza.

Matrixok ¢és modszerek kaphatdak kiilonféle ligandok egy megfeleld
funkcids csoporton keresztiil torténd gyors immobilizalasdhoz. A kotési
modszer kivalasztdsa mindig az immobilizalni kivant molekula sajatsagaitol

fligg.

3.1.7. Natrium-dodecilszulfat - poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS
PAGE)

A natrium-dodecilszulfat ~ poliakrilamid  gélelektroforézis  olyan
elektroforetikus modszer ami a polipeptideket molekulatomegiik szerint
valasztja el. Az elvalasztds poliakrilamid gélen torténik nétrium-
dodecilszulftat (SDS) jelenlétében, A diszulfid hidak redukald éagenssel
(ditioeritrol DTT) torténd hasitasa utan.

Az SDS egy olyan anionos feliiletaktiv anyag, ami a polipeptid lanchoz
kapcsolddva denaturdlja a fehérjeket (1,4g SDS/g fehérje). A kotddé SDS
elfedi a fehérje sajat toltéseit és nettd negativ toltést biztosit, aminek a
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nagysaga a fehérje molekulatomegétdl fiigg. Az SDS a hidrogén hid
kotéseket is megsziinteti, blokkolja a hidrofob kdlesonhatasokat eldsegitve a
fehérje kitekeredését és igy a masodlagos és harmadlagos szerkezetbol
adodo kiilonbségeket megsziinteti. A redukald koriilmények kozott végzett
SDS PAGE utan a polipeptidek festéssel tehetok lathatova a gélben pl.
Coomassie Blue segitségével. A megjelend savok a fehérje
molekulatomegének megfeleld pozicioban lesznek, ami standard eleggyel
kalibralhato.

BOK——

BOK—
S0K——

40K—

30K—

=
|

20K—

16K—

10K—

5K—
Initial mixture

7. abra: Minta elegy ¢€s kalibral6 fehérje elegy SDS PAGE képe
3.1.8. Kétdimenzios elektroforézis (2DE)

A két dimenzids elektroforézis (2DE) fehérje elegyek analizisére széles
korben alkalmazott moddszer. A modszer a fehérjéket két fiiggetlen
tulajdonsaguk alapjan két 1€pésben valasztja szét. Az elsd 1épés az
izoelektromos fokuszalas (IEF) az izoelektromos pont szerint valasztja el a
komponenseket. Az izolelektromos fokuszaldo I1épésben a fehérjék
elektromos térben mozognak egy immobilizdlt pH gradienst tartalmazé
gélben. Ha a fehérje eléri az izoelektromos pontjanak megfeleld pH értéket,
nem mozog tovabb, mert nettd toltése nullava valik. A masodik 1épés az
SDS PAGE molekulatomeg szerint rendezi az el6zéleg mar elvalasztott
fehérjéket.
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8. abra: 20 komponensii fehérjeelegy 2D PAGE képe

3.2 Navigacio és kontroll

3.2.1. Bevezetés

A Protein Purification egy szoftver alapu oktatasi segédlet, ami szimulalja
azokat a feladatokat, amivel egy fehérje tisztitds kozben talalkozhatunk,
mikdzben szamos elvalasztasi technikat és analitikai modszert alkalmazunk.
A program gyakorlati betekintést ny(jt a fehérje tisztitashoz altalaban
alkalmazott stratégidkba anélkiil, hogy id6t és anyagot pazarolnank. A
program Dr. A. G. Both elgondolasa alapjan késziilt, on-line hozzaférheto
illetve letolthetd az alabbi helyrdl:

http://www.agbooth.com/pp ajax/

vagy

http://www.agbooth.com/pp web/

A programon beliili navigalds egyrészt a legdrdiild meniik, masrészt a
képernydn lathato ablakok segitségével torténik. A két programverzid kozott
foként navigalasban van eltérés, az elérhetd funkciok azonosak.

A programnak létezik iPhone vagy Android telefonokon hasznalhato
verzioja is, kissé eltér feliilettel, de szintén azonos funkciokkal.



http://www.agbooth.com/pp_ajax/
http://www.agbooth.com/pp_web/
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10. dbra: Az on line program kezdd oldala

A menii valtozik attdl fiiggden, hogy a program melyik részét hasznaljuk,
mindig csak a hasznos feliiletek érhetdk el. Az OK gomb a kdvetkezd 1€pést
hajtja végre, vagy a program kovetkezo részére juttat. A valasztd ablakbol
az Info gomb a modszer hasznalatdhoz sziikséges hattér informaciokhoz
vezet. A megfeleld eredmény elérése érdekében altalaban sziikség van
néhany valtoztatasra az értékekben az OK hasznalata el6tt.

A legtobb képernyén lathato egy Cancel gomb, amit akkor célszerii
hasznalni, ha valamilyen hibas 1épést valasztottunk. Ez visszaléptet az el6z6
képernydre. Ha a valasztott modszer nem megfeleld van lehetdség kihagyni
a Quit legordiilé menii Abandon this step and continue utasitasat valasztva.
A Help menii elérhetd a legdrdiild meniibdl.

Minden 1épés és eredmény automatikusan tarolodik, de a kromatogramokat
az on- line verzidban csak a Iépés utan tudjuk megjeleniteni. A véglegesnek
valasztott modszernél ezeket a Print screen billentytivel képként menthetjiik
¢s megfeleld kivagas (pl. Paint) utan beilleszthetjiik a jegyzOkonyvbe.

3.2.2. Kezdés

A program on line verzidjaban rendelkezésére all a labor teljes felszerelése,
de szakmai segitsége nincs, minden dontést egyediil kell meghoznia. A
kivalasztott enzim tisztitasdval batran kisérletezhet, a jegyzékonyvbe a
legjobbnak gondolt tisztitasi protokollt rogzitse. Az eredményeket a tisztitas
soran megjelend kromatogramokkal, elekroferogramokkal tdmassza ala.
Ezeket a PrtScr billentylivel rogzitheti és a Ctrl v gombok egyiittes
hasznalatdval egy dokumentum fajlba illesztheti, vagy tetszés szerint
szerkesztheti.



329

Uj feladat kivalasztasahoz klikkeljen a Start, Start from beginning a régi
folytatasahoz a Start from stored material sorra. A kdvetkezd ablakban
valaszthat a Default mixture 20 vagy Complex mixture 60 fehérje kozil. A
kapott feladatban a fehérjék jeldlése ennek megfeleléen D1-20 vagy C1-60.
Az 1) ablakban jelennek meg a fehérjével kapcsolatos alap informaciok,
amik segitenek a tisztitds sordn, ezt rogzitse a jegyzokonyvben. A fehérje
kivalasztasa utan kezdheti a munkat, és kivalaszthatja a hasznalni kivant
modszert. A modszer kivalasztasahoz klikkeljen arra legordiilé meniire, amit
hasznalni akar.

A kis6zas, hé denaturalas, IEX, GF, AC és HIC hasznalatahoz a Separation
feliratra kell kattintani.  Elektroforézis inditasdhoz a PAGE feliratra
klikkeljen.

Az elvalasztas eldtt célszeri a 2D PAGE futtatdsa a molekulaméret és
izoelektromos pont megallapitasahoz. Ehhez a PAGE, 2 dimensional PAGE,
majd PAGE, Immunoblott feliratokkal hivhatja el6 a célfehérjét. Rogzitse az
y tengelyrdl leolvashatd molekulatomeg (kDa) és az x tengelyrdl leolvashato
izoelektromos pont (pH) értékeket. Az elvalasztashoz a PAGE, Hide
immunoblott utasitassal jut vissza.

Ezutan valaszthat az elvalasztasi modszerek koziil, a Separation meniibél.

Ammonium szulfat:

A modszer az ammoénium szulfat telitési értek (5-100%) bevitelével
indithato. Az eredmény ismeretében donthet, hogy mivel dolgozik tovabb a
csapadékkal (precipitate), a feliiluszéval (soluble material), vagy megismétli
(Cancel) a kicsapast, esetleg kihagyja ezt a [épést. OK a folytatashoz.

Hodenaturacio

Erre elsésorban akkor van lehetdség, ha a fehérje hdstabilitasa jo.
Prébélgathatja, hogy milyen hdmérséklet és 1dd beallitdssal marad meg a
teljes enzim aktivitas és csapodik ki a legtobb szennyez6 fehérje.

Kromatogrdfia

Eldszor valassza ki a haszndlni kivant LC technikét a megjelend modszerek
koziil. Valamennyi kromatografids modszernél tobb oszlop koziil
valaszthat a kinyilé ablakban. A valasztashoz tobblet informaciokat az Info
gombra Kattintva, vagy a jegyzet korabbi pontjaibol kaphat. Az oszlop
kivalasztasa utdn a sziikséges kiinduldsi olddszer Osszetételt €s gradienst
meghatdrozo6 végso értéket a kdvetkezd ablakban adhatja meg. Az eredmény
kromatogram formaban jelenik meg, ahol az enzim azonositasra a Fractions
meni Assay enzyme activity végezheto el és kivalaszthatdak a célfehérjénket
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tartalmazoé frakciok. Ezek kijelolhet6k az Gsszegyiijtéshez a Fractions, Pool
fractions utasitassal. A frakciok szamanak kivalasztasa utan a Check
utasitassal ellendrizhetd a 1épés.

Egy 1épés utdn a tisztasdg ellendrizhetd, illetve a tovabbi 1épések
tervezéséhez adatok nyerhetok Gjabb 2D PAGE futtatassal.

A feladat végén idedlis esetben csak a célfehérje lathatd a 2D PAGE futtatas
utan.

Néhany feladat esetében eléfordul, hogy az immunoblott utdn nem jelenik
meg folt a 2D PAGE képen. Ennek oka lehet, hogy a fehérje izoelektromos
pontja kiviil esik a vizsgalt tartomanyon. Ilyenkor az 1D PAGE segithet a
tisztitds kovetésében, a tervezésnél pedig tételezziik fel, hogy az
izoelektromos pont nagyobb mint 9.

A Iépések és eredmények Osszefoglalasarol kapott tdblazatot és a tisztasagot
igazoldo PAGE eredményt mindenképpen illessze be a jegyzokdnyvbe.

A cél tehat minél kevesebb 1épésbdl megtisztitani a fehérjét, ezért ne
elégedjen meg részleges elvalasztasokkal, igyekezzen optimalizalni a
modszert a teljes elvalasig.
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PH-POTENCIOMETRIA

1. BEVEZETES

A potenciometria olyan elektroanalitikai modszer, amely soran egy
elektrolitoldatba meriilé6 két elektrodbol osszeallitott elektrokémiai cella
elektrodjai kozott fennalld potencial-kiillonbséget mérjiik. Az elektrodok
feliiletén kialakuld elektrodpotencidlok kozvetleniil nem hatarozhatok meg,
csak a két potencial kiilonbségének a regisztralasara van lehetdségiink. Az
elektrédpotencial (E) ¢és az azt kialakito elektroaktiv komponens
koncentracidja (c) (pontosabban aktivitasa (a)) kozotti Osszefliggést a
Nernst-egyenlet irja le:

E=E, + 0 S
ZF ¢

red

ahol E, a standard elektrodpotencial, R az egyetemes gazallando, T az
abszolut homérséklet, z az oxidalt és redukalt formak oxidaciésszamanak a
kiilonbsége, F a Faraday-féle szam, mig Coy illetve Creq a komponens oxidalt
illetve redukalt formdinak a koncentracidja, ugyanis hig vizes oldatok esetén
c = a feltételezésével a koncentracio értékek hasznéalhatok. Egy els6faju
fémelektrod esetén (M fém meriil M™" ionokat tartalmazé oldatba) Creq = 1.
Megallapodas alapjan a hidrogénelektrod potencialjat 0,000 V-nak tekintjiik,
igy elvileg barmelyik elektréd potencidlja szamszerlisithetd a megfeleld
elektrodokbol dsszeallitott elektrokémiai cella fesziiltségének a mérésével.
Ha a mérés soran az egyik elektrod potencialjat allando értéken tartjuk és a
masik elektrod potencidlja a Nernst-egyenlet szerint fligg a mérni kivant
komponens koncentraciojatol, akkor az elektrokémiai cellan mért fesziiltség
felhasznalasaval a keresett komponens koncentracidja meghatarozhato. Az
allanddé potenciala elektrodot referencia- (vonatkoztatasi, viszonyitd)
elektrédnak, mig a masikat indikator- (mérd) elektrodnak nevezziik.
Referenciaelektrodként gyakran hasznalnak Un. masodfaju fémelektrodot,
amely egy fémbdl all, amely rosszul old6dé sojat és a s6 anionjanak egy jol
oldodo sogjat tartalmazd oldatba meriil. Ilyenek példaul az eziist/eziist-
klorid (Ag/AgCI/KCI) vagy a kalomel (Hg/Hg,Cl,/KCl) elektrod (1. abra).
Ezeknek a masodfaju elektrodoknak a potencialja allandé (ha [CIT] =
allando6 és T = allando).
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Az indikatorelektrod fontos tulajdonsaga, hogy gyorsan és reverzibilisen
valtozasaval. Az indikatorelektrodok egyik fontos csoportjait a
membranelektrodok egy masikat pedig az inert (nemes)féem elektrédok
alkotjak.

A membranelektrodok idealis esetben csak egy adott ion vagy molekula
mennyiségével aranyos potencialt hoznak létre. Ez tigy alakul ki, hogy a
membran belsd oldalan egy zart térben referenciaoldat van, mig a membran
kiils6 része a vizsgalt oldattal érintkezik. A membran bels6 és kiilsd részén
eltérd toltés alakul ki amely az un. membranpotencialt eredményezi.

1

csatlakozékdbel

toltdnyilas

Pl g Hg, Hg,Cl, és KCI tartalmi

AT soiird fiske - . .
A belsd referenciaclektréd

" {Ag/AgCI sz4l)

" — -
iiveglal = |4 telitett KCl-olaat =t
u ) _ iivegtest
‘ |-
] ‘:-r/
FJ - iivegmembrin
/% €p ' — *
nyilds iivegfritt (Ae) - helsii elektrolit:
K "~ NaCl-dal és AgCl-dal
telitett pufferoldat
1. abra: Kalomel elektrod 2. abra: Hidrogénion-szelektiv elektrod

Példaul a hidrogénion-szelektiv elektréd (2. abra) vékony tivegmembrant
tartalmaz, amely beliilr6]l egy adott pH-ju referenciaoldattal érintkezik. Az
membran kiilsé oldalan eltéré potencidlok alakulnak ki, igy az elektréd —
mivel potencialja megvaltozik — felhasznalhaté pH mérésére.

A potenciometrias méréseknek két terillete ismert. Az UGn. direkt
potenciometria soran a mérendé fesziiltség pontos értékére vagyunk
kivancsiak (amelybdl a Nernst-egyenlet alapjan a keresett mintabeli
komponens koncentracidja kozvetleniil meghatarozhato; pl. egy minta pH-
janak kozvetlen mérése). A potenciometrikus titralas sordn a keresett
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crer

titralas sordan a mért fesziiltség értékeket a titraloszer térfogatanak a
fliggvényében abrazolva titralasi gorbét vesziink fel. A direkt potenciometria
esetén fontos a mérérendszer kalibracidja, amely altalaban kalibracios
meghatirozasa elétt. pH kozvetlen mérésekor ([H'] meghatarozasa) ezt
ismert pH-ju pufferoldatokkal végezziik. A potenciometrikus titralasok
esetén az ekvivalenciaponthoz tartozd mérdoldat térfogatot keressiik (a
titrdldsi gorbe inflexids pontja), amelynek helyzete azonban nem fiigg a
kalibralastol, igy itt a mérérendszer kiilon hitelesitése nem sziikséges.

2. PH-METRIAS MODSZEREK

A pH az egyik leggyakrabban hasznalt fogalom a kémiaban. Az analitikai
kémidban szamos feladat sordn a pH bedllitdsa és szabalyozasa alapvetd
fontossagu, ami sziikségessé teszi a pH kell6 pontossagu mérését. Ezen
gyakran a potenciometrikus titraldsi modszerek csoportjaba tartozéo pH-
metrias eljarast alkalmazunk. A pH-metrids titralasok soran a titralt oldat
pH-valtozasat mérjiik a titrald oldat térfogatanak fiiggvényében.
A pH-metrids modszer szdmos elénnyel rendelkezik a klasszikus, valamely
indikétor szinvaltozasan alapuld sav-bazis meghatarozasokkal szemben. Ez
els@sorban arra vezethetd vissza, hogy a pH-metridban altaldban a teljes
titralasi gorbe alapjan torténik a kiértékelés, mig a klasszikus modszerek
esetében a gorbe egy adott pontjdhoz az ekvivalenciaponthoz tartozé
térfogatot kivanjuk meghatarozni. Az indikatorok alkalmazasa szinte mindig
elvi hibat okoz, mivel a szinatcsapas pH-ja csak a legritkdbb esetben
egyezik meg az ekvivalenciapont pH-javal. Tovabbi gond, hogy az
alkalmazott ,,detektorok” (szem) sokfélesége miatt a szubjektiv hiba is
jelentds lehet. Az ekvivalenciapont pontosabb meghatarozasan tal a pH-
metria a tovabbi eldnyoket kindlja:

1. Idealis esetben a titralasi gorbék jol definialt osszefiiggésekkel irhatok
le. Az elméletileg varhaté gorbealaktol valo eltérés jelezheti egyrészt
sav-bazis szennyezddések jelenlétét, masrészt a titralds soran valamely
hiba bekovetkezését.

A titrdlasi  gorbék megfeleld matematikai  eljardsokkal  torténd

kiértékelésével tobbkomponensii sav-, illetve Dbaziselegyek egyes

komponenseinek koncentracidja meghatarozhato.
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Szintén a numerikus feldolgozas eldnyeit kihasznalva (altalaban valamilyen
moddon a gobék derivaltjait eldallitva) a viszonylag rosszul definialt inflexios
pontok is meghatdrozhatok. Azaz, viszonylag gyenge elektrolitok, illetve hig
oldatok koncentracioja is meghatarozhato.

Gyenge elektrolitok esetében ugyanazon titralasi gorbébdl nemcsak a
koncentracio, hanem a savi disszociacids allandd (pK,) is meghatarozhato.
A moédszer automatizalhatd. A gyakorlati ¢élet kiilonboz6 teriiletein miikodo
- ipari, orvosi, mezdgazdasagi, stb. - laboratériumok igényeit szem el6tt
tartva szamos sorozatanalizisre alkalmas pH-metrids rendszert dolgoztak ki.

3. APH-METRIAS BERENDEZES

A legegyszerlibb pH-metrids mérérendszer harom {6 alkotdja a pH-méré, a
hidrogénion-szelektiv elektrod ¢és egy referenciaelektrod. A pH-méro
legegyszerlibb esetben egy voltmérd (vagy fesziiltségmérd), mely alkalmas a
két elektrod kozotti elektromotoros erd megfeleld pontossagu mérésére.
Igényesebb mérések esetén elvaras, hogy a pH-t legalabb harom tizedesjegy
pontossaggal tudjuk mérni. Miutan a Nernst-egyenlet alapjdn a pH
egységnyi valtozasa kb. 59 mV-nak felel meg, ez azt jelenti, hogy a pH-
mérének ~0,06 mV pontossaggal kell mérnie. A pH-metria soran a
mérdrendszer ellenallasat kellden nagyra tervezik (10%2 - 10 ohm), igy az
atfolyd aram mennyisége minimalis, és jO kozelitéssel az egyensulyi
potencialt mérjiik.

