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A nagynyomasu (vagy nagy teljesitményil) folyadékkromatografiat, amely mintegy
40 ¢éve ismert, ma az analitikai és a szintetikus kémia egyik legértékesebb
clvalasztasi eljarasanak tartjuk. Elényei kozé tartozik, hogy a méréseket
szobahdmérsékleten vagy annak kozelében végezhetjiik, igy termikusan érzékeny
anyagok is vizsgalhatok vele, megfeleld szerkezeti anyagok felhasznalasaval pedig
biologiai eredetli mintak is kozvetlenill analizalhatok. A kromatografias
koriilmények  (kolonna  tdltetanyaga, eluens mindsége, stb.) megfeleld
megvalasztasaval szinte minden vegyiiletcsalad és minta vizsgalatara alkalmas, sot
esetenként Osszetett reakcioelegyek komponenseinek tizemi 1éptékii szétvalasztasara
is alkalmazzak. Hozzaért6 kromatografus kezében a HPLC olyan eszkoz, amellyel a
gyogyszerekkel, szerves kémiai vagy biologiai eredeti mintakkal kapcsolatos
legtobb analitikai jellegli probléma nagy pontossaggal és nagy megbizhatosaggal
megoldhato. Elényei mellett nem szabad megfeledkezniink arrdl, hogy még egy
alapkiépitettségli. HPLC késziilék is meglehetésen koltséges. A késziilék
lizemeltetése szintén jelentds anyagi terhet jelent. A legutobbi években elterjeddben
vannak azok a nagyon kis belsé atmérdji, illetve nagyon finom téltetii kolonnak,
amelyekkel az analitikai felbontdképesség megtartasa, sét novekedése mellett a
felhasznalt eluens mennyisége, illetve a sziikséges mérési id6 a korabbi mennyiség
toredékére csokkenthetd. Az ilyen kolonnak egy részét csak a legmodernebb, un.
ultranagy (1000 bar) nyomasu késziilékekben lehet hasznalni. Az altalanos célokra
szolgald kolonnak mellett ma mar szamos, célzottan csak egy bizonyos
vegyiiletcsalad vizsgalatra kifejlesztett kolonnatipusok is hozzaférhetok.
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A KROMATOGRAMOK JELLEMZESERE
SZOLGALO PARAMETEREK

A kromatogram ¢s az abban szerepld csucsok jellemzésére tobb paraméter szolgal,
amelyek kapcsolatat a kiilonféle fizikai és kémiai allandokkal, valamint az
elvalasztasi folyamatban részt vevd komponensek anyagi jellemzbivel a
kromatografia elmélete részletesen targyalja. A tovabbiakban azokkal a
paraméterekkel ismerkediink meg, amelyeket a folyadékkromatografia mindennapi
gyakorlataban hasznalnak.

Szeretnénk kihangstlyozni, hogy a paraméterek nem Oncéluak. Nem azért vannak,
hogy elméleti szamitasokat lehessen velilkk végezni. Az elmélet a gyakorlatban
hasznalt paraméterek magyarazatara, a mélyebb Osszefliggések felderitésére szolgal.
A modern folyadékkromatografia elméletét a gyakorlati tapasztalatokkal dsszevetve
az utdbbi években olyan szamitdgépes programokat fejlesztettek ki, amelyek képesek
elfogadhato pontossaggal elére megbecsiilni egy még soha nem vizsgalt, 0j vegyiilet
kromatografias tulajdonsagait, valamint a kdrnyezeti paraméterek hatasat az
elvalasztasra. Az ilyen programok nagy segitséget jelentenck a moddszerfejleszto
kromatografusok szamara, hiszen az 01j vizsgalatok kidolgozasahoz sziikséges idot a
toredékére csokkenthetik.

Két nagy gyakorlati probléma koriil csoportosulnak a kromatografias paraméterek.
Az egyik probléma az egyedi csucsok megtalalasa, jellemzése, kiértékelése. Ezek a
paraméterek képezik az alapjat a mindségi ¢és a mennyiségi meghatarozasoknak, igy
ismeretiik elengedhetetlen. Az egyedi csucsokra vonatkozd paraméterek azonban
nem adnak felvilagositast az egyik csucsnak a masik csucshoz viszonyitott
helyzetére, két vagy tobb csucs szétvalasara vonatkozoan.