Hidrogénion-szelektiv elektrodként altalaban iivegelektrodot hasznalunk
(2. abra). Az elektrod a specialis livegmembran két oldala kozotti
potencialkiilonbséget méri. A belsd elektrodtér pufferoldatot tartalmaz, igy a
bels¢ feliilet potencidlja 4allando. A pH-metrids titradlds sordn az
iivegelektrodon mért potencialvaltozas a kiilsé elektrodfeliileten kialakulo
potencidlvaltozassal egyezik meg.

Referenciaelektrodként masodfaji elektrodot alkalmazunk. Az 1. abra egy
kalomel elektrodot mutat be. A belsd elektrodtérben a szilard feliileten
kialakul6 potencial mindaddig allando, amig az anion koncentracidja €s a
hémérséklet allando. Az elektréd belsd tere és a vizsgalt oldat kozotti
elektromos vezetést egy pordzus iivegfritt biztositja, mely telitddik a belsd
elektrolitoldattal, valamint a vizsgalt mintaval. Gyakorlati szempontbdl ez
az lvegfritt szamos hiba forrasa lehet. Amennyiben a tiralas soran az oldat
ionerdssége szamottevden valtozik, az elektrod ellenallasa is valtozik és a
vonatkoztatasi elektrod potencialja nem tekintheté allandonak. Az ebbdl
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fakado hiba hattérelektrolit hozzdadasaval, azaz é&lland6é ionerdsség
beallitasaval kiiszobolhetd ki.

Az elézbekben leirtaknak ellentmondani latszik, hogy a pH-metrids mérések
soran a legtobb esetben kettd helyett csak egy, ugynevezett kombinalt
tivegelektrodot hasznalunk (3. abra). Itt egy elektrodtestbe van beépitve az
indikator- és a referenciaelektrod. E megoldas vitathatatlan hatranya hogy
torés esetén mindkét elektrod egyarant hasznalhatatlanna valik. Elonyt jelent
viszont a kisebb helyigény és az elektrodok allanddo geometridju
elrendezése.

7y

AN

A

3. dbra. Kombinalt iivegelektrod
A —livegmembran;
B — Belso livegszar, klorid tartalmu puffer oldattal
C — Ag/AgCl fémszal,
D — Kiils6 iivegszar, keramia csonkkal, AgCl-al telitett KCl-oldattal;
E — Ag/AgCl referenciaelektrod

4. A PH-METRIAS BERENDEZES KALIBRALASA

A pontos pH-mérés alapfeltétele a mérés soran alkalmazott elektrodpar
megbizhatd kalibracidja. A kalibracio célja annak elérése, hogy az elektrod
valaszfiiggvénye minél szélesebb pH-tartomanyban 1-es meredekségii
egyenes legyen (4. dbra). Egy jobbfajta elektréd esetében ez a linearitds a
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pH = 2,0 - 12,0 tartomanyban varhato el. A kisebb és nagyobb pH-ju
oldatokban szamottevOvé valik a sav-, illetve alkali-hiba.

A gyakorlatban az egyik legelterjedtebb kalibraciés modszer az un.
kétpontos kalibracio. Ehhez két ismert pH-ju pufferoldatra van sziikség. A
puffereket tgy célszerti kivalasztani, hogy minél szélesebb pH-tartomanyt
fogjanak 4t. Az egyik puffer gyakran 0,05 moldm™ KH-ftalat oldat
(pH=4,008, 25 °C-on). A masik puffer lehet példaul 0,01 moldm™ bérax
oldat (pH= 9,170, 25 °C-on). A kalibracio soran elébb az els6 pufferoldatba
meritjiik az elektrodot, ¢s a pH-méréd megfeleld szabalyozd-gombjaval
(altalaban PUFFER 1-nek jelolik) a kijelzon bedllitjuk az oldat pH-jat.
Ilyenkor a valaszfiiggvényt a fliggéleges tengely mentén toljuk el (4. abra).
Ezt kovetden az elektrodot a masodik pufferbe meritjiikk és a masodik
szabalyozd gombbal (jelolése altaladban PUFFER 2, SENSITIVITY vagy
SLOPE) beallitjuk a megfeleld pH-t a kijelz6n. Ez a mivelet a
valaszfiiggvényt egy adott pont koriil forgatja el.

12 1

2 7 12

pH
4. dbra. Az livegelektrod valaszfliiggvényei
a: kalibralatlan tivegelektrod, b: a kalibracios ciklus elsd 1épése utan
c: a kalibracios ciklus masodik 1épése utan, d: optimalis valaszfiiggvény
(folytonos vonal)

A kalibracio két 1épését mindaddig ismételjiik, amig az elsé pufferre torténd
beallitast kovetéen a masodik puffer mért pH-ja megegyezik a vart értékkel.
Modernebb késziilékekben mar automatikus a kalibracié, amikor a fenti
kalibracionak csak az elsd ciklusat kell elvégezni. A két pufferre mért
adatokbol a késziilék automatikusan szamitja, és bedllitja az elméleti
valaszfliggvénynek megfeleld paramétereket.
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5. A GRAN-FUGGVENYEK

A Gran-moédszer a pH-metrias titralasi gorbék egyenessé alakitasan
(linearizalas) alapuldé  kiértékelési  eljaras. A kisérleti  adatok

crcr

tengelyt az ekvivalenciapontban metszik. A levezetésekben alkalmazott

jelolések:

Cs a titralt oldat savkoncetracidja

Vo a titralt minta térfogata

Cs a titralé lugoldat koncentracioja

' a titral6 lugoldat térfogata

Ve az ekvivalenciaponthoz tartozé térfogat

5.1 Egyértékii eré6s sav - erbs bazis titralasi gorbe
kiértékelése

Ekvivalenciapont elotti tartomany
Az ekvivalenciapont eldtti savfelesleg a kovetkezd Osszefliggéssel adhato
meg:

Figyelembe véve, hogy [H] = 10"
(Vo +VB)'1O_DH = (VE _VB)'CB

Amennyiben a fenti fliggvény bal oldalat a Vg fiiggvényében abrazoljuk
egyenest kapunk, mely a vizszintes tengelyt Ve-ben metszi.
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Ekvivalenciapont utani tartomany
Ekvivalenciapont utani lugfelesleg a kovetkezéképpen adhaté meg:

Figyelembe véve, hogy [OH] = KJ/[H'] azaz [OH] = 10°HPKv:
(Vo +VB)'1OPH_pKV = (VB _VE)' Ce

ahol Ky a vizion-szorzat.
Amennyiben a fenti fliggvény bal oldalat a Vg fiiggvényében abrazoljuk
egyenest kapunk, mely a vizszintes tengelyt Veg-ben metszi.

5.2 Egyértékii gyenge sav - er6s bazis titralasi gorbe
kiértékelése

A titralas ekvivalenciapont eldtti szakaszaban a puffer-rendszerekre

.....

HAH G HY + A

]
T Al
A savi és bazikus forma koncentracidja:
Al
OV, +V,

Az egyenstlyi koncentraciokat az el6zd Osszefliggésbe behelyettesitve és
figyelembe véve, hogy [H'] = 10™™:

Vg0 = (V, -V, )-1077
Amennyiben a fenti fliggvény bal oldalat a Vg fliggvényében abrazoljuk
egyenest kapunk, mely a vizszintes tengelyt Veg-ben metszi.
Az egyértékli gyenge sav - erds bazis titralasi gorbe ekvivalenciapont utani
szakaszanak kiértékelése megegyezik az erds sav titralasi gorbéjének
kiértékelésével.

A Gran-fiiggvények segitségével sokkal pontosabban meghatarozhaté a
titralasi gorbék inflexids pontja (az ekvivelenciapont), mint grafikus
szerkesztéssel. Ezen tGlmenden a kisérleti adatokbdl szadmolt Gran-
fliggvények egyenestdl valo eltérése szennyezddések jelenlétét, illetve a pH-
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metrids rendszer hibds miikodését jelezheti. A savas ¢és lagos agbol
meghatdrozott ekvivalenciapontok hibahataron tali eltérése szintén
szennyezOdések jelenlétére utal (pl. a KOH mérdoldat jelentdsebb karbonat-
szennyezddésére).

A Gran-fiiggvények igen jol hasznalhatok akkor, amikor a titralasi gorbe
teljes felvételére valamilyen ok miatt nincs lehetdség. Erre egy konkrét
példa a fémionok oldataiban 1év6 szabad savtartalom meghatarozasa. Ekkor
a titralas elérehaladtaval a fémion hidrolizise miatt csapadéklevalas torténik
¢s a savtartalmat a titrdldsi gorbe kezdeti szakaszabol, az erds savakra
vonatkoz6 Gran-fliggvényt alkalmazva extrapolalassal hatarozzuk meg.

6. GYAKORLATI FELADATOK

Kotelezéen elvégzendo gyakorlat elotti feladatok

a, Nézzen utdna a KH-ftalat szerkezeti- és Osszegképletének, illetve keresse
meg ¢és a jegyzOkonyvébe jegyezze fel a KOH-dal lejatszodd reakceio
rendezett egyenletét.

b, Szamitsa ki a bemérendé KH-ftalat mennyiségét.

¢, Szamitsa ki, hogy az egyes torzsoldatokbol hany cm®-t kell bemérnie a
titralasokhoz.

d, A gyakorlatra készitse eld a jegyz6konyvet, amely tartalmazza az elméleti
bevezetdt, a gyakorlatok leirdsat/receptjét, azokhoz tartozd rendezett
egyenleteket, a titralashoz sziikséges szamitasokat levezetve.

Megjegyzés: Amennyiben a hallgato felkésziiletleniil érkezik a gyakorlatra,
tehat nincs elokészitett jegyzokonyve vagy a zh-t elégtelenre irja meg, abban
az esetben a gyakorlatrol a hallgato elégtelen gyakorlati jeggyel elkiildheto.
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6.1 0,05 mol/dm® koncentraciéju KH-ftalat toérzsoldat
készitése

A szekrényben taldlhatd egyik fioldbol a pontosan bemért
mennyiségu KH-ftalatot 100 cm®-es mérélombikban kb. 70 ml desztillalt
vizzel feloldjuk, és a lombikot desztillalt vizzel jelig toltve az oldatot 100
cm®-re higitjuk majd homogenizaljuk. Az igy készitett 0,05 mol/dm?®
1.) Az eclektrod kalibracidjanal ez lesz az egyik standard puffer: pH-ja
pontosan 4,008 25°C-on.

2.) Az oldat ismert térfogata részletét liggal titralva hatdrozzuk meg a titralo

crer

6.2 Kb. 0,1 mol/dm® KOH oldat pontos koncentracidjanak
meghatarozasa

crer

hatdrozzuk meg. A rendelkezésre 4116 oldatokbol 150 cm®-es féz&poharban
100 cm® mintat allitunk dssze, melynek osszetétele a kovetkezd:

KH-ftalatra legyen 0,005 mol/dm® (A torzsoldat 0,05 mol/dm®
koncentracioju.)

KCl-ra legyen 0,2 mol/dm? (A torzsoldat 2 mol/dm?®
koncentracioju.)
Szamolja ki, hogy az egyes torzsoldatokbol hany cm®-t kell bemérnie.
Ezutan desztillalt vizzel 100 cm®-re egészitse ki a mintat. A sziikséges
mennyiségli  desztillalt vizet mérOhengerrel mérje, hiszen a direkt
potenciometriaval ellentétben, titraldsndl nem az oldat abszolit
koncentracioja fontos, hanem az edénybe bemért sav mennyisége.
Ezutan gyakorlatvezetd Utmutatdsa alapjan hozzuk kiinduld allapotba az
automata biirettat, majd tegyiik a fozépoharat a magneses keverd lapjara,
helyezziik bele a lemosott keverdt és kombinalt elektrodot, valamint a
blirettavéget tigy, hogy kb. 1 cm-re az is meriiljon az oldatba, és inditsuk el a
keverést. Néhany perc varakozas utdn, ha a kijelzOn stabilizalodott a pH
értéke, jegyezziik azt le.
A mintat folyamatos kevertetés mellett KOH oldattal titraljuk. A titral6 oldat
adagolasat a kovetkezOk szerint végezziik:
0 - 3 ml kozott 0,5 ml-ként
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3 - 6 ml kozott 0,2 ml-ként

6 - 8 ml kozott 0,5 ml-ként

ElObb a jegyzokonyvben, majd egy szamitdogépes allomanyban is rogzitsiik
a cm®-pH adatparokat (két oszlopban). Végiil a szamitogépes program
(Gran-féle linearizacio) segitségével allapitsuk meg az ekvivalenciapontot.
Az ehhez tartozé cm® érték a fogyas, aminek segitségével szamoljuk ki a
titralo KOH oldat pontos koncentracigjat a tizedes vesszd utan négy
értékes jeggyel.

6.3 Kb. 0,1 mol/dm® HCI oldat pontos koncentracidjanak
meghatarozasa

A rendelkezésre 4ll6 oldatokbol 150 cm-es f6z3poharban 100 cm®
mintat allitunk 6ssze, melynek Gsszetétele a kdvetkezd:
HCI: kb. 0,005 mol/dm®
KCI: 0,2 mol/dm?
Ezutan az elobb ismertetett moédon végezzik el a titralast, de most mas
adagolasi menetrend szerint:
0 - 4 cm® kdz6tt 0,5 em’-ként
4 - 6 cm? kozott 0,2 cm®-ként
6 - 8 cm® kozott 0,5 em®-ként
Rogzitsiik a cm® - pH adatparokat, és szamitsuk ki a fogyast, majd abbdl a

crer

crer

értékes jeggyel.

6.4 Sésav-ecetsav savkeverék koncentracidjanak
meghatarozasa

A rendelkezésre 41l oldatokbél 150 cm-es f6z6poharban 100 cm® mintat
allitunk 6ssze, melynek dsszetétele a kovetkezd:

HCI: kb 0,003 mol/dm?®
Ecetsav: kb. 0,003 mol/dm?®
KCI: 0,2 mol/dm?®

A mintat folyamatos kevertetés mellett KOH oldattal titraljuk. A titralé oldat
adagolasat a kovetkezok szerint végezziik:
0 - 8 cm® kozott 0,2 cm>-ként
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Abrazoljuk a titrdlasi gorbét. Hatarozzuk meg a két komponens
koncentraciojat egyrészt a megfeleld Gran-fliggvények segitségével,
masrészt a differenciagérbe felvételével. A differenciagdrbe felvételéhez

szamitsuk ki a szomszédos titralasi pontokhoz tartozd ApH/AVp -értékeket,
valamint a titrdlé lig szomszédos pontokhoz tartozé atlagtérfogatat (V g).

Abrazoljuk, és értelmezziik a ADH/AVEg - V g fiiggvényt.
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7. UTMUTATO A PH-METRIAS MERESEK

KIVITELEZESEHEZ
Mindegyik késziiléknél harompontos kalibraciot végziink az eurdpai
szabvanynak megfeleléen 4,01 ; 6,86 és 9,18-as pH-ju pufferekkel. Az

elsé puffer a hallgatok altal elkészitett 0,05 mol/dm® koncentracioju KH-
ftalat oldat, a masik kettd kiilon edényben rendelkezésre all.

ABU biiretta + Thermo Orion 2 Star pH-méro




344

Az elektrod hasznalataval kapcsolatos tudnivalok

o Az elektrod mérésen kivil 1 M-0s KCl-oldatban all, igy az
livegmembran két oldalan ugyanaz az oldat taldlhat6. Ebben az esetben
ugyanis nincs ionvandorlas, az livegmembran ,,nyugalmi” allapotban van.

o Az elektrdd szaranak felsé részén toltonyilas (2. abra) talalhato, amit
a mérések kezdetén ki kell nyitni és csak a gyakorlat végén visszazarni a
gumidugdval.

AiLI

2. abra: toltényilas

o) Az elektrod tisztitdsa bo, folyd desztillalt vizes mosdassal torténik,
majd szlirGpapirral valo torléssel, a membran felilletén Ovatos
mozdulatokkal, inkabb leitatva a nedvességet, a dorzsolést kertiljiik.

o A Thermo Orion 2 Star pH-méré elektrodja szaranak also részén
talalhato divegfritt (3. dabra) biztositja az atjarast a kiilsé és belsd oldatok
kozott (fehér kis potty), ennek kell feltétleniil a mintaoldatba érni. Uj
mintaba helyezés el6tt az elektrodot le kell tisztitani.

[\
3. abra: tivegfritt
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o Kertiljik el, hogy az elektrod a levegdn alljon, ezaltal kiszaradjon és
az lvegfrittre szilard KCI s6 iljon ki. Szintén kertiljiik el, hogy a titrdlasok
végén, az er6sen lugos oldatban alljon az elektrdd hosszabb ideig.

o Titralas el6tt a berendezés Osszeallitdsa sordn tigyeljiink ré, hogy a
f6z6pohar belsd falahoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektréd, a
lugbevezetd kapillaris és a magneses keverdmag se érintkezhessen
egymassal.

Kalibralas

o Az elektrod lemosdsa és torlése utan a Thermo Orion 2 Star pH-
mérét (4. dbra) bekapcsoljuk (felsé kozépsé gomb), a 4,005-6s pH-ju
pufferrel kezdjiik a kalibralast, a Calibrate gomb megnyomasaval, ha mar
nem villog a pH kijelzés (egyensuly beallasat jelenti), akkor ugyanezzel a
gombbal el kell fogadni a kijelzett pH-értéket. Ezutan a sorban a kdvetkezé
pufferekbe meritjiik a letisztitott elektrodot és ugyanigy jarunk el.

%
4. abra : Orion 2 Star pH-méré (bekapcsolo gomb, [@EUlIENE)
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o A kalibralas végén a muszer kijelzi a Slope (SLP) értékét, aminek
100%-hoz kozeli értéknek kell lennie, valamint a pH(0) értékét. Az
érzékenység (SLP) értékét fel kell jegyezni, par pillanat mulva eltinik a
kijelzorol.

Biirettahasznadlat

o A késziilék (5. dabra) jobb also részén talalhatod billend kapcsoloval
bekapcsoljuk a késziiléket.

o A Closed gomb kiengedésével kezdjiik. Ha a késziiléken a READY
lampa vilagit, akkor a késziilék mérésre készen all.

o A fekete szinli Refill gomb rovid ideig tarté megnyomasaval feltolti
a biirettdt (lehetséges némi faziskésés, tiirelemmel varjunk kb. 20-30
masodpercet). A fogaskerekes szelep ekkor atall toltd allasba, azaz a
lagtartaly és a biiretta van 0sszekotve, a dugattya lefelé mozog. Ha megtelt a
biiretta, a szelep Gjra visszaall adagol6 allasba, ekkor a biiretta az adagold
kapillarissal van 0sszekottetésben, a dugattyu felfelé fog mozogni.

o Ezt kovetOen a sziirke szinli Titr. felirati gomb nyomva tartasaval
lehet az iivegkapillarison at adagolni a lugoldatot. A gyakorlat elején a
biirettat levegdmentesiteni kell, tehat a biirettat az adagoloval G6sszekotd
vezetékben nem lehet buborék (a vezeték nem jol atlathatd, minimum
4 ml lagoldatot kell kiengedni a biirettabol).

o A biirettat ujbol feltdltjiik, a szamlaldt nullazzuk a Counter Reset
gombbal, ledblitjiikk és letoroljiik a lugadagold kapillarist és a végét az
oldatba helyezziik 1 cm mélyen.



5. abra : ABU biiretta (bekapcsolo billend kapcsolo, Closed, Refill, Titr.,
Counter Reset)

o A késziilék Osszeallitasa soran iigyeljiink ra, hogy a f6z6pohar belsd
falahoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektrod, a lugbevezetd
kapillaris és a magneses keverémag egymassal se érintkezhessen.

o A kever6t aram ald helyezziik és elinditjuk a kevertetést (intenziv
legyen, de ne keltsen 6rvényt az oldatban).
o A kiindulasi pH (V = 0 mL) leolvasdsat kovetden hozzaadjuk az

elso, gyakorlati leirasban feltiintetett térfogatt mérdoldatot: az eldirt
térfogathoz minél kozelebbi mennyiséget engediink a mintankba. A
szamlalon a piros haromszog jelzi a tizedesvesszét. Keriiljik el a rovid,
szakaszos lugadagolast, ehelyett egyetlen hosszii gombnyomdssal engedjik
ki a méréoldat-adagot. A pontosan leolvasott térfogat feljegyzése a fontos,
nem a jol megkozelitett eldirt térfogat. A szamlalon két tizedesjegyig
szerepelnek a szamjegyek, azonban a harmadik tizedesjegyet is meg kell
becsiilni az alapjan, hogy a masodik tizedesjegy két szamjegye kozott hol
allt meg az adagolas.

o A titrdlas egy szakaszan az egyensuly beallasa lassabb, ekkor 2 perc
varakozas utan le kell olvasni a kijelzett értéket és folytatni a kovetkezd
lugtérfogat hozzaadasaval.

o A titralas befejezésével feltoltjiik a biirettat.

o A gyakorlat végén benyomjuk a Closed gombot is, a letisztitott
elektrodot visszatessziik az 1 M-os KCl oldatba, visszazarjuk a toltdnyilast,
az tvegkapillarist a lugtartaly folyadékszintjéig emeljiik és foézdpoharat
tesziink ald, kikapcsolunk minden késziiléket és dramtalanitjuk a keverdt.
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Dosimat biiretta + Metrohm pH-méro

Az elektrod haszndlatdval kapcsolatos tudnivalok

o Az elektrod mérésen kivil 1 M-os KCl-oldatban all, igy az
livegmembran két oldalan ugyanaz az oldat taldlhat6. Ebben az esetben
ugyanis nincs ionvandorlas, az livegmembran ,,nyugalmi” allapotban van.

1. abra: Késziilék felépitése

o Az elektrdd szaranak felsd részén toltonyilas (2. abra) talalhato, amit
a mérések kezdetén ki kell nyitni és csak a gyakorlat végén visszazarni a
gumidugdval.



2. ébra: Toltonyilas

o) Az elektrod tisztitdsa bo, folyd desztillalt vizes mosdssal torténik,
majd sziirépapirral valdo torléssel, a membran felilletén Ovatos
mozdulatokkal, inkabb leitatva a nedvességet, a dorzsolést keriiljiik.

o A Metrohm pH-méré elektrodja szaranak als6 részén talalhato
iivegfritt (3. abra) biztositja az atjarast a kiils6 €s belsd oldatok kozott (fehér
kis pétty), ennek kell feltétleniil a mintaoldatba érni. Uj mintaba helyezés
elott az elektrodot le kell tisztitani.

3. ébra: livegfritt



350

o Keriiljiik el, hogy az elektrod a levegdn alljon, ezaltal kiszaradjon és
az lvegfrittre szilard KCI s6 iljon ki. Szintén kertiljiik el, hogy a titrdlasok
végén, az erdsen ligos oldatban alljon az elektréd hosszabb ideig.

o Titralas el6tt a berendezés Osszeallitdsa sordn tigyeljiink ré, hogy a
f6zO0pohar belsd faldhoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektrdd, a
lugbevezetd kapillaris és a magneses keverdmag se érintkezhessen
egymassal.

Kalibralas

o Metrohm pH-méréknél (4. dabra): A piros gomb megnyomasaval
torténd bekapcsolas utan a CAL gomb megnyomasaval elkezdi a kalibralast.
Rakérdez, hogy az elektrodot belemeritettiik-e a pufferbe — OK. Ezutan a
hémérsékletet lehetne allitani, az alapértelmezett 25,0 °C-t fogadjuk el —
OK. Ezt kovetden kiirja a pH-értéket, amire kalibral, az ajto feldli késziilék
novekvo pH sorrendjében kéri a pufferoldatokat. Az egyensuly beallasat (a
drifting felirat és a fiiggvény eltlinését) kovetéen OK gomb megnyomasaval
fogadjuk el. A pH-méré ekkor kéri a kovetkezd puffereket, melyekkel
hasonloan kell eljarni. Ebben az esetben az egyes pufferekre mért fesziiltség
(mV) értékeket is feltlinteti a késziilék.

r 827 pH T
| 5\ Metrohm

lab
' r

4. abra : Metrohm pH-mérd (bekapcsold gomb, , OK)
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o A kalibralas végén a muszer kijelzi a Slope (SLP) értékét, aminek
100%-hoz kozeli értéknek kell lennie, valamint a pH(0) értékét. Az
érzékenység értekét fel kell jegyezni, par pillanat mulva eltiinik a kijelz6rol.

Biirettahasznalat

o A késziilék (5. dbra) elején talalhato piros Fill felirati kapcsoloval
bekapcsoljuk a késziiléket.

@0500 @ C
O —————

5. dbra: Dosimat biiretta

o A késziilék automatikusan feltolti a biirettat, melyet a biiretta eldtti
szelep mozgasa mutat.
A szelep ekkor ugyanis atall tolto allasba, azaz a lugtartaly és a biiretta van
Osszekotve, a dugattyu lefelé mozog. Ha megtelt a biiretta, a szelep Ujra
visszaall adagolo allasba, ekkor a biiretta az adagold kapillarissal van
Osszekottetésben, a dugattyu felfelé fog mozogni.

o Ezt kovetden a zold szinli GO felirati gomb nyomva tartasaval lehet
a lugbevezeton keresztiil adagolni a ligoldatot. A gyakorlat elején a biirettat
levegdmentesiteni kell, tehat a biirettat az adagoloval 6sszekotd vezetékben
nem lehet buborék. Eléfordulhat, hogy tobb ml mérdoldat hozzaadéasa és
tobbszori ,,megpoccentés” utdn a vezeték falan mégis marad pici buborék,
ami nem mozdul, ekkor a titralast elkezdhetjiik, de folyamatosan figyelni
kell, hogy nem keriilt-e a mintédba a buborék.

o A biirettat feltoltjik a Fill felirati gomb megnyomasaval, a feltoltés
befejezése utan még egyszer megnyomva a Fill gombot a szamlalo
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nullazodik, majd ledblitjiik és letordljiik a lugadagold kapillarist és a végét
az oldatba helyezziik 1 cm mélyen.

o A késziilék Osszedllitdsa soran tligyeljiink ra, hogy a f6zépohar belso
falahoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektrod, a ligbevezetd
kapillaris és a magneses keverdmag egymassal se érintkezhessen.

o Elinditjuk a kevertetést (intenziv legyen, de nem keltsen 6rvényt az
oldatban).
o A kiindulasi pH (V = 0 mL) leolvasasat kovetéen hozzaadjuk az

els6, a gyakorlati leirasban feltiintetett térfogati mérdoldatot: az el6irt
térfogathoz minél kozelebbi mennyiséget engediink a mintankba. Kertiljik
el a rovid, szakaszos lugadagolast, ehelyett egyetlen hosszit gombnyomdssal
enged;jiik ki a méréoldat-adagot. A pontosan leolvasott térfogat feljegyzése
a fontos, nem a jol megkozelitett eldirt térfogat.

o A titralas egy szakaszan az egyensuly beéllasa lassabb, ekkor 2 perc
varakozéas utdn le kell olvasni a kijelzett értéket és folytatni a kovetkezd
lugtérfogat hozzdadaséaval.

o A titralas befejezésével feltoltjiik a biirettat.

o A gyakorlat végén visszazarjuk az elektrod toltonyilasat, a letisztitott
elektrodot visszatessziik az 1 M-os KCI oldatba, a lugadagold vezetéket a
milanyag tokjaba, és kikapcsolunk minden késziiléket. A titratort a Fill
gomb hosszan torténd megnyomasaval kapcsoljuk ki.
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Titrino biiretta + Metrohm pH-méro

Az elektrod hasznalataval kapcsolatos tudnivalok

1. abra: Késziilék felépitése
o Az elektrod mérésen kivil 1 M-os KCl-oldatban all, igy az
ivegmembran két oldalan ugyanaz az oldat talalhatd. Ebben az esetben
ugyanis nincs ionvandorlas, az tivegmembran ,,nyugalmi” allapotban van.
o Az elektrod szaranak felso részén toltonyilas (2. abra) talalhato, amit
a mérések kezdetén ki kell nyitni és csak a gyakorlat végén visszazarni a
gumidugdéval.

2. 4bra: Toltényilas
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o) Az elektrod tisztitasa bo, folyd desztillalt vizes mosassal torténik,
majd sziirépapirral valdo torléssel, a membran felilletén Ovatos
mozdulatokkal, inkabb leitatva a nedvességet, a dorzsolést kertiljiik.

o A Metrohm pH-méré esetén az elektrod milanyag bevonattal és
,labakkal” van ellatva, ami a tisztitast megnehezitheti, igy koriiltekintdbben
kell eljarni; az tivegmembran és a labak kozott is ki kell obliteni az el6z6
mintabodl szarmaz6 maradékot és sziirOpapirral kiitatni a vizcseppeket.

o A Metrohm pH-méré esetén a miilanyag labacskak feletti fekete
savnak kell feltétleniil a mintaoldatba érni. Uj mintaba helyezés elétt az
elektrodot le kell tisztitani.

o Keriiljiik el, hogy az elektrod a levegdn alljon, ezaltal kiszaradjon és
az ivegfrittre (3. dbra) szilard KCI so iiljon ki. Szintén kertiljiik el, hogy a
titraldsok végén, az erdsen ligos oldatban alljon az elektrdd hosszabb ideig.

3. 4bra: Uvegfritt

o Titralas eldtt a berendezés Osszeallitdsa soran ligyeljiink ra, hogy a
f6zOpohar bels6 faldhoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektrod, a
lugbevezetd kapillaris és a magneses keverdmag se érintkezhessen

egymassal.
Kalibralas

o Metrohm pH-méréknél: A piros gomb megnyomasaval torténd
bekapcsolas utan a CAL gomb megnyomdsaval elkezdi a kalibralast.
Rékérdez, hogy az elektrodot belemeritettiik-e a pufferbe — OK. Ezutan a
hémérsékletet lehetne allitani, az alapértelmezett 25,0 °C-t fogadjuk el —
OK. Ezt kovetden kiirja a pH-értéket, amire kalibral, az ablak feldli késziilék
csokkené pH sorrendjében kéri a pufferoldatokat. Az egyensuly beallasat
(a drifting felirat és a filiggvény eltlinését) kovetéen OK gomb
megnyomasaval fogadjuk el a kiirt pH-értéket. A pH-mér6é ekkor kéri a
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kovetkez6 puffereket, melyekkel hasonloan kell eljarni. Ebben az esetben az
egyes pufferekre mért fesziiltség (mV) értékeket is feltiinteti a késziilék.

o A kalibralas végén a miszer kijelzi a Slope (SLP) értékét, aminek
100%-hoz kozeli értéknek kell lennie, valamint a pH(0) értékét. Az
érzékenység (SLP) értékét fel kell jegyezni, par pillanat mulva eltlinik a
kijelz6rol.

- o )
4. &bra : Metrohm pH-méré (bekapcsolo gomb, [N, OK)

Biirettahaszndlat

o A késziilék hatuljan talalhatod piros billend kapcsoloval (5. a dbra)
bekapcsoljuk a késziiléket.

5.a abra: Titrino buretta



356

o A késziilék automatikusan feltolti a biirettat, melyet a biiretta alatti
szelep mozgadsa mutat. A szelep ekkor ugyanis atall tolt6 allasba, azaz a
lugtartaly és a biiretta van 0sszekotve, a dugattyt lefelé mozog. Ha megtelt a
biiretta, a szelep Gjra visszaall adagolé allasba, ekkor a biiretta az adagolo
kapillarissal van 0sszekottetésben, a dugattyu - felfelé fog mozogni.

o Ezt kovetéen a késziiléken (5. b dbra) felirati gomb nyomva
tartasaval lehet a lugbevezeto kapillarison keresztiil adagolni a lugoldatot. A
gyakorlat elején a biirettat levegdmentesiteni kell, tehat a biirettat az
adagoloval 0sszekotd vezetékben nem lehet buborék. Eléfordulhat, hogy
tobb ml mérdoldat hozzaadasa és tobbszori ,,megpdccentés” utdn a vezeték
falan mégis marad pici buborék, ami nem mozdul, ekkor a titralast
elkezdhetjiik, de folyamatosan figyelni kell, hogy nem keriilt-e a mintaba a
buborék.

v/

wa——

5. b abra: Titrino biiretta

o A biirettat STOP/FILL feltoltjikk a felirati gomb megnyomasaval, a
szamlaldé automatikusan nullazoédik, majd ledblitjik és letoroljik a
lugadagol6 kapillarist és a végét az oldatba helyezziik 1 cm mélyen.

o A késziilék Osszedllitdsa soran tligyeljiink ra, hogy a fézépohar belso
falahoz a keverémagon kiviil semmi ne érjen, az elektrod, a lagbevezetd
kapillaris és a magneses keverOmag egymassal se érintkezhessen.

o Elinditjuk a kevertetést (intenziv legyen, de nem keltsen 6rvényt az
oldatban).
o A kiindulasi pH (V = 0 mL) leolvasédsat kovetden hozzaadjuk az

els6, a gyakorlati leirasban feltiintetett térfogatt mérdoldatot: az elGirt
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térfogathoz minél kozelebbi mennyiséget engediink a mintankba. Kertiljik
el a rovid, szakaszos lugadagolast, ehelyett egyetlen hosszit gombnyomdssal
engedjiik ki a méréoldat-adagot. A pontosan leolvasott térfogat feljegyzése
a fontos, nem a jol megkozelitett eldirt térfogat. Az adagolds sebességét 2-3
mL/perc kozé kell allitani, mig a feltoltés sebessége 7-9 mL/perc kozotti
értek legyen, ezt a dV/dt alatti gomb segitségével kell szabalyozni.

o A titralas egy szakaszan az egyensuly beallasa lassabb, ekkor 2 perc
varakozas utdn le kell olvasni a kijelzett értéket és folytatni a kdvetkezd
lugtérfogat hozzéadasaval.

o A titralas befejezésével feltoltjiik a biirettat.

o A gyakorlat végén visszazarjuk az elektrod toltonyilasat, a letisztitott
elektrodot visszatessziik az 1 M-os KCI oldatba, a ligadagold vezetéket a
milanyag tokjaba, és kikapcsolunk minden késziiléket.
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Mettler T5 késziilék (1. dabra)
Bekapcsolasa:
1. A szamitogépen a LabX 2017 megnyitdsa, meg kell varni amig,

betdlt.
2. Ezutan a Mettler TS5 titratoron megnyomni a @ bekapcsold gombot.
3. A vezérld panelen (2. dbra) a biiretta felismerd ablak felugrasanal
megnyomni az OK gombot.

2. dbra: Mettler T5 titrator vezérld panele
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A szoftver megnyitasa utan megjelenik a Method Tools (3. dbra) ablak.

‘ Method Taols |

r
»
ame | wetnoas | _roides

@
B - = == o§ @ il By = 7. (&l
B 8 5 2 @ Q0 % % < \
Show Workbench | New Method Tag Method Import Edit Shortcut  Delete
B g . & ° Method - - = shortaut -
Monttoring Eating Ereation Miscellaneous snortauts
| Analysis 4 ||| reteased Methods [ etz «|
3 Links. A
B vstoportsie = = T TR oateayvoateson | (13 o
22 Sample Series i
2 series Sequences K‘ My Tasks
&5 Messages :ﬁ%
(&L ReportsTasi
SX wyresu
L wonoenen
Shortcuts B3
[« i ]
Method n—:,,f
=@
pH mérés
’@f Analy: 1
£ o
,,‘E Resources
3 sytem
| - | Quidctinks d

© Connected Logged-on user. System internal account (Systeminternal) Logged-on dlients: 2

3. abra: Method Tools

Kalium-hidrogén-ftalat (Q) puffer oldat pH-janak mérése:

Show workbench-re egyszer kattintani bal egér gombbal, majd a legordiilé
meniiben T5-re kattintani egyszer. Ekkor megjelenik a Workbench (4.
abra) ablak. Ezen az ablakon beliil a jobb oldali fiiggdleges meniisorbol ki

kell valasztani a Sensor-t. Ezen a fiilon beliil meg kell nyomni a > -
gombot, ekkor elkezdi mérni a pH-t (5. dbra). A vezérlé panelen és a
szamitogépen is mutatja a pH-mérést. 20 perc elteltével le lehet allitani a
pH-mérést a @-gombbal.
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® T5 (Ready) - Workbench

[ worbenen| @
e &
Unlack Manage  Restore Re

55 @0 & [Searchtot. |
[ | Name [

| Internal D | Method n... | Version

| continuou.

No data for curve display available

| origin |

| comment |

Results [

L

| Search text..

‘Samp\:m Sample start fime

Qverall State

Oblités  pH mérés

4. dbra: Workbench
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@ T5 (Ready) - Workbench

1
a
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Sensor

Sensor input
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Titration stand
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Speed Be]
Temperature manual
Temperature [C]
Infinite duration
Duration [5]

Record

5. abra: pH mérése a Workbench-ben a Sensor fiilon
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Elektrod kalibralasa:

Method Tools ablakban

Methods/LabX Titration Pro 3.1-bél exportalva flilre kattintani, ekkor
megjelenik a mérési modszerek, ezek kozill a kalibrdacio neviit kell
valasztani vagyis egyszer kell ra kattintani, hogy ki legyen jelolve, majd a
Start gombra kattintani, ezutan T5-re (6. dbra). Felugrik egy Task Editor
ablak és itt is meg kell nyomni a Start gombot ezutdn OK. 1,5 percig méri a
fesziiltséget/potencidlt. A mérés végén felugrik egy Sample Completed
ablak, ezt le kell OK-ni. Vissza lehet mérni a pH-t hogy tényleg 4,008. Ezt a
Sensor fiilon (lasd pH-mérés) lehet megtenni, elég csak egy ellenérzés
erejéig megnézni.

/= ‘ Method Taols | LabX

- = X
# :
N Home | Methods | Folders @
- —

B 5 5 P QLU = % B @ @ @ \

Show Workbench | New Method Open MtthH rngd Creste | Start | NewSchedule | Import  Bxport P | New Shorcut Ecit Shortcut _ Delete

sk~ Method ~ Method ~ Shorteut -
Monitoring Editing oGT5 Miscellancous Shortcuts

| Anatysis « ||| Reteased ethoas | quickumks «|
@) Tasks Links &

B2 Metnocs
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FationPro 31061 exportiiva i) Name Type Internal ID | Compatibility Modifiedby | Modified on U ] e
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pHTest PH Measure G M17 9, T80, T7, T70, T5, TS0 System internal.., 2017.10.12,15:58:
00009 Calibration Calib. M18 o, T80, T7, T70, T5, T50 System internal... 2017.10.12.16:03: % AL
Shortcuts x
=)
< m I |
Method pH-Sensor test
El Sample (Calib) @
Titration stand [6)
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Stir ®
14 oata Speed [3:0
Duration [sF 0
&b Resources i
1° ===
= Sensor: Sensorl
‘ v Unit:mv - | Quicktinks 3

© Connected Logged-on user: System internal account (Systeminternal) Logged-on dlients: 2

6. abra: Kalibracio

Titralas menete:
1. 1épés: Ki kell cserélni a mintat a mérendé komponensre (ez lehet,
sav, lug, ligandum, fémes rendszer).
2. Lugbevezetd buborékmentesitése
Workbench/Burette
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Itt kétfeleképpen lehet: a, Rinse: Az a bedllitasi lehet0ség, ahol azt lehet
megadni, hogy hanyszor ismételje az adagolast és a biiretta térfogatanak
hany %-4at adagolja.

b, Dispense: Itt az adagolt térfogat mennyiségét lehet bedllitani.