A masodik problémakoér, amivel a kromatografiaban foglalkozni kell, a csticsok
egymashoz vald viszonyanak, az elvalasztas josaganak, szelektivitasanak a
megadasa, a kromatogram egészének a mennyiségi jellemzése. Ezekkel a
paraméterekkel tudjuk azt megadni (és bizonyitani), hogy a mddszeriink valoban
alkalmas a vizsgalt komponensek mennyiségi és min6ségi vizsgalatara. Minden
egyes kromatografias modszert (annak publikalasahoz, vagy az altala nyert adatok
barmilyen szinten torténd hivatalos elfogadtatasahoz) ezekkel a paraméterekkel
jellemezni kell.
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A hivatalos vizsgalatokat altalaban a kiilonb6z6 nemzeti vagy nemzetkozi
szabvanyokban megadott modszerekkel végzik. A szabvanyositott modszerek nem
azt irjak el6, hogy konkrétan melyik gyartd milyen késziilékén és kolonnajan kell a
mérést végezni (bar a teljes mérésre vonatkozolag egy-egy kidolgozott példat
altalaban bemutatnak). Ehelyett azt adjak meg, hogy ilyen vagy olyan tipusii
kolonnan végezve a mérést az eljarasnak teljesitenie kell a megadott paramétereket
(pl. csucsfelbontas, kapacitasfaktorok tartomanya, a mennyiségi kimutatas also
hatara, szoras, linearitds, stb.) és azokat a modszer laboratdriumi beallitasakor
megfeleléen bizonyitani és dokumentalni kell. Sorozatmérések koézben ellenérzo
standardok felhasznalasaval folyamatosan figyelni kell, hogy a mérérendszeriink
teljesiti-e az eldirtakat. Mig a gazkromatografiaban egy-egy kolonna élettartama
akar tiz év is lehet és egy jol beallitott gazkromatografias modszer akar hdnapokig is
stabilan miikodik, a folyadékkromatografidban a kolonndk csupan néhany hoénap
¢lettartamuak és a kolonna Oregedése miatt rovid idén beliil is nagyon sokat
valtozhatnak a retencids paraméterek. Nyilvanvalo, hogy a HPLC-s gyakorlatban
kiilondsen fontos a mérések folyamatos ellendrzése.

Alapfogalmak

Az alapvonal és a kromatografias csucsok viszonya

Az 1. abran azokat a paramétereket tiintettiik fel, amelyeket egy kromatogramban
szerepld csucs jellemzésére hasznalunk. A paraméterek tobbsége kozvetleniil a
kromatogrambdl meghatarozhatd kisérleti adat, az inflexiés pontokra illesztett
egyenesek altal az alapvonalbol kimetszett wp alapvonalon mért csticsszélesség
azonban szamitott érték. Minden kromatografiass mérés a minta injektalasaval
kezdédik, az injektalas pillanatahoz tartozik a t=0 idOpont. A vizsgalat soran a
detektorjel idébeli valtozasat rogzitjilk, a kapott idé—jelintenzitas gorbét
kromatogramnak nevezziik. A kromatogramban két tartomany valtakozasa
figyelheté meg, az egyik az alapvonal, amely jellemzéen egy kozel vizszintes
egyenes, a cstcsok pedig az alapvonalbol kiemelkedé hegyek vagy dombok. Az
alapvonal a csucsok alatt is folytatodik, ilyenkor az alapvonalat a csucs kezdetét és
végét jelzO pontokat 0sszekotd egyenes hatarozza meg.