Adagolas kozben a buborékok eltavolitasat szakszerii pocogtetéssel kell
eltavolitani. Ezutan a lugadagolot a mintaba kell helyezni és ki lehet
tamasztani egy gumidugdval, hogy titralas kozben ne mozduljon el. Ezutan
csatlakoztatni kell a gazbevezetd csovét.

3. pH-mérés ujra a Sensor fiilon (lasd pH-mérésnél), 10-15 percig
mérni a pH-t, kozben mig a rendszernél beall az egyensuly be lehet
allitani a méréshez a paramétereket. Ha letelt a 10-15 perc, akkor le
lehet allitani a pH-mérést a @-gombbal.

4. Meérési paraméterek beallitasa a Method Tools ablakban lehetséges.

Duplan kell kattintani arra a Method-ra, amit hasznalni akarunk. Ezutdn
lathaté a Method Editor folyamatéabra (7. abra).

® EQP - Method Editor -=x
Methods @
% X X2 /| ——
bWeX %o
Saveand Save Close Print || Unlock
Close - - || View
Editing View 5
Graphical Editor M |
tration = - |
s commo ) KOH
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@ | Name QP
Type General Titration
B Caleulation
- = Sample (i) Compatibility 9,790, T7, T70, 5, T50
(@) Conditioning
B Conditioning (Controlled) s '
[ Dispense (controlled) Jitratonsand @ Comment t
Titration stand:Manual stand 1
I3 Dispense (normal)
Titration (EQP) [1] Selected Name Format
@
Titrant: KOH 02 malL
Sensor: Sensorl
prtn Export templates
2 =
@Pume
BRecord | |
Erinse Release state | & Proposed
@ stating
s | |
) Svne User defined label 1
(@ Titration (2-phase) ; _
@y Titration (EF) Constant C=: M/(10°2)
B Titration (EQP) | |
= Enable SOP
Calculation R3 (Content) (D | ‘
[ o R
D Trsicn star Result unit: mol/L
e Formula: R3=Q*C/m Generate a PDF file
e Constant C=: 1/z
B 5samole
(B Sample (Calit) v
(@ Sample (Sta. Add) @ Record @
@ Ssmele (Titer) Report temp ate:Titrationreport

7. abra: Method Editor folyamatdbra
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A Titration (EQP) [1] buborékra kell egyszer kattintani, ekkor az zdld
szinire valt. Ilyenkor lehet jobb oldalon a Paremeters fiilon (8. dbra)

elvégezni a beallitasokat.

® EQP - Method Editor

[ Metnoss |

@ X % <
= (S Al

Save Close Insert  Prnt | Unlock Manage  Restore
Close | symbol~ v || View Views® DefaultView
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Titrant: KOH 0.2 mol/L.
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Formula:R1=VEQ
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s Result unit: %

Formula: R2=Q"C/m

*

Calculation R3 (Cotent) ()
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Formula: R3=QiC/m
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Search text.
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T

At slope
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Combined termination criteria

1

Accompanying Stating

&. dbra: Parameters fiil
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1. tablazat: Paraméterek bedllitasa a titralas megkezdése elott

(VlfO:HZS HCl
Orsrslzl (Vessz=25 ml, Ligandum Fémes
o(@)=0.01 C(H%II)VI:)8'10 rendszernél
M)
Mehtod KOH HCI HCI femes
Control
Adagolas dVv [ml] 0,05 0,05 szamitani! Szamitani!
Mode F!xed Fixed time F!xed Equilibrium
time time controlled
dE [MV] - - - 0,1
Varakozasi |y ¢ 90 120 120 90
1d6
t(min)
- - - 120
[s]
t(max) ] ] ] 300-1800
[s] (rendszerfiiggd)
Termination
Potential |, g 11,6 115 11,0
[pH]

Ha valtoztattunk a modszerben, akkor a végén a Save and Close gombra

kattintani.

5. Meérés elinditdsa: A beparaméterezett modszer ki legyen jeldlve, ez

ugy tehetd meg, hogy egyet kattintunk a mddszerre. Ezutan Start/T5,

Task Editor ablak felugrik, majd Start/OK. Mérés kovetése a
Workbench ablakban lehetséges, de a panelen is kovethetd.

Adatmentés:

LabX 2017 programban a mérés végén megjelenik az Enter Sample Size,
ide 1-et beirni, majd Enter és még egyszer Enter (Ezt be lehet irni a panelen,
de a szamitogépen 1év0 szoftverben is.)

Ezutan: LabX/Data/My Latest Results, duplan kell kattintani a kivant
adatsor mentéséhez, ekkor megjelenik egy Results Editor ablak, Measured
Values fiilre kattintani, adatsor kijelolése Ctrl+A-val, Ctrl+C és bemdsolni
Ctrl+V-vel egy iires Excel fajlba. Csak a V, pH egységekre van sziikség, a
tobbit lehet tordlni, majd mentés masként a pendrive-ra. Ha kész be kell
zarni a Results Editor-t a Close gombbal.
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Késziilék kikapcsolasa:
A vezérld panelen kell leéllitani az alabbi meniipontokon keresztiil:
1. A titrdlas befejezésével a panelen kétszer meg kell nyomni az OK
gombot.
2. Ezutan onmagatol visszalép a f6 meniibe, ahol az alabbi gombokat
kell megnyomni a kilépéshez: Exit/Offline/Shut down

Utmutaté a pH-metrias mérések kiértékeléshez

A fentebb leirt mérések kiértékelése ¢és az 4abrazoldsok szamitogép
segitségével torténnek. A programot kimondottan erre a célra irtdk
MATLAB programnyelven. A mérdrendszer és a szamitogép kozott sajnos
nincs on-line kapcsolat, ezért a méréseket a hagyomanyos modon el kell
végezni, és az eredményeket lejegyezni.

A programot a ,,pH-metria Windows” felirata Matlab ikonnal indithatjuk el.
A program nem csak DOS alatt futd .ph kiterjesztésii 4jlt, hanem Excelt is
be tud olvasni. Az adatrogzités az Excel-fajl legels6 munkalapjan
(worksheet, fiil) a bal felsd sarokban kezdve kell rogziteni a titralasi
adatokat két oszlopban. A celldkba szdmokat kell imi (a Windows
alapbeallitasatol fiiggden tizedesvesszot illetve tizedespontot hasznalva). Az
egyes titralasi pontok kozott nem lehet iires vagy érvénytelen sor, mert az a
titralas végét jelezné a programnak.

Példaul: | A | B illetve: | A | B |
Vo 1| 100jakarmi | 1| 100jakarmi |
vl pH1 2| 0] 4,014 2| 0] 4.014|
v2 pH2 3] 055 4,262 3| 0.5 4.262

stb... I -
3 v2, .. a biiretta-

Itt Vo a kezdeti oldattérfogat cm™ben kifejezve, vl,
fogyas, pH1, pH2, ... pedig a mért pH-érték.
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A titralasi adatok beolvasésa:

1.) El6szor valassza a "Load the data of titration" mentipontot.

2.) Vélassza a "from Excel-file" almeniit.

3.) A navigal6 ablakban keresse meg, és nyissa meg a kérdéses f3jlt.

Ennek hatdsara bezarul az Excel-allomany, a titralasi adatok bekeriilnek a
programba, megjelennek a képernyd jobboldalan, tovabba a titralasi gorbe
¢s differencia-hdnyadoséanak rajza is lathatova valik. Ha az abran kiugro
pontot lat, akkor hasonlitsa Ossze a beolvasott és a jegyzOkonyvében
rogzitett adatokat. Az esetek tobbségében ezt elgépelés, hibasan lejegyzett
vagy kihagyott szamjegy okozza. Javitsa az Excel-fajlban a hibas adatot,
mentse a valtozasokat, majd a "Delete or Exit" és "Delete the data of
titration from memory" meniipontokat valasztva a programot alapallapotba
hozva megismételheti a beolvasast.

Az ekvivalencia-pont meghatarozasa:

Az abra felett taldlhatd legdrdiild meniibdl kivalaszthatja a harom Gran-
figgvényt (1-2-3) — az elsé fliggvény az erds sav-erds bazis titralasra
vonatkoz6 Gran-fliiggvény ekvivalenciapont eldtti szakasza, a masodik erés
bazissal torténd titralasok ekvivalenciapont utdni szakasza, a harmadik
gyenge sav-erds bazis titralasok Gran-fliggvényének ekvivalenciapont elotti
szakasza —, a differencia-hanyadost (5), annak reciprokat (4) vagy a savas és
lugos tartomanyra levezetett Gran-fiiggvények kombinacidjat erds illetve
gyenge sav esetére (6-7). Kivalasztasuk utdn az abran ezek grafikonjai is
megjelennek (skalafelirat nélkiil).

1. (VotV)*10™P" a hozzaadott titraloszer térfogatanak (V) fliggvényében
(Vo+V)*10PH a hozzaadott titraloszer térfogatanak (V) fiiggvényében
V*10™" a hozzaadott titraloszer térfogatanak (V) fiiggvényében

dV/dpH a hozzaadott titraloszer térfogatanak (V) fiiggvényében

dpH/dV a hozzaadott titraloszer térfogatanak (V) fiiggvényében

Ha Gran-fliiggvényt valasztott, akkor a legordiild menii felett egy vagy két
"nyomédgomb" is megjelenik. Ha réklikkel, majd az egeret mozgatva az dbra
fele viszi a kurzort, akkor a kurzor nagy szalkeresztté valik, aminek
segitségével egy intervallumot jeldlhet ki a megfeleld Gran-fiiggvényen (az
X-tengelyen). Az intervallumot gy jeldlheti ki, hogy a megfeleld szélsd
pozicidkban lenyomja az egér valamelyik gombjat.

Ha legalabb két titralasi pont talalhato a kivalasztott intervallumban, akkor a
Gran-fiiggvény kivalasztott pontjait kitoltott markerek jelzik. A Gran-
figgvény megfeleld pontjaira egyenest illeszt a program, aminek
zérushelyét (tengelymetszetét) tekinti ekvivalencia-pontnak. Ha ez a titralasi
tartomanyba esik, akkor az illesztett egyenest és az ekvivalencia-pont helyét
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is megjeleniti, és értékét kiirja a képernyd jobb felsdé sarkaba, viszont
ellenkezd esetben nem torténik semmi. Persze az intervallumot helyesen kell
megvalasztania, hogy realis becslést kapjon.

A nyomogombra klikkelve a kivalasztast tobbszor ismételheti. Az
elfogadhatonak tartott ekvivalencia-pont értékeket jegyezze le a
jegyzOkonyvébe. Ha az abrat is meg kivanja 6rizni, akkor a Windowsban
megszokott mdédon az "Alt+PrintScreen" billentylikombinacidval az aktiv
ablak képét vagolapra viheti, és Excelbe vagy Wordbe masolhatja.

Ha befejezte a munkéat, akkor a "Delete or Exit" meniipont segitségével
torolheti a memoridbdl a titralasi gorbe adatait, vagy kiléphet a programbol.
Ha véletleniil bezarja a program ablakat, vagy megszakad a program futasa,
akkor a Matlab interpreter aktiv marad, ezért annak ablakat is be kell még
zarnia, vagy a ">>" prompt utdn beirva a "granwin" szét, az Enter
lenyomaésaval Gjraindithat6 a program:
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SPEKTROFOTOMETRIA

A gyakorlaton bemutatott és alkalmazott Jasco V-770 UV-Vis-NIR
spektrofotometrias  késziilek a  GINOP-2.3.2-15-2016-00008 projekt
keretében, az Europai Unio tamogatdsdaval, az Europai Regiondlis
Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval keriilt beszerzésre.

1. AFENYELNYELESROL

A spektroszkopia és azon beliil a spektrofotometria az egyik legelterjedtebb
anyagvizsgalati mddszer. Elterjedtségét elsdsorban a viszonylag egyszerii és
konnyen hozzaférhetd muszerezettségének koszonheti, hiszen napjainkban
mar alig képzelhetd el olyan laboratorium ahol ne lenne legalabb
egyszerlibb spektrofotométer.

Az elektromagneses sugarzéds, legyen sz6 akir a nagy energidgju
y—sugarakr6l vagy a kis energiaval rendelkezd radiohullamokrol,
kolcsonhatasba 1éphet az adott anyaggal. Ez a kdlcsonhatas abszorpcion (az
elnyelt fény hozza létre a gerjesztett allapotot) vagy sugarzason egyarant
alapulhat (emisszi6 - a gerjesztett atomok bocsatanak ki energiat). Az
elektromagneses sugarzas és a kiillonb6zd anyagi részecskék kolesonhatasan
alapul6 spektroszkdpiai modszereket az alabbi tablazatban tiintettiik fel:
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Tablazat 1. Spektroszkopiai modszerek.

Hullamhossz- Sugarzas & anyag | \ .. jickai médszer
tartomany kolcsonhatasa
05 - , Magssbauer-
Gamma 10 pm Magatmenetek spektroszkopia
0.01 — Belso
Rontgen (X-ray) 16 am elektronatmenetek Rontgenspektroszkopia
(ionizécio)
Tavoli 10 -
ultraibolya 180
(FUV) nm
Ultraibolya 180 - Vegyértékelektronok .
350 2 Spektrofotometria
(UV) nm gerjesztése
350 —
Lahato (VIS) 780
nm
Kozeli 1380_
infravords (NIR) nm Rezgési ¢és forgasi
atmenetek
e 1-30 -
Infravords (IR) um IR-spektroszkopia
Tavoli 30 -
infravoros (FIR) 300 Forgési atmenetek
um
0,3 Forgasi  atmenetek, . .,
Mikrohullamok | mm — | elektronspin Mlkorhulla,m .
1m Atmenctek spektroszkopia
Radidhullamok L - Magspin atmenetek NMR
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A fényelnyelés a régebbi megfogalmazas szerint a két Bohr-féle
posztulatummal értelmezhetd. Az atom ill. molekula stacionédriusan csak
meghatarozott energidju allapotokban lehet. Amig a részecske ezen
allapotok egyikében van, fényt nem bocsat ki €és nem nyel el
Fénykibocsatas vagy elnyelés csak a két stacionarius allapot kozti
atmenetnél lehetséges. A kisugarzott vagy elnyelt foton rezgésszama ¢€s a
molekula ill. atom két energiadllapota kozotti 6sszefiiggés az Einstein-féle
ekvivalencia elvben jut kifejezésre:

E; — E2 = hv = hc/A (h - Plank allando, v - frekvencia, A - hullamhossz)

A Bohr-féle elmélet az energia valtozasokat oOnkényesnek latszo
posztulatumokkal magyarazta meg. A kés6bb kifejlodott
kvantummechanikai targyaldsmod jelentdsége abban van, hogy az
elektronpalydk kvantalasanak Bohr-féle posztulatumait matematikailag
megalapozta.

Az atomok spektrumanal a molekulak spektruma Iényegesen bonyolultabb,
mivel ez utdbbiak elektronjai két vagy tobb mag eréterében mozognak. A
molekula energiaallapotat az elektronok energiaallapota (Ee) az atomok
rezgési (Ey) és forgasi allapota (E,) egylitt szabja meg.

h= E,-E,= (Eel,l - Eel,2)+ (Ev,l - Ev,z)+ (Er,l - Er,Z)

A molekuldk haladé mozgasa nem kvantalt igy ez figyelmen kiviil hagyhato6.
A harom fenti energiaérték koziil az elektron energiavaltozésa a legnagyobb,
nagysagrendileg 1 — 10 eV, azaz 125 nm — 1250 nm hulldmhosszusagu
fotonnak felel meg. A rezgési és forgasi energia valtozasanak megfeleld
frekvencia az infravoros (1 — 50 um) ill. a tavoli infravords és mikrohullamu
(> 50 wm) tartomanyba esik. Ezek az energiaértékek nem fliggetlenek
egymastol, az elektron energiavaltozdsa megvaltoztatja a rezgési és forgasi
energia értékeét is.

Az abszorpciods szinképeket az esetek tilnyomod tobbségében hig oldatban
vizsgaljuk. Ez kozeliti meg legjobban a kolcsonhatdsmentes €s igy
idedlisnak tekinthetd kisnyomasu géaz allapotat. Ilyen koriilmények kozott
folytonos spektrum keletkezik, a kiilonb6z6 kolcsonhatasok eredményeként
egymashoz képest igen silirlin elhelyezkedd vonalak Gsszemosodnak. A
spektrumban jelentkezd maximumok egy-egy savrendszernek felelnek meg,
kivételes esetekben egyes savok kiilon maximumként is jelentkezhetnek.



372

A séavok és savrendszerek helyébdl a vegyiilet ill. kotéstipusokat lehet
azonositani, az abszorpcids savok intenzitdsabol pedig a fényutba esé
molekuldk szdmara, illetve koncentracidjara lehet kovetkeztetni. Az
abszorpcio értékébdl a koncentraciot a Lambert-Beer torvény alapjan lehet
kiszdmitani.

Ha |, intenzitdsu monokromatikus fénynyalab a kozeg 1 cm vastagsagu
rétegén athaladva | intenzitasra csokken, akkor a Lambert-féle torvény
értelmében: 1/1, = 107! vagy maés alakban irva: B = 1/Ilog(l4/1), ahol B a
kozeg Bunsen-féle abszorpcids (régebbi szohasznélat szerint extinkcids)
koefficiense; ami annak a rétegvastagsagnak a reciprok értékével egyenld,
amelyen athaladva a fényintenzitas eredeti értékének tizedrészére csokken.
A kifejezésben | a rétegvastagsagot jeloli. Beer torvénye szerint, ha az
oldoszer nem mutat szelektiv abszorpcidt, az abszorpcios koefficiens a
kovetkezd Osszefliggésben van a koncentracioval: B = ¢-c, ahol € a molaris
abszorbancia (extinkciés koefficiens), ha az | értékét cm-ben, a
koncentraciét mol/dm®3-ben adjuk meg. A molaris abszorbancia adott
hullamhosszon fiiggetlen a koncentraciotol és az anyag mindségére jellemzo
allando. A fenti Osszefiiggések alapjan a Lambert-Beer torvény a kovetkezd
alaku:

|
A:IgTO:s-c-I

2. A SPEKTROFOTOMETRIAS MODSZEREK

Az egyik legrégebbi fényelnyelésen alapuld analitikai modszer a
kolorimetria. A modszer fényfelbontast nem igényel, a referenciat és a

crer

crer
crcr

crer

rétegvastagsdgot addig kell valtoztatni, amig azonos fénymennyiség
abszorbealdodik a két rétegben. A Lambert-Beer torvény érvényessége esetén
a rétegvastagsagok a koncentracioval forditva aranyosak.

A legegyszerlibb fotometrids modszer esetében fényszlir6vel szirt,
kozelitdleg monokromatikus fény halad at a vizsgaland6 oldaton, valamint a
tiszta oldoszeren. Az abszorbanciat a két intenzitds 0sszevetésébdl kapjuk.
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Ma mar a legtobb esctben a teljes spektrum felvételére alkalmas
spektrofotométereket hasznalnak.

A spektrofotometria modszerénél a fényt egy monokromator — prizma vagy
racs — segitségével bonthatjuk szinképére. A monokromatikus fénysugarat
az oldaton illetve az olddszeren engedjiik at, az athaladt fény intenzitasat
valamilyen detektorral (fotoelektron-sokszorozo, diddasor stb.) mérjiik. Az
abszorpcios spektrumbol az anyag szerkezetére, az atomok ¢és molekuldk
sajatsagaira, komplexek szerkezetére stb. kapunk informéciot.