Az alapvonal jelét kinagyitva lathato, hogy a kromatogram pontjai nem egy tokéletes
egyenes vagy valamilyen szabalyos gorbe mentén helyezkednek el, hanem egy zajos
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kisérleti gorbét alkotnak. Hogyan lehet azt eldonteni, hogy egy kromatogramban mi
tekintheté csucsnak és mi zajnak? Az alapvonal egy kivalasztott tartomanyaban a
zajszint a tartomanyon beliili mérési pontok intenzitds maximuma és minimuma
kozotti  kiillonbség. Azokat a pontokat tekintjilk cstcsnak, amelyeknek az
alapvonalhoz viszonyitott intenzitdsa eléri vagy meghaladja az alapvonal
zajszintjének a haromszorosat. (Van olyan orszag, ahol az alapvonal zajszintjének a
kétszerese a hatarérték.)

Hogyan hatarozza meg a szamitogép a csucs kezdetét és végét? A kromatografias
szoftverek alapértelmezésben olyan adatelemz6 beallitasokat tartalmaznak, amelyek
az atlagos csucsok megtalalasat automatikusan biztositjak. (A beallitasokat a
kromatografusnak a mérések soran a konkrét kromatogram tulajdonsagait
figyelembe véve pontositania kell.)

A kromatogramokban altaldban sok ezer vagy tizezer mérési pont van
(masodpercenként 5-20 képzodik, a beallitastol fliiggden). Ilyen nagy adathalmaznal
lehetdség van arra, hogy pl. 6tosével vagy kilencesével csoportokat alkossunk az
egymas utan kovetkezé pontokbodl és kiszamitsuk a csoportok atlagat. Az atlagul
kapott értéket a csoportok kdzepéhez rendeljiik hozza. Ezutan a két egymas utan
kovetkez6 koOzéppontra egy egyenest hizunk, és kiszamoljuk az egyenes
meredekségét. Amennyiben a meredekség abszolut értéke eléri vagy meghaladja a
programban megadott hatarértéket, akkor azt mondjuk, hogy a masodik tartomany
kozéppontja lesz a csucs kezdete (illetve a lefutd agban ha a hatarérték ala csokken,
akkor a csucs vége).

Onmagaban ez a médszer még rengeteg hamis csticsot adna, hiszen esetenként az
alapvonalnak is jelentds ingadozasa van, gyakoriak a rovid élettartamu zajok,
amelyek meghaladjak az alapvonal zajszintjének a haromszorosat és a fenti
meredekségi kivanalmat, igy alkalmasak lehetnek a szoftver megtévesztésére. Eppen
ezek kikiiszobolésére egy masik paramétert, az Gn. minimalis csucsszélességet is
hasznaljuk, 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
valadi cstcsnak, amelyek szélessége nagyobb a beallitott hatarértéknél.

Vannak esetek, amikor nem akarjuk a rendkiviil kis csucsokat is kilistdzni, mert csak
a f6 komponenseket keressiik. Ilyen esetekre Iétezik egy harmadik beallitasi
lehet6ség, ez pedig a minimalis csucsteriilet értéke. Csak azokat a csticsokat fogja a
szoftver az eredmények kozott felsorolni, amelyek integralértéke (teriilete)
meghaladja az altalunk beallitott hatarértéket.
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Az egymassal atfedésben 1évO csticsok pontos, hiteles integralasa rendkiviil nehéz,
problematikus feladat. A kapott eredmények gyakran nem is teljesen egyértelmiiek.
Bar minden kromatografias szoftver szamos lehet6séget ad az atfedd csticsok
kezelésére, a szabvanyokban rogzitett modszerek tobbsége csak a teljes alapvonali
elvalast fogadja el. Ha az nem teljesiil, addig kell a kromatografias modszert

fejleszteni, amig jo nem lesz.
A inflexiés pontokhoz
huzott érint6k

csucsszélesség (w)
0,607 h magassagnal
( = 2*szigma)

detektor jel

inflexiés pont
inflexiés pont

csucs alatti teriilet

zajszint

csucs vége

csucs kezdete

alapvonal Ws.

0 t, i t

1. abra A kromatografias csticsok jellemzésére szolgalo legfontosabb paraméterek.

Egyetlen csucs jellemzésére szolgalé paraméterek

A retenciés id6 (tr) az az idGtartam, amely a minta injektalasanak pillanatatdl a
csucs intezitdas maximumaig eltelik. A HPLC-s gyakorlatban a retencios id6
fogalmat hasznaljuk a leggyakrabban. Mas kromatografids technikaknal (pl.
gélkromatografianal) elterjedt a retencios térfogat hasznalata (Vy). A retencids
térfogat a mozgd fazisnak az a térfogata, amely az injektalastol a kromatografias
csuics maximumanak megjelenéséig aramlott at az oszlopon. A retencids térfogat a
retencios id6bol és a térfogati aramlasi sebességbdl (F, flow) a kovetkez6 modon
szamithat6 ki (feltéve, ha az aramlas egyenletes volt):
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VR = tR'F

Forditott fazisi kromatografidban egy anyag retencios térfogata kozvetlen
kapcsolatban van az anyagnak az all6 és a mozgd fazis kozotti megoszlasi
hanyadosaval (K) a kovetkez6 egyenletnek megfelelden:

Vi = Vi + K-V,

ahol V,, a kolonnan belill a mozgofazis, V pedig a kolonnan beliil az allofazis
térfogata.

Azok a komponensek, amelyek nem 1épnek kolcsonhatasba az allofazissal, gyorsan
¢s akadalytalanul atjutnak az oszlopon. Az ilyen, vissza nem tartott anyagok
atjutasahoz sziikséges 1d6t holtidének (ty), a holtidéhoz tartozo elicids térfogatot
holttérfogatnak (Vo) nevezziik. A holttérfogat elméletileg az allofazis szemcséi
kozotti tér, valamint a szemcsék belsejében 1évo iliregek és csatornak egyiittes
térfogatat adja meg.

Nyilvanvalo, hogy a kolonna méretei, valamint a tdltet porozitasa nagysagrendileg
alapvetéen meghatarozzak a holttérfogatot. Minél hosszabb és minél nagyobb
atmér6jl a kolonna, annal nagyobb a holttérfogata. Minél kisebb porozitasu (minél
tomorebb) az allofazis, annal kisebb a hozzajarulasa a holttérfogathoz.

A kisérletileg meghatarozott holttérfogat az elméletileg vart értéktdl kisebb. Azt,
hogy a szemcsék belsejében mekkora a valéban hozzaférhet térfogat, azt az
allofazis anyaganak porusméret eloszlasa, a porusok feliiletének mindsége, az eluens
mindsége, az aramlasi sebesség ¢és a holtidd méréshez hasznalt vegyiilet
tulajdonsagai egylittesen hatarozzak meg.

A holttérfogat pontos kisérleti meghatdrozdsa néha igen nehéz Ichet az
elvalasztasban részt vevd folyamatok sokfélesége kovetkeztében. Nem mindegy,
hogy kémiailag milyen tulajdonsagt, ill. fizikailag mekkora méretii a holttérfogat
méréséhez hasznalt molekula. Nagy molekulak példaul nem férnek be a nagyon kis
porusokba, igy nem is mérhetik azokat. A forditott fazisi folyadékkromatografiaban
a holttérfogat kozelitdé pontossagii mérését deuteralt oldoszerekkel, tiokarbamiddal
vagy uracillal végzik. Az ezekkel kapott eredmények a gyakorlat szamara mar
elfogadhatoak. A pontos értéket a homoldg sorozatokra kapott kapacitasfaktorok
logaritmusanak (log k’) nulla szénatomszamra torténo extrapolalasaval hatarozzak
meg.

10
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Egy komponens retencidjanak a valodi mértékét nem a retencids térfogattal v.
retencios idovel fejezziik ki, hanem a kapacitasfaktorral v. kapacitastényezével (k°),
ami a redukalt retencios térfogat (Vrg—V) és a holttérfogat (Vo) hanyadosa.