Az abszorpcidés spektrum felvételét analitikai célbol a kovetkezd
szempontok indokoljak:

1. Kvalitativ vizsgalatok:

a) Azonositdst végezhetink a spektrum alapjan. Két anyagot akkor
tekintiink azonosnak, ha abszorpcios szinképiik teljes egészében
megegyezik egymassal.

b) A abszorpciods szinkép alapjan igen egyszeriien eldonthetd egy-egy anyag
tisztasdga ill. szennyezettsége. A szennyezettség meghatirozasanal iigyelni
kell arra, hogy nem minden szennyezére egyforma a kimutathatdsag hatéra.
A szennyezd szelektiv abszorpcidjdnak a mértéke a vizsgalt hullamhossz
tartomanyban meghatarozza a kimutathatosag értéket.

2. Kvantitativ vizsgalat:

a) Abszorpcids mennyiségi meghatdrozasok kidolgozasanal igen fontos a
mérés hullamhosszanak helyes megvalasztasa. Az abszorpcidés savnak
(maximumnak) nem az emelkedd vagy csokkend szakaszan, hanem a
maximuman kell mérniink. Itt ugyanis a legkisebb a rendszeres hibanak az a
része, amely a hullamhossz pontatlan beéllitdsabol és a résszélesség
vizsgélatandl nagy abszorbanciat mutatd savhelyet valasztunk ki, igy
nagyobb érzékenységet érhetink el. A differencidlspektrofotometria-
modszer esetében viszont ,.széles, lapos” maximumot ill. elnyelési savot
valasztunk ki a fokomponens meghatarozasara.

b) Ha tobb anyag keverékébdl valamelyik komponens meghatarozésa a cél,
a zavard hatasok kikiiszobolésénél nagy segitségiinkre lehet az egyes
komponensek abszorpcids spektrumanak ismerete.

¢) Tobb komponensii rendszer mennyiségi meghatarozasat is elvégezhetjiik
az abszorpcids spektrumok intenzitdsdnak mérése alapjan. A klasszikus
spektrofotometria modszerének relativ hibdja 1 — 5%, igy els@sorban a kis
koncentracioban jelenlevd 1Un. nyomszennyezések meghatarozasara
hasznaljak. Az utobbi idében kidolgoztak a differencial spektrofotometria
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modszerét, amivel egy nagysagrenddel nagyobb pontossagot lehet elérni. Ez
a modszer mar fokomponensek meghatarozéasara is alkalmas. A moédszer
relativ hibgja 0,1 — 0,5%.

A spektrofotometria modszerének elénye nagy érzékenysége, nagy
pontossaga, rendkiviili egyszeriisége, gyorsasdga, kis anyagigénye. A
modszer altaldban még akkor is alkalmazhatd, ha az anyag egy adott
spektralis teriileten nem mutat szelektiv abszorpciot, mert redukalva,
oxidalva, vagy komplexet képezve vele mar szelektiv abszorpciot mutathat.
A moddszer hatranya, hogy hozzdvetélegesen tudnunk kell, mik a
meghatarozandd6  komponensek. Adott spektrofotometridas moddszer
alkalmazhatosagat maés analitikai modszerekkel kell ellendrizni. gy a
spektrofotometria hasznalata akkor elényds, ha sorozatmérésekre
alkalmazzuk.

3. A SPEKTROFOTOMETER

A spektrofotométer olyan optikai berendezés, amellyel a gyakorlatilag
monokromatikus fény intenzitasat illetve az intenzitds valtozasat nagy
pontossaggal mérni lehet. A spektrofotométereket tobb szempontbol
osztalyozhatjuk. Az egyik felosztas, a mérés hulldimhossz tartomanya szerint
ismeriink  ultraibolya, lathatd ¢és infravorés tartomanyban mérd
spektrofotométereket. A masik felosztas, a fényelbontds modja szerint
prizmas és racsos spektrofotométereket. Tovabbi felosztas, a mitkddési elv
illetve a felépités szerint megkiilonboztetiink egysugaras, kétsugaras,
valamint szakaszosan miikodé és folyamatosan miikodd automatikusan
regisztrald  spektrofotométereket. A  mindennapi  gyakorlatban a
leggyakrabban kétsugaras és diodasoros fotométerekkel talalkozhatunk.

A spektrofotométer {0 részei:

o sugarforras

° mintatér

. monokromator

° detektor, erdsitd

o kijelzd rendszer (szamitogép)

A sugarforras a lathatd fény tartomanyaban wolfram lampa, az UV
tartomanyban altalaban hidrogén (Gjabban deutérium) lampa, az infravords
tartomanyban globar 1zz6 (SiC) vagy Nernst izzd (ritkafoldfémoxid
keverék). Nagyon fontos a flitéaram fesziiltségének stabilitasa, kiilondsen az
egysugaras késziilékeknél (lasd késobb).
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Mintatérként kiilonb6zé hosszasagu (0,1 — 10 cm) és kialakitasu iiveg,
kvarc, ritkdbban miianyag kiivettdkat hasznalnak. Erdemes megjegyezni,
hogy némely miianyagbol késziilt kiivetta egész j6 optikai tulajdonsagokkal
rendelkezik (pl. ateresztés) igy alkalmas a kozeli UV-tartomdnyban
spektrofotmetrias mérések kivitelezésére (1. abra) mindemellett az ilyen
kiivettak ara tobb nagysagrendekkel lehet olcsobb (pl. egy joO mindségl
kvarc kiivetta ara 25.000 — 35.000 forint koriil van, de 100 darab miianyag
kiivetta ara mindossze csak 1800 — 2500 forint). Lényeges, hogy a kiivettak
fény utjaba keriild6 oldalai egyméssal parhuzamosak, a fénynyaldbra
merdlegesek legyenek, egymastol mért tavolsdguk pontosan meghatarozott
legyen (a Lambert-Beer térvényben ez utdbbi az uthossz, I).

Transzmittancia {30)
100

30 A —_—

6l —_

200 250 300 350 100
Hullamhoszz {tom)

1. &bra. Kiilonb6z6 anyagbol késziilt kiivettak taranszmittancidja a
hullamhossz fiiggvényében.

A monokromator a fényforrds Osszetett fényének felbontasara ill. a kivant
hullamhossztsagii (kozel) monokromatikus fény kivalasztasara szolgal. A
prizmas késziilékek a fénytorés hullamhosszfliggésén (a prizma a fehér fényt
elemeire bontja, a prizma kismérték(i forgatasaval elérhetjiik, hogy a kivant
hulldmhosszsagii fény jusson ki a kilépd résen), mig a racsos
monokromatorok a diffrakcio ill. interferencia jelenségén alapulnak. Az
optikai racsrol visszaverddd fénysugarak interferencidjanak kovetkeztében
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minden hullamhosszra més szogben lesz erdsités, igy a prizmahoz hasonld
szinfelbontast kapunk. A kiilonbség annyi, hogy a raccsal eldallitott
spektrum egyenletes 1épéskozli, mig a prizmanal a felbontas a kék tartomany
felé nagyobb, a voros felé kisebb. A kivalasztott hulldimhosszisagl fényt itt
is a racs elforditasaval juttathatjuk a kilépo résre (pl. egészen jo optikai racs
a CD vagy DVD feliilete). A prizmés késziilékek altalaban fényerdsek, de
hatranyuk, hogy a  kiilonb6z6é  hulldmhossztartomanyokban  a
felbontoképességiik nem azonos, igy a mai modern késziilékekben mar
ritkan haszndljdk. Monokromatikus fény eldallitdsara interferenciaszlird is
hasznalhato. Az ilyen szlir6 lehet pl. iivegre parologtatott vékony
dielektrikumréteg-rendszer, amelyen a rétegvastagsagtol fiiggd interferencia
kovetkeztében sziik hulldamhossztartomanyra van ateresztés a tobbi
visszaverddik.

Detektorként fotocellat, fotoelektronsokszorozot, diddasort hasznalhatnak.
A fotocellat napjainkban inkabb hordozhaté vagy egyéb miszerekhez
detektorként kapcsolt spektrofotométerekben hasznaljak. A fotomultiplierek
altalaban széles hulldmhossztartomdnyban hasznélhatok, és a zajszintjiik is
kedvezébb. A diddasoros detektor eldnye a gyorsasag és széles
tartomanyban érvényes linearitds. Hatrany viszont a kisebb érzékenység.

3.1 Egysugaras spektrofotométerek

Ezek a késziilékek is alapvetden két tipusra oszthatok: kozvetlen kitérésii €s
kompenzéciés elven mikodd berendezésekre. A kozvetlen kitérésii
egysugaras késziilékeknél (pl. Spekol) a fényintenzitassal aranyos
elektromos jel elektronikus erdsités utdn kozvetleniil keriil kijelzésre. A
referencia-oldatot a fényutba helyezve kell nullazni a miiszert (T% = 100, A
= 0), majd a mintdt helyezve a fényutba ehhez képest mérjiik a
fényintenzitds csokkenését. E késziiléktipus eldnyei az olcsdssag, egyszerii
felépités, legtobb esetben kis méret, kevés hibaforras. Sorozatelemzésekhez,
gyari, gyartaskozi elemzésekhez jol hasznélhato.

Hatranyai, hogy érzékenyek a tapfesziiltség valtozasara, a sugarforrds és a
detektor id6ébeli valtozasaira stb.; ezek a hibak a nullpontstabilitasban,
érzékenységben, reprodukalhatosagban, linearitasban jelentkeznek.

A kompenzacioval miikodd egysugaras késziilékek az elobbi késziiléktipus
hibéinak jo részét kikiiszobolik. A detektorbdl kikeriilé elektromos jel egy
kompenzacios aramkorre keriil, amelyben az egyenstlyi helyzetet egy
nullmiiszer jelzi. Itt a mérés a kovetkezd 1épésekbdl all: a mintatarba a
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referenciaoldatot helyezziik és a kompenzacids aramkort egyensulyba
hozzuk, ill. ezt egy automata elektronikus vezérlérendszer végzi. E
késziiléktipusok igen pontos mérést tesznek lehetévé, ugyanakkor
hasznalatuk kissé nehézkes, kiilonosen tobb hullamhosszon torténé mérésnél
(spektrum felvétel).

3.2 Kétsugaras spektrofotométerek

A kétsugaras késziilékeknél a sugarforrasbol kilépd fényt két fényutra
bontjak fel, amelyekbdl az egyik a referenciaoldaton, a masik a mintan halad
keresztiil (2. abra). igy gyakorlatilag a két fényintenzitas (l,, 1) azonos
idében hasonlithatd 0Ossze. Ezzel kikiiszobolddik a tapfesziiltség, az
elektronika, a sugarforras esetleges ingadozasabdl szarmazo hiba.

Triakor

Y
Kilepo rés fj ﬁ

Referencia
Diszperzios
® epység

Belépi rés

Fényforras Forgdszektor Detelkior

Minta

Monokroma tox

2. dbra Hagyomanyos UV-vis késziilék vazlatos rajza (ilyen késziilék
példaul a Varian Cary 1E vagy a Jasco V-770 UV-Vis-NIR
spektrofotométer is).

Ritkdbban alkalmaznak a fényintenzitds mérésére két detektort, mivel nehéz
két teljesen azonos jellemzokkel rendelkezd érzékeldt késziteni. Gyakrabban
a mintatér utan a két fényutat egyesitik, és a fényt egy detektorral alakitjak
elektromos jellé. Ezt Ggy valositjdk meg, hogy a két fényjel (I, és 1)
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felvaltva jelenik meg a detektoron, és a feldolgozo elektronika ezt a
periodikus jelet demodulalva képzi az abszorbancia jelet (A = 1gly/1).

Ehhez a fényfelbontasra altalaban forgoszektort (,,chopper”-t) alkalmaznak
(3. 4bra). Igy elérhetd, hogy megfeleld frekvenciaval hol az egyik, hol a
masik fényutba jut a lampa fénye. E késziilékek biztositjak a lehetdséget az
automatizalasra, spektrumok széles hullamhossztartomanyban torténd
regisztralasara, mert kikiiszobolik az egysugaras késziilékeknél jelentkezo
hibdk zomét. Az ujabb tipusoknal szinte mar természetes tartozék a
szamitogép, ami gyorsabba ¢és kényelmesebbé teszi a méréseket és az
adatfeldolgozast.

I, I,
tiikor szektor I I
zart szektor
———— nyitott szektor

3. abra. A forgdszektor (,,chopper”) véazlatos rajza, illetve a detektorba
érkez6 fény intenzitasa az 1d6 fliggvényében.

3.3 Diédasoros detektorral rendelkez6 spektrofotométerek

A félvezetd fotodetektorok olcsobba valasa tette lehetévé egy Uj
spektrofotométer tipus kialakitasat. Ebben egy (jellemzden 512 vagy 1024
elembdl allo) sor érzékeli a kilépd fényt, amely az un. polikromatorbol
érkezik (4. abra). Azaz a racs / prizma felbontja a fényt, de nem kell
kivéalasztani egy hulldamhosszt, hanem a diddasor, és a hozzd kapcsolt
elektronika egyszerre elemezheti a teljes ateresztési spektrumot. Az ilyen
elven miikodd spektrofotométerekben meglehetdsen nagy energidju fény
halad at a mintdn ezért konnyen eléfordulhat, hogy a nagy energidju fény
fotokémia reakciokat indit be amit érdemes szem eldtt tartani. A miszer
nagy elénye viszont a gyorsasaga, ugyanis egy teljes spektrum felvétele nem
tart tovabb 0,5 — 1 masodpercnél (a kétsugaras spektrofotométereknél ez az
id6 a hullamhossztartomany fliggvényében 60 — 90 masodperc) illetve a
mintateret nem kell a kiils6 fény hatastol elzarni.
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4. abra Diddasoros spektrofotométer vazlatos rajza (ilyen késziilék példaul a
Hewlett-Packard / Agilent 8453 spektrofotométer)

4. A SPEKTROFOTOMETRIA FELHASZNALASI
TERULETE

A spektrofotometridnak, mint analitikai modszernek igen nagy jelentdsége
van mind a szerves, mind a szervetlen kémiai gyakorlatban.

Elvileg minden olyan anyag vizsgalhato, amelynek elnyelése van a lathato,
UV (kozeli IR) tartomanyban. Altalaban érvényes, hogy teljesen ismeretlen
Osszetételll vagy tulsdgosan sok komponensbdl 4all6 mintadknal csak
korlatozottan hasznéalhato. Igen sok mintatipusra és komponensre dolgoztak
ki analitikai eljarast, de szdmos esetben az el6készitd miiveletek bonyolultak
és a paraméterek igen pontos betartasat igénylik. gy is szdmos esetben
léphet fel valamilyen zavardhatds, pl. komplexképzddés, mellékreakcio,
nem szelektiv szinreakcid stb. Ugyanakkor éppen ezekre a paraméterekre
val6 érzékenység teszi alkalmassa a modszert a kiilonb6z6 oldategyensulyi,
reakciokinetikai stb. vizsgalatokhoz.
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Eltérés a Lambert-Beer torvénytol

A Lambert-Beer torvény hig oldatokra érvényes, a gyakorlatban 102107
mol/cm®-nél nincs jelentds eltérés. Toményebb oldatok esetén a térésmutatd
valtozasa miatt az abszorpcids koefficiens allanddsaga helyett az alabbi
kifejezés konstans:

a-n
(n2+2)2

ahol a: az abszorpcids koefficiens, n: a torésmutato

Emellett tomény oldatokban asszocidciés ¢€s szolvatacids jelenségek is
eltérést okozhatnak a torvénytdl. Hig oldatok esetében is tapasztalhatunk
eltérést a Lambert-Beer torvénytol, ezek fizikai és kémiai okokra vezethetok
vissza.

A fizikai okok koziil a legfontosabb az, hogy a mintaba 1ép6 fény nem
teljesen monokromatikus. Ekkor a kalibracios gorbe a koncentracid tengely
felé hajlik. A résszélesség csokkentésével ezt a hatast mérsékelhetjiik, de
ekkor csokken a detektorra jutd fénymennyiség is, amelyet az erdsités
novelésével tudunk kompenzéalni. Ez viszont egylitt jar a zajszint
novekedésével, igy a mérés pontossdganak romlasaval.

Kémiai okokra vezethetjiik vissza az eltérést, ha a vizsgalni kivant
komponens koncentraciovaltozasa nem egyenesen aranyos a mérni kivant
forma koncentraciovaltozasaval. Azaz, ha az oldatban asszociacio,
disszocidcid, szolvatacid, komplexképzddés stb. megy végbe. Ezenkiviil
hatdsa lehet az oldoszer Gsszetételének, a pH-nak, a hdmérsékletnek, egyeb
matrixanyag koncentraciovaltozasanak.

Jellegzetes példa a gyakorlatban vizsgalt indikator koncentracid
meghatdrozasa (lasd késdbb). Kiilonbozé pH-nal a disszocialt és a
disszocialatlan forma ardnya mds-mds, igy természetesen valtozik a
spektrum is. A két forma abszorpcios savjanak viszont van egy kozos
pontja, izobesztikus pont, ahol az abszorpcids koefficiensiik azonos. Itt
megvan a lehetdség a pH-t6l (4ltaldnosan, mint koriilménytdl) fliggetlen
koncentracid meghatarozasra.
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Tobb komponens egymas melletti meghatarozasa

Az elegyek abszorpcids spektruma a komponensek spektrumabol additive
tevodik Ossze.

Aéssz. = Al + A2 +...+ An

fgy elvileg lehetéség van legaldbb n kiilonboz3 hullamhosszon mérve n
komponens meghatarozasara, mivel

Asssz. =€1Cil+eCol+ . +erChl

felirhat6 az 6sszes hullamhosszon.

Mérve a tiszta komponensek abszorpcios spektrumat, a koncentracio
ismeretében €3, €, ... abszorpcids koefficiensek minden hulldmhosszon
szamolhatok. Igy a keverék minta abszorpciojabdl egy n ismeretlenes
egyenletrendszerrel a koncentraciok szamolhatok. Két komponens esetén
(A, B anyag és A1, Ay hullimhosszakon):

Asssz M) = eapCa l + ggpy Ca |

Asssz M2) = eap2)Cal + egpo) Ca |

5. DERIVATIV SPEKTROFOTOMETRIA

5.1 A médszer elvi alapjai

Mind a hattérkorrekcio, mind az atfedo savok kvalitativ és kvantitativ
elemzésre torténd alkalmazhatdsaga szempontjabol az utdbbi évtized
legfontosabb fejleménye volt a derivativ spektrofotometria bevezetése. A
modszer elve (az abszorbancia hulldmhossz szerinti derivalasa) kordbban is
ismert volt, azonban csak a legutobbi években valtak hozzaférhetévé azok a
spektrofotométerek, amelyek mikroszamitogép segitségével képesek a
spektrum felvételével egyidOben a derivalt spektrumokat is regisztralni.

Az abra a része az idealizalt Gauss-gorbe tipusu abszorpcids savot, és annak
1.-4. derivéltjait szemlélteti. A b abran az atfed6 abszorpcids sav
kialakulasat lathatjuk két kiilonb6z6 intenzitastt Gauss-gorbe alakt savbol.
A c abra pedig ezen Osszetett sav 0.-4. derivaltjait mutatja be.
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Mivel a derivalas soran az eredeti fiiggvény maximum- ill. minimumhelyei
zér6 értéket vesznek fel, az inflexiokbol pedig maximum- ill.
minimumhelyek lesznek, a derivalt spektrumok sokkal strukturaltabbak,
mint az eredetieck. Az elsé derivaltnak ¢és altaldban a paratlan szamu
derivaltaknak kisebb a jelent0sége, a gyakorlatban inkabb a masodik ¢és
negyedik derivalt spektrumokat haszndljak, de van példa magasabb rendii
derivaltak alkalmazasara is. A fOcsucs a masodik derivaltban negativ, a
negyedikben pozitiv irdnyud, és mindkettét a rendiiség novekedtével egyre
bonyolultabba valo mellékcstics-rendszer kiséri.