Vi-V, tg-F—t,-F _(ty —t,)-F

k!

v, t,-F t,-F

A kapacitasfaktor jelolésére a HPLC-s gyakorlatban hagyomanyosan a k’-t
hasznaljak. Az ITUPAC mar hosszl id6 6ta a vesszO nélkiili k& hasznalatat tartja
szabalyosnak, de a konyvek, cikkek nagyobbik hanyada a régi jelolést alkalmazza.
Ebben a jegyzetben éppen a hozzaférhet6 irodalommal valé kompatibilitas miatt
meghagytuk a régies jelolést, de legyiink tisztdban az 1) szabalyokkal!
(Torténelmileg azért hasznaltak a k’ jelolést, hogy ne lehessen Gsszekeverni a K
egyensulyi allandoval, amit akkoriban gyakran kis k betiivel irtak.)

A HPLC-s mérések soran a térfogati aramlasi sebességet altalaban allando értéken
tartjuk, igy a F térfogati aramlasi sebességgel vald egyszerisités utan a képlet a
kovetkez6 modon egyszeriisodik:

Ha nagyon egyszerii rendszerrel dolgozunk (pl. 1-3 jél elvaldo komponens mennyiségi
meghatarozasa, semmi zavar6 ismeretlen vegyiilet) és semmilyen mas kizar6 okunk
sincs, akkor a gyakorlatban altalaban arra toreksziink, hogy a k’ értékek Iehetdleg a
k’=2-5 tartomanyba essenek. Konkrét példan bemutatva ez azt jelenti, hogy egy 10
cm hosszisagu, hagyomanyos kolonnan mérve, amelyen a modszer szerinti holtidé
t©=0,8 perc, a retenciés idoket praktikusan a 2,5-5 perc tartomanyba érdemes
allitanunk.

A k’-re vonatkozo el6bbi utmutatas nem azt jelenti, hogy ennél hosszabb retencios
idok feltétleniil rosszak lennének, csupan azt, hogy ha nem sziikséges, akkor nem
kell hosszii mérési id6t hasznalni. Ilyen rovid idonél még gazdasagos az
oldoszerfelhasznalas, a csticsok mar jol szétvalnak, a diffuzid okozta sadvszélesedés
még kicsi, ezért a csucsfelbontas altalaban elegendGen nagy.

A kapacitasfaktor kozvetleniil az alld6 és mozgd fazisokban oldott
anyagmennyiségekbdl (ng ill. ny,), illetve az alld és mozgod fazis térfogataibol (Vs, ill.
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Vm) szarmaztathatd. Amennyiben felhasznaljuk a megoszlasi hanyados (K=cy/c,,)

crer

A visszatartott komponens retencioja tehat kozvetlen kapcsolatban van a két fazis
kozotti megoszlasi folyamat termodinamikajaval. Fontos azonban felfigyelniink arra,
hogy a K-val jellemzett statikus egyensuly beallasahoz szamottevé idére van
szikség, ami dinamikus, folyamatosan aramlo rendszereknél nem valdsul meg,
ugyanis a fazisokon beliili, valamint a fazisok kozotti kozotti anyagatadassal
kapcsolatban gatlasok Iépnek fel.

A K értékét legjobban a megoszlasi folyamatban részt vevé két fazis anyagi
mindségének (azaz a kolonna toltetének ¢és az eluens Osszetételének)
megvaltoztatasaval érhetjiik el. A k’ értékét kisebb mértékben az 4llo és mozgo fazis
térfogataranyaval is befolyasolni lehet. Minél nagyobb az allofazis térfogata a
mozgofazis térfogatahoz képest, annal nagyobb a k’ értéke.

A forditott fazisu kromatografiaban a kapacitasfaktor értéke a kromatografias
megoszlasi folyamat szabadenergiavaltozasaval aranyos. A 2. abran a két fazis
kozotti megoszlas révén kialakuld koncentracioprofil lathatdo az aramléo mozgd
fazisban, illetve az 4ll6 fazisban.

eluens aramlasi iranya

a minta koncentraciéja
a mozgé fazisban \ anyagtranszfer a mozg6
/ fazisbol az all6 fazisba

mozgo fazis
allé fazis

a minta koncentracidja
anyagtranszfer az allé az all6 fazisban
fazisbol a mozgo fazisba
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2. dbra Az anyagtranszport mechanizmusanak és a koncentracio profilok
kialakulasanak szemléltetése forditott fazist kromatografias elvalasztas esetén.

Fizikai-kémiai tanulmanyainkbol tudjuk, hogy egyensulyi folyamatoknal az
egyensulyi allandé és a folyamat szabadentalpia valtozasa kozott a kovetkezo
Osszefliggés van:

RT-lhK =-AG’
Adott kolonnan a K megoszlasi hanyados és a k’ kapacitasfaktor csak egy konstans
szorzotényezoben kiilonboznek, tehat a kapacitasfaktor egy egyensulyi allando

jellegli, termodinamikai mennyiség. Az el6z0 egyenletet atirhatjuk a kovetkezod
formaban:

RT-Ink'=-AG’ -RT:Inc
ebbdl az In k-t kifejezve:

—~AG" - TA —-AH A
= AG —lnc:AHi_'_s—lnc:7+—s—lnc
RT RT RT R

Ink'

Az In k’ homérsékletfiiggését az egyenlet T szerinti derivalasaval kapjuk, igy jutunk
el az elvalasztasi folyamat hémérsékletfliggését leird van’t Hoff egyenlethez:

dink’ AH_
dT  RT?

ahol a AH,_,,,, az allébol a mozgo fazisba torténd anyagatmenet entalpiavaltozasa.

Mivel a folyadékkromatografiaban az allo és mozgd fazis kozotti anyagatmenet
soran az entalpiavaltozas (AH,.,) viszonylag kicsi, a homérséklet kis mértéki
megvaltozasanak csak nagyon kis hatasa van az elvalasztasra. A gyenge
homérsékletfiiggés ellenére igényes, nagy pontossagu elvalasztasoknal ma mar
elvaras a kolonna termosztatok hasznalata.

Vannak olyan HPLC-s moddszerek, amelyek soran nem csak szobahémérséklet
kozelében, hanem megemelt hémérsékleten (40-90 °C) dolgoznak. Természetesen
csak akkor van lehet6ség ezekre a vizsgalatokra, ha a minta komponensei elegendden
hoalldak. Legujabban mar 100 °C kornyezetében 1évé vizzel is torténnek
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vizsgalatok, szerves modositok hozzaadasa nélkiil. A csak vizet hasznalé modszerek
kornyezetbaratok és olcsok, de csak a vegyiiletek sziikebb koréhez alkalmazhatok és
a kolonnakkal szemben is nagy kihivast jelentenek.

A homérséklet fiiggvényében a folyadékok viszkozitasa és az oldott komponensek
diffaziés allanddja is nagyon jelentésen valtozik, ezeken keresztiil modositani
(javitani vagy rontani) lehet a kromatografids elvalasztasi folyamatokat. A
viszkozitas a homérséklet emelésével rohamosan csokken, ami Iehetévé teszi, hogy a
korabbinal nagyobb aramlasi sebességet is hasznalhassunk anélkiil, hogy a
késziilékiink felsd nyomashatarat elérnénk. A hdmérséklet emelkedésével azonban a
diffaziés allandd nd, ami szélesiti a csicsokat, rontja az elvalasztast. A lecsdkkent
viszkozitas altal lehet6vé tett nagyobb aramlasi sebességgel kompenzalni, sot
meghaladni lehet a diffizié novekedésének a negativ hatasat, ezért a kromatografias
koriilmények megfelel beallitasaval magasabb homérsékleten gyorsabb és élesebb
elvalasztasokat lehet elérni.

A cstcsmagassag 60,7%-anal mért szélességet a csucs szélességének (w), az 50%-
nal mért szélességet a csucs félmagassagban mért szélességének (wy,), a csucs
felfuto és lefutd agahoz az inflexios pontoknal illesztett érintdk altal az alapvonalbol
kimetszett szakasz hosszat pedig a cstcs alapvonalon mért szélességének (wg)
hivjuk.