5. dbra Az abszorpcios spektrum derivalasa.
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5.2 A médszer elvi alapjai

A derivativ spektrofotometria a hagyoményos spektrofotometridhoz
viszonyitva négy teriileten jelent eldrelépést:

Kvalitativ analizis. A derivativ spektrumok alkalmasak az alap spektrumban
mutatkoz6 minimalis kiilonbségek kiemelésére. Kiillondsen vonatkozik ez az
izolalt aromas gytirit tartalmazd vegyiiletek finomszerkezetli savjaira.
Monoton hattérspektrum kiejtése a kvantitativ analizisben. A derivalas
szabalyaibol kovetkezik, hogy a konstans hatteret mar az elsd derivalt
eliminalja: Amennyiben a hattér linearis fiiggvénye a hulldmhossznak, a
masodik derivalt lesz zér6d. A negyedik derivalt esetében magasabb rendii
figgvénynek megfelel6 monoton hattér spektrumok is kiejthetok.

Az egyszeriibb hattérproblémék megoldasara gyakran az elsd derivalt is
elegendd, mert rovidebb hullamhossz tartomanyra vonatkoztatva a hattér
kozelitdleg allandonak vehetdé. A hattér eliminacionak ez a lehetdsége
nemcsak a fényabszorpciobol, hanem a fényszorasbol eredd hatterekre is
vonatkozik, vagyis a derivativ spektrofotometria opalos oldatok analizisére
is alkalmas.

Atfedé széles sav elimindldsa keskeny savval rendelkezé anyag mennyiségi
analizise soran. A derivativ spektrofotometria egyik alapvetdé egyenlete
Osszefliggést allapit meg az n-ed rendli derivativ spektrum savintenzitisa
(An), a zéro-rendl spektrum (abszorpcids spektrum) savintenzitisa (Ag) és
savszélessége (W), valamint a derivalt rendiisége (n) kozott. Az egyenlet azt
fejezi ki, hogy a savszélesség novekedtével a derivalt gorbe savjainak
intenzitasa rohamosan csokken. Ebbdl kovetkezik, hogy a derivalassal a
széles €s ¢€les savok kozotti kiilonbség nd.
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6. abra Széles sav eliminalasa a vele egybeesd keskeny sav (X) mérése soran
a 2. és 4. derivalt spektrumok alkalmazasaval (S = X+Y).

Az abran lathatd S abszorpcidés spektrum két pontosan egybeesd, de
savszélességben jelentdsen kiilonb6z6 X és Y komponensbdl all
(Wy =3Wy). Y intenzitdsa mar a 2. derivalt esetében az eredeti 1/7-ére
csokken, a 4. derivalt pedig csaknem beleolvad az alapvonalba. Ugyanakkor
az X komponens ¢és az ered6 S gorbe derivaltja 2. derivalaskor csaknem, 4.
derivalaskor pedig teljesen egybeesik.

Két- vagy tobbkomponensii rendszerek analizise derivativ spektrofotometria
és algebrai modszerek kombinaciojaval. A derivalt spektrumok (kiilondsen a
magasabb rendiiek) erésen strukturalt voltukbdl kovetkezden szdmos pozitiv
és negativ maximumhellyel rendelkeznek. Igy konnyen lehet talalni olyan
hullamhosszakat, ahol a meghatarozni kivant komponens derivalt jele
maximalis, a masiké pedig minimalis. Az algebrai modszerek ismertetése az
anyag kereteit meghaladja, az érdekl6ddk szamara jo Osszefoglalas talalhato
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Gorog Sandor: Spektrofotometrias gyogyszeranalizis c. konyvében
(Akadémiai Kiadd, Budapest, 1993.).

A magasabb rendl derivaltak felvétele és alkalmazdsa az eldnyok mellett
szamos nehézséggel is jar. Egyrészt a derivalas rendiiségének novelésével a
jel/zaj ardny csokken, masrészt az egyre bonyolultabbd valo
mellékmaximum-rendszer zavarhatja a szomszédos csucsok kiértékelését.

5.3 A jel a derivativ spektrofotometriaban

0.12

2p

004

-004
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7. abra. A derivativ spektrofotometrias jel.

A kvantitativ analizis alapja a derivalt spektrum amplitudoja, amely
altalaban egyenesen aranyos a koncentracioval, ezt azonban Uj mérési
feladat beallitasakor mindig ellendrizni kell!

Az amplitudét meghatarozhatjuk:

. a derivalt spektrum zérovonalatdl szamitva;
. a sav két kiindulasi pontjdban meghuzott alapvonaltol szdmitva;
. egy szomszédos maximum ¢és minimum  magassaganak

kiilonbségeként.
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6. GYAKORLATOK

A gyakorlatok soran elkészitett oldatok abszorbcids spektrumait az alabbi
képen lathato Jasco V-770 tipusi UV-Vis-NIR spektrofotometrias késziilék
segitségével vessziik fel.

[ —— ‘

Jasco V-770 UV-Vis-NIR spektrofotométer

6.1. Cr(lll) és Cr(VI) ionok illetve 6.2. Mn(VIl) és Cr(VI) ionok
egymas melletti meghatarozasa

Az a tény, hogy elegyek esetében a minta abszorpcidés spektruma a
komponensek spektrumabol tevddik dssze lehetdséget biztosit koncentracio
meghatarozasra tobbkomponensti rendszerben. Erre tobb gyakorlat is
épiilhet, és a leggyakoribbak kozé tartozik a Cr(IIl) és Cr(VI) ionok illetve
Mn(VII) és Cr(VI) ionok egymds melletti kdzvetlen meghatarozasa. A
gyakorlaton elkészitendd oldatokat az alabbi képen lathatjuk (a képen balrél
jobbra haladva 2,5x10* mol/dm® KMnO, oldat (0,1 M H,SO,-ra nézve),
2x10™ mol/dm?® K,Cr,0- oldat (0,1 M H,SO4-ra nézve), 0,1 M H,SO, oldat
(vak) és egy ismeretlen amely mindkét komponenst tartalmazza (0,1 M
H,SO,-ra nézve)). Ezeket az oldatokat a gyakorlat soran is el kell késziteni
¢s felvenni a mintak abszorpcids spektrumait 300 — 650 nm kozott.
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8. abra A gyakorlaton elkészitendd egyik oldatsorozat (balrél jobbra
haladva: 2,5x10* mol/dm?® KMnO, oldat (0,1 M H,SOj-ra nézve), 2x10*
mol/dm?® K,Cr,07 oldat (0,1 M H,SO4-ra nézve), 0,1 M H,SO, oldat (vak)

¢s egy ismeretlen amely mindkét komponenst tartalmazza (0,1 M H,SO4-ra
nézve)).
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9. ébra. A gyakorlaton elkészitendd egyik oldatsorozat abszorpcios
spektrumai (lila— 2,5x10* mol/dm?® KMnO, oldat (0,1 M H,SO4-ra nézve),
narancssarga — 2x10™ mol/dm?® K,Cr,O; oldat (0,1 M H,SO4-ra nézve), és
piros — egy ismeretlen amely mindkét komponenst tartalmazza (0,1 M
H,SO4-ra nézve).

A spektrumokat elemezve elmondhat6, hogy az ismeretlen minta K,Cr,O; —
koncentracidja  gyakorlatilag megegyezik a standard kromat-oldat
koncentraciojaval oldat (a 420 nm koriili abszorbancia adatokbol
kovetkeztethetiink erre, mivel ezen a hullamhosszon gyakorlatilag csak a
kromation nyel el). Az el6z6 esethez hasonldéan, az 550 nm koriil csak a
permanganationnak van elnyelése, igy az ezen a hulldmhosszon mért
abszorbancia adatok Osszehasonlitdsdval elmondhatd, hogy az ismeretlen
minta KMnO,; koncentraciéja kb. a 80%-a a standard oldat
koncentracidjanak. Az igy leolvasott adatok, csak t4jékozodasul
szolgélhatnak, de az eredmény leellendrzésére hasznalhato. A gyakorlaton

ennél pontosabban kell a koncentraciokat megadni (négy értékes jeggyel).
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A gyakorlat célja:

Az UV-lathato abszorpcids spektrofotométer mitkodésének megismerése, a
Lambert-Beer torvény alkalmazasa, az abszorbancia additivitasanak
alkalmazasa kétkomponensii rendszer esetére.

Feladat:
6.1. Ismeretlen oldat Cr(III) és Cr(VI) tartalmanak meghatarozasa
6.2. Ismeretlen oldat Cr(VI) és Mn(VII) tartalmanak meghatarozasa

Sziikséges anyagok, miiszerek és eszkozok:

Térzsoldatok (0,1 mol/dm® koncentracioju CrCls vagy 0,0382 mol/dm?
koncentracioja Crp(SOy4)3 krom(III) torzsoldatokat lehet hasznalni, 2,5x107
mol/dm®  koncentraciojt  Mn(VII) torzsoldat és 1x10°  mol/dm?

crer

0,25 M H,S0O4 oldat
Folyadékiiveges leoszto (diszpenzer) a savoldat adagolasahoz

A savoldat készitéséhez balesetvédelmi szempontbol sokkal kisebb
veszélytényezovel jaro térfogatméro eszkozt, a diszpenzert, hasznalunk. Az
eszkoz szabalyos haszndlata a kévetkezo.

1. tavolitsuk el a védokupakot a diszpenzer kifolyo nyilasarol.

2. adiszpenzer csapjat allitsuk ,,nyit” pozicioba

3. allitsuk be a megfelelo terfogatot a diszpenzer felsé részének ovatos

eltekerésével

4. Ovatosan toltsiik fel a diszpenzert a felsé egység ovatos emelésével
helyezziik a diszpenzer kifolyo nyilasa alda a lombikot és lassan
engedjiik bele a kivant mennyiségii savat.
6. zarjuk el a diszpenzer f6 csapjat és helyezziik vissza a védokupakot a

kifolyonyilasra.

o

Figyelem: a diszpenzer nem szakszerii hasznalatabdl eredoé karokért az
anyagi felelésség a hallgatot terheli.

3 db 25 cm3-es mérdlombik

3 db 1 cm-es kvarc kiivetta kiivettatartoban
1db 1-5 cm*-es automata pipetta

200 cm®-es f6z6pohar mosogatashoz
Papirtorld
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Elokészités:

6.1. A rendelkezésre allo6 0,1 mol/dm® koncentracioja Cr(Ill) oldatbol 25
cm® 2x10% mol/dm® oldatot, az 1x10° mol/dm® koncentracidju Cr(VI)
torzsoldatbol pedig 25 cm® 2x10™ mol/dm?® oldatot készitiink, melyeknek
kénsav koncentracidja 0,1 mol/dm?® legyen. A spektrofotometrias méréshez

osszehasonlito oldatként 0,1 mol/dm?® kénsavat készitsiink.

6.2. A rendelkezésre 4116 2,5x10°° mol/dm? koncentracioju Mn(VII) oldatbél
25 cm?® 2,5x10™ mol/dm?® oldatot, az 1x10 mol/dm?® koncentraciéji Cr(VI)
torzsoldatbél pedig 25 ecm® 2x10™ mol/dm® oldatot készitiink, melyeknek
kénsav koncentracidja 0,1 mol/dm® legyen. A spektrofotometrids méréshez
Osszehasonlito oldatként 0,1 mol/dm? kénsavat készitsiink.

Mérés:

Az elokészitett Cr(IIl), Cr(VI) illetve a Mn(VII), Cr(VI) és az ismeretlen
oldatok spektrumat 300-650 nm kozott regisztraljuk kvarc kiivettak
segitségével.

Ertékelés:

Vélasszuk ki a spektrumbol a két komponens méréséhez legmegfeleldbb
hullamhosszakat és hatarozzuk meg a Cr(IIl) és Cr(VI) molaris abszorpcios
koefficienseit (¢"*(Cr'"), e (CrY"), €4 (Cr'") ¢s € (CrV") illetve a Mn(VI1)
és Cr(VI) molaris abszorpcids koefficienseit (' (Mn'"), ¢*(cCr'), &+
(MY és "% (Cr'")). A kapott értékek segitségével hatarozzuk meg az
ismeretlen oldat Cr(III) és Cr(VI) illetve Mn(VII) és Cr(VI) koncentraciojat
az aldbbi két ismeretlenes egyenletrendszer megoldasaval (az egyik
egyenletbdl fejezziik ki az egyik koncentraciot, majd helyettesitsiik be azt a
masik egyenletbe. Az igy kapott egyenletet oldjdk meg, majd a kapott
eredményt helyettesitsék vissza az eld egyenletbe).

AM= e x e 1+ () x c(crY |
A= g2 'y x c(Cr'™) 1 + & (Cr) x ¢(Cr') |

A feladat megoldasa bizonyos esetekbe egyszeriisithetd, ha létezik olyan
hulldamhossz ahol csak az egyik komponens nyel el (tehat a masik
komponens moléris abszorbancidja nullaval egyenld). Tételezziik fel, hogy a
CrV' esetére létezik ilyen tartomany (pl. 550-600 nm kozott). Ebben az
esetben az elsd egyenlet egyszerlisodik és a kovetkezd egyenletrendszert
kapjuk:
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Aklz 8k:l.((:rlll) X C(Crlll) I
A= g2 'y x c(Cr') 1 + & (Cr) x ¢(Cr') |

Az elsé egyenletbél a Cr''-koncetracioja kozvetleniil szamolhaté. Majd ezt a
koncentraciot és a meghatarozott molaris abszorbacia adatokat a masodik
egyenletbe helyettesitve a Cr¥' koncentracidja is konnyen szamithato.

Beadando eredmények:
e ACr(ll)-, a Cr(VI) és az ismeretlen oldat abszorpciods spektruma
e Az ismeretlen oldat Cr(l11)-, és Cr(VI) koncentracioja
illetve
e A Cr(VI)-, a Mn(VII) és az ismeretlen oldat abszorpcids spektruma
e Az ismeretlen oldat Cr(V1)-, és Mn(VII) koncentracioja
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6.3. Metilvoros és 6.4. bréomkrezolzold indikatorok
koncentracidjanak meghatarozasa

A sav-bazis indikatorokat sokat hasznalunk analitikai kémiai gyakorlatokon
hiszen a sav-bazis titralasok végpontjelzésére alkalmas vegyiiletekrél van
sz0. Az ilyen indikatorok olyan szerves molekuldk amelyek képesek a kozeg
pH-janak a valtozasat szinreakcidval kisérni, azaz a protonleadasuk vagy
protonfelvételiik utan bekovetkezé molekulan beliili kotésatrendezodéstik
szinvaltozassal jar. Igy a molekula savi vagy bazikus formaja a mas-més
komponensét nyeli el. A szinvaltozas egy adott pH-tartomanyban jatszodik
le amit az indikator atcsapasi tartomanyanak neveziink. A teljes pH skala
lefedheto kiilonb6z6 indikatorokkal erre példat az alabbi tablazat tartalmaz:
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Tablazat 2. Néhany indikator atcsapasi pH-tartomanya, ill. a savi €s bazis
formainak szine.

Indikator Atcsapasi tartomany|[Sav Bazis
Malahit zold 0,2-1,8 sarga -
Timol kék 1,2-2,8 - sarga

Metil sarga 2,9-4,0 - sarga

Metil narancs 3,1-4,4 - sarga
Bromfenol kék 3,0-4,6 sarga
Bromkrezol zold 4,0-5,6 sarga kék

Metil voros 4,4-6,2 - sarga
Bromkrezol bibor 5,2-6,8 sarga -
Bromfenol kék 6,2-7,6 sarga

Fenol voros 6,4-8,0 sarga -
Krezol voros 7,2-8,8 sarga -
Fenolftalein 8,0-10,0 szintelen -
Timolftalein 9,4-10,6 szintelen

Alizarin sarga 10,0-12,0 sarga -
Trinitrobenzoesav 12,0-13,4 szintelen -
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A gyakorlaton vizsgalt két indikator szerkezeti képlete az aldbbi abran
lathato:

10. dbra A metilvords (bal) és bromkrezolzdld (jobb) indikatorok szerkezete.

A taldn leggyakrabban hasznalt sav-bazis indikator a metil vords savas
kozegben piros szinli (az elnyelési maximuma Amax = 522 nm), bazis
jelenlétében pedig sarga szinli (Amax = 419 nm). Savas kornyezetben az
egyik nitrogénatom protondloddsa miatt a konjugdlt rendszer megszakad,
ami lig hozzdadasaval konnyen visszaalakithato. Ez a szerkezeti atalakulés
okozza a szinvaltozast is. Az 11. abra a metilvords kiillonbozé pH-ju oldatait
mutatja be. Az abran jol lathatdé, hogy az abszorbancia nem csak a
koncentracio, de pH fliggvénye is. Tehat kiilonb6zé pH-ji oldatokra, ha az
abszorbanciat a csticsmaximumokon mérnénk nem lenne igaz a Lambert—
Beer torvény, azaz a modszer nem lenne alkalmazhato. A gdorbéknek van
azonban egy kozo0s metszéspontja, amely a pH-t6l fliggetlen abszorbanciat
ad. Ez az Gigy nevezett izobesztikus pont, ahol a két egymassal egyenstlyban
1évo részecskék (formak) molaris abszorpcios koefficiense megegyezik.
Erre a pontra mar alkalmazhat6 a Lambert—Beer torvény, tehit ennek az

crer
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11. abra. A metilvords abszorpcids spektruma kiilonb6z6 pH-ji oldatokban.

A bromkrezolzold indikator esetében a savas kozegben 1évd, fenolos O-
atomon protonalt vegyiilet sarga szinli (Amax = 442 nm), ami lag hatasara kék

szinll (Amax = 613 nm) deprotonalt formaba megy at amint azt az aldbbi dbra
1s szemléltet.
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12. abra. A bréomkrezolzold indikator kiilonb6z6 pH-ju oldatai
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13. dbra. A bromkrezolzold abszorpcids spektruma kiillonbozé pH-ja
oldatokban.

A gyakorlat célja:

Az UV-lathato abszorpcids spektrofotométer miikodésének megismerése, a
Lambert-Beer torvény alkalmazasa, koncentracidé meghatarozas molaris
molaris abszorpcids koefficiensek ismeretében.

Feladat:
6.3. Metilvords indikator molaris abszorpcidés  koefficiensének és

crer

crer

Sziikséges anyagok, miiszerek és eszkozok:
Indikétor tdrzsoldatok (5,0x10™ mol/dm® koncentraciéjii metilvords és
bromkrezolzold térzsoldat)
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crer

készitéshez

5 db 50 cm*-es mérélombik

2 db 1 cm-es mlianyag kiivetta kiivettatartoban
1db 1-5 cm*-es automata pipetta

1db 0,1-1 cm>-es automata pipetta

200 cm?-es f3zépohar mosogatashoz
Papirtorld

Feladat:
Az izobesztikus pont hulldmhosszanak, és ezen a hullamhosszon a
metilvords (illetve bromkrezolzold) molaris abszorpcios koefficiensének

e

crer

Elokészités:

50 cm®-es mérdlombikokba mérjiink be rendre 2,5 — 2,0 - 1,5 - 0,5 - 0 cm®
0,2 mol/dm?® koncentracioju ecetsavat és 0 -1 -2 -4 -5 cm® 0,2 mol/dm?®
natrium-acetat oldatot. A lombikok tartalmat toltsiik fel desztillalt vizzel kb.
40 cm®-ig, majd a rendelkezésre allo 5x10™ mol/dm®-es metilvords (a 6.4
gyakorlat esetében bromkrezolzold) oldatbol adjunk hozza 2 — 2 cmi-t. A
lombikok tartalmat toltsiik jelig desztillalt vizzel és a lombik tartalmat
homogenizaljuk.

Mérés:

Vegyiik fel az elkészitett oldatsorozat és az ismeretlen metilvords illetve
oldat spektrumat Osszehasonlitoként desztillalt vizet hasznalva 350-600
(metilvoros) illetve 400 — 650 (bromkrezolz6ld) nm tartomanyban milanyag
kiivettaban (a milanyag kiivettdk ebben a tartomanyban a {iveg vagy
specidlis iliveg kiivettdkhoz hasonldan jol fényatereszté képességgel
rendelkeznek (lasd az 1. 4brat).

Ertékelés:

bromkrezolzold oldatok spektrumai egy pontban metszik egymadst (u.n.
izobesztikus pont). Hatarozzuk meg a metszésponthoz tartoz6 hulldmhosszat
¢s abszorbancia értéket. Az abszorbanica és a koncentracid segitségével
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(vigyazat mert itt mar nem a térzsoldat koncentracidval kell szamolni hiszen
az 25x-ére higult) szamitsuk ki a szinezék molaris abszorpcios koefficiensét
a kovetkezd Osszefliggés alapjan (az Osszefiiggésben a A jelzés az
izobesztikus pont hullamhosszat jeloli):

A= ¢ xc(sz) x|

Az ismeretlen oldatra olvassuk le az abszorbancia adatot a spektrumbdl az
izobesztikus pont hullamhosszan és az el6z6 1épésben kiszamolt molaris
abszorpcids koefficiens segitségével szamoljuk ki az ismeretlen oldat

crer

Beadand6 eredmények:
e A szinezékek abszorpcids spektruma kiilonb6z6 pH-ju oldatokban
e A szinezék molaris abszorbancidja az izobesztikus pontban
e Az ismeretlen oldat koncentracioja



400

6.5. Szalicilsav koncentracidéjanak meghatarozasa vizes
oldatban kalibracios egyenes segitségével

A hidroxilcsoportot tartalmazo szerves vegyiiletek jol ismert €s széles
korben elterjedt komplexképzok. Nagy jelent6sége van azoknak, amelyek
egymashoz kozel 1év6 -OH csoportokat (pirokatechin) vagy egy -OH és egy
-COOH csoportot tartalmaznak (szalicilsav, sulfoszalicilsav). Ezek szdmos
fémmel nagy stabilitdsu belsé komplex vegylileteket alkotnak, igy azok
mennyiségi meghatarozasara is alkalmasak. A vas(l1l)-ion hig fenol (CgHs-
OH), hidrokinon (CgH4(OH),), pirogallol (CgH3(OH)3), szalicilsav
(CeH4OH-COOH (Mr=138,10 g/mol)) illetve szulfoszalicilsav (SOzH,-
CsH30H-COOH) ligandumokkal intenziv szinnel rendelkezé komplexeket
képez.

Erdemes megjegyezni, hogy a Fe**-ion a felsorolt ligandumokkal tobbféle
stochiometria szerint reagalhat. A szulfoszalicilsavval példaul savas
kozegben pH = 1,8 — 2,5 kozott lila [Fe(Sal)]” komplex kation képez. A pH-
t 4 — 8 kozé allitva vorosbarna [Fe(Sal),] -komplex, mig magasabb pH-n
(pH = 8 — 11,5 kozott) sarga szindi [Fe(Sal)s]*-komplex anion keletkezik
(ahol a Sal*™ a szulfoszalicilsav anionjat jelenti), ami az alabbi koncentracid
eloszlasi gorbén ez jol lathat6 is (14. dbra). Fémion felesleg alkalmazasaval
viszont elérhetd, hogy a Fe(Ill)-ionok [Fe(Sal)]*-komplex formaban
legyenek jelen az oldatban ezéltal lehetdséget biztositva a sulfoszalicilsav
mennyiségi meghatdrozasara (a példa szulfoszalicilsavra vonatkozik, de az
egyensuly, a szerkezetileg analég gyogyszerhatdéanyag hidrolizis
termékeként ismeretes szalicilsav esetére is nagyon hasonlo).
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14. abra. Koncentracié eloszlas a Fe** — Sal> — H* rendszerben c(Fe**) = 1.0
mM ¢és c(Salz') = 3.0 mM koncentracidknal (az eloszlas szamolasdhoz
hasznalt protonalodasi allandokat (ligandum) és Fe(IIT)-komplexek
stabilitasi allandoit a A. E. Martell, R. M. Smith, M. R. J. Motekaitis,
szerzOk altal szerkesztett ,,Critically Selected Stability Constants”
adatbazisbol vettiik (Texas A&M University, Ver 8., 2004)).
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cre

15. 4bra. A Fe(Sal)"-komplexbdl készitett kiilonbdzd koncentracioju
oldatok. (pH = 2,0, c(FeCls) = 9,98x10™ g/cm® a szalicilsav koncentracidja
pedig jobbrol balra haladva a kivetkezok voltak: 2,06x107° g/lcm?®; 4,13x107
g/lcm?; 6,19x10° glem?; 8,25x10™ g/lcm® és 1,03x10™* g/cm®).
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16. abra. A Fe(Sal)'-komplex abszorpcids spektrumai a koncentracio
fiiggvényében (pH = 2,0, c¢(FeCls) = 9,98x10™ g/cm? a szalicilsav
koncentracioja pedig rendre, 0 g/em®; 2,06x10° g/lem®; 4,13x10° g/cm®;
6,19x10° g/cm?; 8,25x10°° g/cm? és 1,03x10™ g/cm®).

A Fe(Sal)*-komplex elkészitett oldatai (pH = 2,0, c(FeCls) = 9,98x10™
g/lcm?® a szalcilsav koncentracioja pedig rendre, 0 g/em?®; 2,06x10° g/lcm®;
4,13x10°° glem®; 6,19x10° g/lcm?®; 8,25x10™ g/lem® és 1,03x10™ g/cm®) a 15.
abran lathatok, az oldatsorozat spektrumait pedig a 16. abra tartalmazza. A
16. abran lathatd spektrumokbol, 525 nm-en kiolvasva az abszorbancia
alabbi kalibracids egyenest kapjuk (17. abra). Excel program segitségével a
kalibracios egyenes egyenlete y = 12100 + 0,00064 melynek segitségével az
abran piros szaggatott vonallal jelolt ismeretlen oldat szalicilsav
koncentracioja konnyen szamolhato (jelen esetben a tengelymetszet olyan
kis érték, hogy annak elhagyasa nem okoz semmiféle hibat, a jelenléte pedig
az adott hullamhosszon FeCl; oldat elhanyagolhatéan kis elnyelésének
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tudhaté be). Az itt bemutatott ismeretlen oldat 525 nm-en mért
abszorbancidjat felhasznalva (A = 0,683) az ismeretlen oldat koncentraci6ja
5.64x10° g/cm3-nek adodik, amely koncentracido egységet a szalicilsav
molaris tomege felhasznaldsaval atalakithaté anyagmennyiség (mol/dmg)
koncentraci6 egységbe.

1.25 1 y =1.210E+04x + 6.371E-04 O
R” = 1.0000
1 - o
g 0.75 A o
Ln
ol
& e — =
= 1
N .
< 05 » !
1
|
0.25 - o I
1
0 . . L . : .
0.0E+00 2.0E-05 4.0E-05 6.0E-05 8.0E-05 1.0E-04 1.2E-04
c(sal) / mg/cm3
17. dbra. Kalibracios gorbe a szalicilsav koncentracidjanak a
meghatarozasahoz.
A gyakorlat célja:

Az UV-lathato abszorpcios spektrofotométer mitkodésének megismerése €s

a Lambert-Beer torvény alkalmazasa. Szalicilsav koncentracidjanak
meghatarozas kalibracios egyenes alapjan, vizes oldatbol.

Feladat:

crer

vizes oldatbol.
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Sziikséges anyagok, miiszerek és eszkozok:

Szalicilsav torzsoldat (1,0 mg/cm® koncentracidju standard szalicilsavoldat
1:10 metanol:viz FeCls vagy Fe,(SO4)s torzsoldat (1,0 v/m %-0s standard
oldat 0,1 M savra nézve

Desztillalt viz

8 db 50 cm®-es mérSlombik (a kalibraciés gorbéhez illetve az ismeretlenhez)
2 db 1 cm-es mlianyag kiivetta kiivettatartoban

1db 1-5 cm*-es automata pipetta (vagy 1 db 5,0 osztott pipetta a kalibrald
oldatsorozat készitéséhez)

10 cm®-es méréhenger (a Fe** sooldat adagolasahoz)

3 db 50-100 cm®-es és 1 db 200 cm®-es f8z6pohar a pipettazas eldsegitésére
illetve a kiivettak oblitéséhez

Pumpett (pipettazo labda)

Papirtorld

Feladat:

A kalibralé oldat sorozat elkészitése és azok illetve a harom parhuzamos
ismeretlen spektrumainak a felvétele 400 — 600 nm intervallumban. Ezt
kovetden ki kell valasztani a megfeleld hullamhosszat és kigytlijteni a
kalibracios egyeneshez sziikséges adatokat (igyekezni kell mindig az
elnyelési sav maximuman vagy lehetdség szerint annak kozvetlen kdzelében
dolgozni).

Elokészités:

Eldszor kapcsoljuk be a spektrofotométert, hiszen annak a munka veégzés
elétt legalabb 30 perccel mar iizemelnie kell a fényforrds iizemi
homérsekletére vald bemelegedéséhez. 50 cm’-es mér8lombikokba a
szalicilsav torzsoldatbol olyan térfogatokat mérjiink be, hogy szalicilsavra
0,00 — 0,07 mg/cm? koncentracié tartomanyban egy 6t pontbol 4116 kalibralo
oldatsorozatot kapjunk. A lombikokba kb. 25 cm?® desztillalt vizet ontiink
majd az oldatok mindegyikéhez méréhengerrel 5,0 cm® FeCls vagy
Fe,(SO4)s torzsoldatot (1,0 m/v%-os) adunk. Ezt kovetéen a lombikokat
desztillalt vizzel jelre allitjuk majd alaposan homogenizaljuk. A kiadott
ismeretlen szalicilsav tartalmi oldatot kvantitativen egy 50 cm®-es
mérélombikba mossuk majd azt desztillalt vizzel jelre allitjuk. Ebbdl a
torzsoldatbol kell 10 cm®es részleteket ujabb tiszta 50 cm®-es
mérdlombikba mérni (3 parhuzamos) amit a kalibralé oldatsorozatnal leirtak
szerint kezeljik (25 cm® desztillalt viz majd 50 cm® Fe** torzsoldat
hozzaadasat kovetden jelre allitjuk a lombik tartalmat és homogenizaljuk).).
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Méreés:

Vegyiik fel az elkészitett kalibrald oldatsorozat és az ismeretlen mintak
spektrumat 400 — 600 hulldamhossz tartomanyban miianyag kiivettakat
hasznalva (a milanyag kiivettdk ebben a tartomanyban a specialis iiveg vagy
kvarc kiivettdkhoz hasonldéan jol fényateresztd képességgel rendelkeznek
(lasd pl. a 1. abrat)). Vakoldatként elegendd, ha vizet hasznalunk mivel a
Fe** és a szalicilsav elnyelése a valasztott hullamhossztartomanyban
elhanyagolhato.

Ertékelés:

Ha pontosan dolgoztunk, a maximumokon mért abszorbancia a koncentracio
fiiggvényében abrazolva egyenes ad, amelyre az ismeretlen harom
parhuzamos abszorbancidja az egyenes kozepe tajan kozel egy pontban
illeszkedik. A kalibraciés egyenes segitségével (milliméter papiron vagy
szamitogépes program (pl. excel) segitségével) az ismeretlen oldat

c ey

crer

ismeretlen oldatban kell meghatarozni).

Beadando eredmények:

o A Fe(lll)-szalicilato-komplex abszorpcids spektruma és molaris
abszorbancidja az abszorpcids maximum helyén

e A kalibraciés egyenes milliméterpapiron vagy excel programbol
kinyomtatva

e Az ismeretlen oldat szalicilsav koncentracioja (mol/dm? illetve
mg/dm? koncentracioegységekben)

e A kapott eredmény szoérdsa a harom parhuzamos alapjan
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6.6. A papaverin koncentracidjanak meghatarozasa vizes
oldatban kalibracios egyenes segitségével

A papaverin egy Opium-alkaloid, melyet foként érgorcsok és néha erektilis
diszfunkcio kezelésére hasznalnak. A papaverin szerkezetében €s hatdsaban
is jelentésen eltér az Opiatoktol, hiszen elsdsorban gorcsoldd hatasu, ami
kozvetleniil a simaizomsejtekre hatva a Ca’*-csatornak gatlasaval valdsul
meg reverzibilisen. Hatdsara csokken a vérnyomas és fokozodik az agyi
keringés. Az emészt6- és a vizeletkivalasztd rendszerben jelentkezd gorcsos
allapotokat egyarant jol oldja.

A papaverin lehetéség  van
spektrofotometrids modszer segitségével, a papaverin aromas rendszerének
UV-elnyelése alapjan.
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19. dbra. A gyakorlaton elkészitendd oldatsorozat abszorpciods spektrumai
(fekete (papaverin torzsoldat) — 4,04 x 102 mg/cm?, kék — kétszeres higitas,
2,02 x 102 mglem?®, zold — 6tszords higitas, 8,08 x 102 mg/em?®, piros —
nyolcszoros higitas, 5,05 x 10~ mg/cm?).

A gyakorlat célja: UV-lathato abszorpcios spektrofotométer miikodésének
megismerése ¢és a Lambert—Beer torvény alkalmazasa. Papaverin
koncentracié meghatarozasa kalibracios egyenes alapjan, vizes oldatbol.

Sziikséges anyagok, miiszerek és eszkozok:

- papaverin torzsoldat (0,04 mg/cm?®, 0,01 M-o0s HCl-ban)

- HCl-oldat (0,01 M)

- desztillalt viz

- 3db 10 cm*-es mérdlombik (a kalibracios gorbéhez)

- 2 db kvarc kiivetta

- 1db 1-5 cm*-es automata pipetta (vagy 1 db 5,0 cm*-es osztott pipetta a
kalibral6 oldatsorozat készitéséhez)
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- 2 db 50-100 cmi-es és 1 db 200 cm®es f8zépohar a pipettazés
eldsegitésére illetve a kiivettak oblitéséhez
- pumpett (pipettazo labda)

- papirtorld
1.0 1
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Feladat:

3
Cpapaverin (mg/cm )

crer

meghatarozasdhoz

A kalibralé oldat sorozat elkészitése €s azok illetve az ismeretlen oldat
spektrumainak felvétele 270 — 370 nm intervallumban. Ezt kdvetden olvassa
le az abszorbancia maximumokhoz (310 nm) tartozé abszorbancia értékeket
a kalibraciés egyenes elkészitéséhez (igyekezzen mindig az elnyelési sav
maximuman vagy lehetdség szerint annak kozvetlen kdzelében dolgozni).
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Elokészités:

Elészor kapcsoljuk be a spektrofotométert, hiszen annak a munkavégzés
elott legalabb 30 perccel mar iizemelnie kell a fényforras tizemi
hémérsékletére valo bemelegedéséhez. 10 cm3-es mérélombikokba a
papaverin torzsoldatbol olyan térfogatokat mérjlink be, hogy 2, 5 és 8-szoros
higitdsokat kapjunk. A lombikokat 0,01 M-os HCI oldat felhasznalasaval
allitsuk jelre. A higitasok elkészitését kovetden vegyiik f6l mind az eredeti
papaverin torzsoldat, mind pedig a higitott oldatok abszorbcios spektrumait
(4 db. spektrum). Utols6 Iépésként vegyiik regisztraljuk az ismeretlen
oldatunk spektrumat is.

Mérés:

Vegyiik fel az elkészitett kalibralé oldatsorozat és az ismeretlen mintdk
spektrumat 270 — 370 hullamhossz tartomanyban kvarc kiivettakat
hasznalva. Vakoldatként 0,01 M-os HCl-oldatot hasznalunk.

Ertékelés:

Ha pontosan dolgoztunk, a maximumon mért abszorbancidk a koncentracio
fliggvényében abrazolva egyenest adnak, amely egyenesr6l az ismeretlen
oldat abszorbancigjanak ismeretében meghatdrozhatdé annak koncentracioja.
A kalibraciés egyenest elkészithetjiik milliméterpapiron vagy szdmitogépes
program (pl. excel) segitségével.

Beadando eredmények:
e A papaverin abszorpcios spektrumai.
e A Kkalibracios egyenes milliméterpapiron vagy programbol
kinyomtatva.
e Az ismeretlen oldat papaverin koncentracioja.
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6.7. Kalmopyrin  tabletta  szalicilsav  tartalmanak
meghatarozasa derivativ spektrofotometriaval

Feladat:

A hatéanyag  (acetil-szalicilsav)  bomldstermékének  (szalicilsav)
meghatarozasa a spektrum 2. derivaltja alapjan kalibracidés gorbe
segitségével.

Elokészités:

monoklor-ecetsav tartalmu etanollal. A torzsoldatbol készitsiink szaraz 10
cm®-es mérélombikokba 1% monoklor-ecetsav tartalmu etanollal 10 - 15 -
Kalmopyrin tablettdt dorzsmozsarban poritsunk el, majd kozvetleniil a
mérés elétt mérjlink be beldle pontosan kb. 0,1 g-ot, 1% monoklor-ecetsav
tartalmu etanollal készitsiink bel8le 25 cm® oldatot. Az oldatot szlirjilk meg
redds sziirépapiron.

Mérés:

Az abszorpcids spektrum és a 2. derivalt spektrum felvétele egy oldat
esetében egymads utan torténik. Vegylik fel az elsd szalicilsav kalibrald oldat
abszorpcids spektrumat 250-350 nm kozott, osszehasonlitd oldatként az
olddszert hasznalva. Majd kapcsoljuk be a 2nd DERIV kapcsolot és az ORD
MIN és ORD MAX értékek megfeleld beallitasa utan a COMPUTE gomb
segitségével allithatjuk eld a spektrum 2. derivaltjat. Az abszorpcids €s
derivalt spektrum egyszerre jelenik meg a monitoron. Ezt kovetden az
eldzdvel azonos modon regisztraljuk a tobbi kalibralo oldat €s a Kalmopyrin
oldat abszorpcios és derivalt spektrumat, azonos méréstartomanyban.

Ertékelés:

Mérjik meg a kalibralé oldatok derivalt jeleit (a 311 nm-en jelentkezd kis
csucs minimuma ¢€s a 329 nm-nél taldlhatdé maximum kozotti tdvolsag) és a
Kalmopyrin oldat jelét (minimum és maximum ko6zotti tavolsag).
Abrazoljuk a szalicilsav oldatokra kapott jeleket a koncentracio
fliggvényében, majd a kalibracios egyenes felhasznalasaval hatarozzuk meg
a Kalmopyrin tabletta szabad szalicilsav tartalmat tomegszazalékban
kifejezve.
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ELLENORZO KERDESEK

2. A molekulaabszorpci6 elvi alapjai, spektrumtipusok.

A lehetséges molekulapalyak relativ energiaszintjei, &tmenettipusok.
Eltoldédasok az abszorpcios spektrumban.

UV/VIS spektrofotométerek alapegységei, fajtai.

Mindségi elemzés.

A mennyiségi elemzés alaposszefiiggése, az ettdl valo eltéréseket
befolyasolo tényezok.

Tobb komponens egymas melletti meghatdrozésa.

Differencial spektrofotometria.

A derivativ spektrofotometria elvi alapjai.

ZH KERDESEK

1. Adja meg az abszorbancia és a fényintenzitas kozotti 0sszefliggést!

2. Adja meg a Lambert-Beer térvényt egy elnyel6 részecske esetén!

3. Adja meg a Lambert-Beer torvényt tobb elnyeld részecske esetén!

4. Mi a feltétele, hogy két anyag egy oldatbol meghatarozhatd legyen? Mi
ennek a menete?

5. Hogyan kiiszoboljiik ki az olddszer és a kiivetta abszorbancidjat?

6. Mi az izobesztikus pont €s mire utal a jelenléte a spektrumban?

7. Milyen technikai korlatok az okai annak, hogy a Lambert-Beer torvény
csak egy adott tartoméanyban érvényes?

8. Milyen feltételeknek kell megfelelni egy szines anyagnak ahhoz, hogy
hasznalhato legyen a gyakorlat végrehajtasdhoz?

9. Sorolja fel a diddasoros fotométer néhany varhatéoan eldnyos, illetve
hatranyos tulajdonsagét a hagyomanyos fotométerhez képest!

10. Milyen megfontolasok alapjan vélasztja ki a haszndlandd
hullamhosszakat a gyakorlata elején?

11. Milyen elényei és hatranyai vannak az egy kiivettdt hasznalé mérési
modszernek?

12. Miért és mivel kell kétkiivettds mérés esetén korrigdlni a mért
abszorbanciakat?
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SZAMOLASI FELADATOK (MINTAPELDAK)

1. 250 cm® 0,0025 M vordsvérlugso (Ks[Fe(CN)s]) oldat készitéséhez
mennyi szilard anyagot kell bemémni? Ar(C)=12,01, Ar(N)=14,00,
Ar(K)=39,10 és Ar(Fe)=55,85. (oldatkészites)

2. A 0,0025 M vordsvérlagsd (Ks[Fe(CN)g]) oldatbél 1, 5, illetve 10 cm®-t

crer

25 cm’-re higitunk. Adja meg az igy készitett oldatok koncentraciojat!
(higitas)

3. 420 nm-en 610,2 M 'em™' a kalium-kromét ligos oldatanak molaris
hogy az oldat varhatdo abszorbancidja 3,0 legyen? (szamolds molaris
abszorbancia alapjan)

4. 500 nm-en 16170 M'cm™' a metilnarancs lugos oldatinak molaris
abszorbancidja. Hany cm® 0,005 M koncentracioju alapoldatot kell 250 cm®-
re higitani ahhoz, hogy a higitott torzsoldat varhat6 abszorbancidja 3,0
legyen? (szamolas molaris abszorbancia alapjan, higitasi feladat)
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MERESEK FLUORIDION-SZELEKTIV
ELEKTRODDAL

1. BEVEZETES

A potenciometria olyan elektroanalitikai modszer, amely soran egy
elektrolitoldatba meriild két elektrodbol Osszeallitott elektrokémiai cella
elektrodjai kozott fennalld potencial-kiilonbséget mérjiik. Az elektrodok
feliiletén kialakulo elektrodpotencidlok kozvetleniil nem hatarozhatok meg,
csak a két potencidl kiilonbségének a regisztraldsara van lehetdségiink. Az
elektrodpotencial (E) ¢és az azt kialakitd elektroaktiv komponens
koncentracidja (c) (pontosabban aktivitasa (a)) kozotti Osszefliggést a
Nernst-egyenlet irja le:

AL

ZF  c.

ahol E, a standard elektrodpotencial, R az egyetemes gazallando, T az
abszolut homérséklet, z az oxidalt és redukalt formak oxidacidsszamanak a
kiilonbsége, F a Faraday-féle szam, mig Co illetve Creq a komponens oxidalt
illetve redukalt formainak a koncentracidja, ugyanis hig vizes oldatok esetén
c = a feltételezésével a koncentracio értékek hasznalhatok. Egy elséfaju
fémelektrod esetén (M fém meriil M™ ionokat tartalmazé oldatba) Creg = 1.
Megallapodas alapjan a hidrogénelektrod potencialjat 0,000 V-nak tekintjiik,
igy elvileg barmelyik elektrod potencidlja szamszeriisithetdé a megfeleld
elektrodokbol dsszedllitott elektrokémiai cella fesziiltségének a mérésével.
Ha a mérés soran az egyik elektrod potencialjat allando értéken tartjuk és a
masik elektrod potencialja a Nernst-egyenlet szerint fligg a mérni kivant
komponens koncentracigjatol, akkor az elektrokémiai cellan mért fesziiltség
felhasznalasaval a keresett komponens koncentraci6ja meghatarozhat6. Az
allando potencidli elektrédot referencia- (vonatkoztatasi, viszonyito)
elektrédnak, mig a masikat indikator- (mérd) elektrodnak nevezziik.
Referenciaelektrodként gyakran haszndlnak Uin. mésodfaju fémelektrodot,
amely egy fémbdl all, amely rosszul oldodo sojat €s a s6 anionjanak egy jol
oldo6dod s¢jat tartalmazd oldatba meril. Ilyenek példaul az eziist/eziist-
klorid vagy a kalomel elektrod (1. abra), amelyek az Ag/AgCl/KCl illetve a
Hg/Hg,Clo/KCl  rendszereket tartalmazzak. Ezeknek a masodfaju
elektrodoknak a potencialja alland6 (ha [Cl ] = 4lland¢6 és T = 4llando).
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Az indikatorelektrod fontos tulajdonsaga, hogy gyorsan és reverzibilisen
valtozasaval. Az indikatorelektrodok egyik fontos csoportjait a
membranelektrodok egy masikat pedig az inert (nemes)fém elektrédok
alkotjak.

A membranelektrédok idedlis esetben csak egy adott ion vagy molekula
mennyiségével aranyos potencialt hoznak létre. Ez tigy alakul ki, hogy a
membran belsd oldalan egy zart térben referenciaoldat van, mig a membran
kiils6 része a vizsgalt oldattal érintkezik. A membran bels6 és kiilsd részén
eltérd toltés alakul ki amely az un. membranpotencialt eredményezi.

csatlakozokdbel

toltényilds

71 | Hg, Hg,Cl, és KCI tartalmi
; [/ szildrd fézis

— _ femszal
iivegfal < M| 4— telitett KCl-odat A
f - livegtest
|
pa \ iivegmembran
( ™
\ 7=~ referenciaoldat
nyilds iivegfritt (Ae)
1. abra 2. abra
Kalomel elektrod Hidrogénion-szelektiv elektrod

Példaul a hidrogénion-szelektiv elektrod (2. dbra) vékony livegmembrant
tartalmaz, amely beliilr6l egy adott pH-ju referenciaoldattal érintkezik. Az
membran kiilsé oldalan eltérd potencidlok alakulnak ki, igy az elektrod —
mivel potencidlja megvaltozik — felhasznalhato pH mérésére. A fluoridion
szelektiv elektrod egy LaF; egykristalyt tartalmaz, amely beliilrél egy

cre

crer

eltérd potencialok alakulnak ki, igy az elektrod [F ] mérésére lesz alkalmas.
A membranelektrodok fenti, valtozo potencialjat ugy tehetjiik mérhetévé, ha
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egy referencia elektrod segitségével elektrokémiai cellat allitunk Ossze és
meghatarozzuk a két elektrod potencialjanak a kiilonbségét.

Az inert fémelektrodok nemesfémbdl (Pt, Au) késziilnek és nem vesznek
részt redoxireakciokban. gy széleskoriien hasznalhatok redoxirendszerek
potencialjanak a mérésére vagy a potencialvaltozassal jaro redoxi titralasok
végbemenetelének a detektalasara. Ha példaul jodidiont (I') és jodot (1)
tartalmazo vizes oldatba platinaelektrodot helyeziink, akkor az elektrod
feliiletén kialakuld potencidl a Nernst-egyenletnek megfeleléen a jodid-
(Cred.) és jod- (Creq.) koncentraciotol fog fiiggni. Ha a mintabeli jodot
natrium-tioszulfat oldattal titralva fokozatosan jodidda redukaljuk, akkor a
platinaelektrédon kialakuld potencidl megvaltozik a valtozd Creg, €S Creqd,
miatt. A platinaelektrodon kialakuld potencialt ugy szamszertsithetjiik, ha
egy referencia elektrod segitségével elektrokémiai cellat allitunk Gssze és
mérjiik a két elektrod potencialjanak a kiilonbségét.

A potenciometrias méréseknek két terlilete ismert. Az Un. direkt
potenciometria soran a mérendé fesziiltség pontos értékére vagyunk
kivancsiak (amelybdl a Nernst-egyenlet alapjan a keresett mintabeli
komponens koncentracidja kozvetleniil meghatarozhato; pl. egy minta pH-
janak kozvetlen mérése). A potenciometrikus titralas soran a keresett
titralas sordn a mért fesziiltség értékeket a titraloszer térfogatanak a
fliggvényében abrazolva titralasi gorbét vesziink fel. A direkt potenciometria
esetén fontos a mérdrendszer kalibracigja, amely Aaltalaban kalibracios
meghatarozasa elétt. pH kozvetlen mérésekor ([H'] meghatarozasa) ezt
ismert pH-ju pufferoldatokkal végezziik. A potenciometrikus titralasok
esetén az ekvivalenciaponthoz tartozd mérdoldat térfogatot keressiik (a
titralasi gorbe inflexids pontja), amelynek helyzete azonban nem fiigg a
kalibralastdl, igy itt a mérdrendszer kiilon hitelesitése nem sziikséges.

2. A GYAKORLAT LEIRASA

A gyakorlat sordn Zymafluor tabletta hatéanyagtartalmat (NaF-tartalmat)
fogjuk meghatarozni direkt potenciometrias modszerrel és potencimetrikus
titralassal. A méréshez  egy  fluoridion-szelektiv  elektrodbol
(indikatorelektrod) és egy Ag/AgCl-tipusu referenciaelektrodbol allo
galvancellat allitunk Ossze és a két elektrod potencidljanak a kiilonbségét
mérjikk egy fesziiltségmérd miszer segitségével. A mért értek allando
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hémérsékleten és pH-n csak a mintabeli fluoridion-koncentraciotol fiigg.
Ismert  fluoridion-  koncentracioji  oldatokban ~ megmérve a
potencialkiilonbséget, majd azt a fluoridion- koncentracié fiiggvényében
abrazolva egy kalibracidés egyenest kapunk, amely felhaszndlasaval a
tablettakbol készitett szuszpenzidk ismeretlen hatéanyagtartalma ([F]),
kozvetleniil meghatdrozhatd. Ez a mérési mddszer annak ellenére kivalo
eredményt szolgaltathat, hogy a tabletta bizonyos segédanyagai vizben nem
oldodnak, igy egy zavaros mintaoldatot kell vizsgalnunk.

A feladat mésodik részében a hatéanyagtartalmat standard addicios

modszerrel hatarozzuk meg. Ennek lényege, hogy a tablettabol készitett
szuszpenzioban a kezdeti, ismeretlen fluoridion-koncentraciét ismert
mennyiségli fluoridion hozziadasaval harom Iépésben megnoveljik és azt
vizsgaljuk, hogy ez mekkora fesziiltségvaltozast okoz.
Az elsé modszer soran a kalibracios egyenes felvételét tiszta fluorid-
oldatban, mig az ismeretlen meghatirozasat egy realis mintdban, a
szuszpenzioban végezziik. Ugyanakkor a masodik modszer soran a
mintamatrixot (vagyis a fluoridionok mellett a szuszpenzidban jelenlevd
egyeb azon komponenseket, amelyek befolyasolhatjak a méromiiszer jelét)
csak kismértékben valtoztatjuk, hiszen az addicid soran a hozzaadott tiszta
fluorid-oldat térfogata igen kicsi az eredeti mintatérfogathoz képest.
flymodon a kétféle modszerrel kapott eredmények sszehasonlitdsa arra is
valaszt adhat, hogy ebben az esetben az egyszerii és gyors direkt mddszer
vagy a kissé tobb mérést igényld standard addiciéos modszer ad-e
megbizhatobb eredményt.

3. GYAKORLATI FELADATOK

A pH/mV méré és az elektrodok elokészitése a méréshez

A Radelkis gyartmanyu mérOmiiszert kapcsolja be, melegedési ideje
20 perc. Az elektrodok mosasat, tisztitdsat, elOkészitését a miiszer
STANDBY allapotaban végezze!

Az indikatorelektrodot, amely egy fluoridion-szelektiv elektrdd, bo
desztillalt vizes mosassal tisztitjuk, ezt kovetden a viz nyomait szlirOpapir
csikkal leitatjuk. Az elektrodot hasznalat utan 10° M-os NaF oldatban
taroljuk.

A mérbcella Osszedllitdsakor specidlis referencia elektrodot
hasznalunk Az tivegfritt €s az oldat koz¢ egy KCl-oldatot tartalmazo kiilsé
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oldatteret iktatunk, amely csupan livegcsiszolaton keresztiil érintkezik a
mintaval, fenntartva az elektromos kapcsolatot. Ez a séhid azt a célt is
szolgalja, hogy megdvja az livegfrittet a zagyos minta altali eltomdodéstol.

A referenciaelektrodot, amely egy Ag/AgCl elektrod, bé desztillalt
vizes mosassal tisztitjuk, majd az elektrodot sziir6papir csikkal szarazra
toroljiik. A csiszolatban végzédé csévet alul ujjunkkal befogva 1 mol/dm?*-
es KCI oldattal néhanyszor atoblitjiik, majd feltoltjiikk, és (gumigytri
segitségével) racsatlakoztatjuk az elektrodra. Ugyeljiink arra, hogy a kiilsé
oldattérben a folyadékszint felette legyen az elektrodtest frittel ellatott
nyilasdnak. Az elektrédot haszndlat utan szétszedve, tisztdn taroljuk. Az
Osszehasonlito elektrod torékeny, ezért a szér- és Osszeszerelést igen
ovatosan végezziik!

A fluoridion-szelektiv elektrod kalibralasa

Egy 250 cm®-es féz6pohérba készitsiik el a kévetkezé alapoldatot:
50 cm”® desztillalt viz + 50 cm® TISAB oldat + 0,1 cm® F -ra_4000 ppm-es
NaF torzsoldat.

A TISAB (Total lonic Strength Adjustment Buffer = Teljes ionerdsséget
allito puffer) oldat osszetétele az tivegén allo cimke szerint:

1 M NaCl-ra ; 0,001 M Na-citrdtra ; 0,75 M Na-acetdtra ;

0,25 M ecetsavra
Szerepe az, hogy a mintakban azonosra dllitsa az ionerdsséget (a NaCl) és a
pH-t (az acetat-puffer), valamint kiszoritsa a Fe(lll) és Al(Ill) komplexekben
esetleg kotott fluorid ionokat (a citrat).
Ezutan tegyiik a féz6poharat a magneses keverd lapjara, helyezziik bele a
lemosott és szarazra tordlt keverdt és elektrodokat, majd inditsuk el a
keverést. Kapcsoljuk a miiszert + mV allasba, és a potencial stabilizalodasa
utan (3-4 perc) olvassuk le a fesziiltség értékét.

Keverés kozben adjuk az oldathoz a 4000 ppm-es fluorid oldat
tovabbi kilenc részletét: 0,1 — 0,1 —01—06—10—1,0—1,0—1,0
— 10,0 cm?-t. (A kis mennyiségeket automata pipettaval, az utolsot hasas
pipettaval.) Minden oldatrészlet hozzdadasa utan varjunk 3 percet, aztan
olvassuk le a miliszeren megjelend potencidl értékét. (Ha sziikséges, akkor
kozben valtunk a +mV és —mV méroallas kozott.)

Az eredményeket foglaljak 10 soros tdblazatba (nem feledve a
legelsd mérést sem).
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4000 ppm F-oldat [F] pF E
cm?® mol/dm® | =—Ig([F]) | mV
1. 0,1
10. | 10,0
A kézvetleniil mért cm® — mV adatparokat rogzitsék egy

megfeleld Excel dllomanyba is. A rendelkezésre allo szamitogépes program
(Excel vagy MatLab) elvégzi az egyenesillesztést, kirajzolja a kalibraciés
egyenest (Emy a pF fliggvényében), és kiirja a szamolt paramétereket. Ha az
egyenes meredeksége lényegesen eltér az elméletileg varhaté 59 mV
értéktdl, akkor vagy a szamitdsok, vagy a mérések soran, 1ényeges hibat
vétettek. Ilyenkor forduljanak a gyakorlatvezetohoz!

A tabletta NaF-tartalmanak meghatarozasa direkt potenciometriaval

25 cmi-es tiszta, szdraz f6zépoharat mérjink le analitikai
pontossaggal. Helyezziink bele egy Zymafluor tablettat, mérjiik le ismét, és
szamitsuk ki a tabletta tomegét négytizedes pontossaggal.

A fOzbépoharban 1évd tablettat nedvesitsik meg néhany tized cm®
desztillalt vizzel, majd lapitott végii livegbottal dorzsoljiik szét. 4-5 cm?®
desztillalt vizet toltsiink a szuszpenzidhoz ugy, hogy kdzben az iivegbotot is
oblitsiik le. A f6z6pohar tartalmat ontstik egy 10 cm®-es mérélombikba, falat
mossuk korbe desztillalt vizzel legalabb kétszer, majd toltsiik jelig.
Vigydzzunk, hogy a viz térfogata ne haladja meg a 10 cm®-¢ az elékészitd
miiveletek sordan!

Ezutan a mérSlombik tartalmat ontsiik vissza a 25 cm®-es
féz6poharba, ¢és adjunk hozza 10 cm® TISAB oldatot pipettaval. A
fozépoharat tegyiik a keverd lapjara, helyezziik bele a szaraz magneses
keverdt és a két elektrodat, majd inditsuk be a keverést! 3 perc véarakozas
utan olvassuk le mért mV-értéket.

A mérés adataibol kiszamolhatd a tabletta fluorid- és NaF-tartalma
mg-ban, majd a tabletta NaF-tartalma tomegszazalékban. (A fluor
atomtomege 18,998 g/mol, a NaF molaris tomege 41,988 g/mol.)
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A tabletta NaF-tartalmanak meghatarozasa standard addiciéval

Az el6z6 mérést folytatva harom alkalommal az oldathoz adunk 0,20
— 0,20 — 0,20 cm® (6sszesen tehat 0,60 cm®) 1000 ppm-es fluorid oldatot, és
mindegyik esetben 3 perc varakozas utan lolvassuk le a potencial értékeket.

Ezzel a mérést befejezték, allitsak le a magneses keverdt, kapesoljak
ki a mérémiiszert, szedjék szét az 6sszehasonlito elektrodat. Az elektrodakat
alaposan mossdk le desztilldlt vizzel, majd mindegyiket helyezzék a
megfeleld tarolod oldatba. Minden tlivegeszkozt desztillalt vizzel is gondosan
mossanak el, és helyezzék azokat és a palackokat az eredeti helyiikre.

A direkt potenciometrids €s standard addiciés (Osszesen tehat 4)
cm®—mV értékpart is irjak le a jegyzOkonyvbe, és a szamitogépes
adatallomanyba:

1000 ppm
F-oldat
cm?

E

mV

pF
=-1g([FD

[F]

mol/dm?®

F-tartalom

mg

NaF-
tartalom
mg

NaF-
tartalom

tomeg%

0,0
0,2
0,2
0,2

Eal G A B

Addiciés mérések atlaga

A szamitogépes program kiszamolja az eredményeket. A
diszkusszidban hasonlitsak 0Ossze a direkt potenciometrids eredményt a
harompontos standard addiciés eredmény atlagaval. Indokoljdk, hogy
melyik eredmény elfogadasat javasoljak.
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