A mennyiségi meghatarozas alapja a kromatografidban altalaban a cstcs alatti
teriilet (A), ami az alapvonal és a csucs altal bezart teriiletet jelenti. A teriilet
konkrét mértékegysége a szoftver beallitasatol és a detektor altal kibocsatott jel
tipusatdl fliggden valtozo, de a dimenzidja mindegyiknek jelintezitas*id6 (tipikusan
mV*perc vagy mV*s). A detektortol fliggdenEgyes esetekben a csucsok teriilete
helyett a csucs magassagat hasznaljak a mennyiségi meghatarozashoz. Abban az
esetben, amikor a detektorjel az anyagi mindségtdl fliggetleniil csak a komponensek
koncentraciojatdl fliigg (pl. RI detektalds), az Osszes vizsgalt anyag teriiletét
Osszeadva néha a teriilet szazalékos kiértékelést is hasznaljak. A legtipikusabb UV
detektalasnal az egyes komponensek fényelnyelése a komponens spektrumatol és a
detektalasi hullamhossztol fligg, ezért teljes mértékben alaptalan egy termék
tisztasagat teriilet szazalékos alapon kifejezni.

Nagyon sokat elarul a kromatografias koriilmények milyenségérél a cstcsok
szimmetridja. Altalaban a 10% csucsmagassagnal mért aszimmetria faktort
hasznaljak, de mas magassagban mért aszimmetria faktorok is ismertek. Az Asj,
aszimmetria faktor megadja azt, hogy ha az alapvonallal parhuzamosan, 10%-os

14



Elvalasztastechnika gyakorlat — HPLC

magassagnal elvagjuk a cstcsot, akkor ezen az egyenesen mérve a cstcs kozepétol a
csucs végéig mért tavolsag (b) hanyszorosa a csucs kdzepétdl a cstlcs elejéig mért
tavolsagnak (a). Az 1. abran lathato jelolést hasznalva az aszimmetria faktor értéke:

As,, = b

Elméleti szamitasok szerint még idealis koriilmények kozott is van a csucsnak egy
nagyon kis mértékii természetes elnytlasa (azaz b>a). A kovetkezO abran a két
tipikus csucsalak-torzulas lathatd, ezek a csucs elhuzodasa (elterjedt angol
kifejezéssel: tailing), valamint a csucs eldrenyulasa (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 tilsagosan lasst
az anyagtranszport az all6 fazison beliil. Ennek a leggyakrabban tulsagosan erds
kolcsonhatas az oka az analit és az allo fazis, vagy az allo fazist hordoz6 szilard
anyag kozott. Tipikusan ilyen alakiak a nagyon bazisos anyagok csucsai szilikagél
hordozods, nem tokéletesen véglezart forditott fazisu kolonnakon. A fronting hatés
leginkabb akkor jelentkezik, ha az anyagtranszportot a mozgo fazisbdl az allo
fazisba valamilyen ionos jellegli kolcsonhatas akadalyozza. Gyenge savak vagy
bazisok esetén példaul ha az eluens pH-ja nem megfelel6 értékii, akkor a forditott
fazison a megoszlasi egyensuly mellett még egy disszociacios egyensuly is fennall,
ami akadalyozza a disszocialt és disszocialatlan részecskék szétvalasat, az ionos
jellegli részecskék mintegy eléreszaladnak a kolonnan.

Tailing Fronting

0 t o t
3. abra A HPLC-ben tapasztalhatd cstcsalak-torzulasok

Fontos, hogy az aszimmetria faktor szamszer(i értéke alapjan el lehessen doénteni,
mennyire megfelelék a koriilmények a mennyiségi vagy mindségi elemzés szamara.
Tokéletes alakinak azokat a csucsokat tekintjiik, amelyeknél az As;, = 0,9-1,4. Az
ilyen csucsok esetén a retencios id6 allandd, nem fiigg a koncentraciotol, a csics
tartomanyba esik, akkor a koncentraciotdl fliggden a retencids id6 kissé valtozik, de
mennyiségi meghatarozasra még lehet6ség van. A torzult csucsalaknak azonban az a
kovetkezménye, hogy a kozeli cstcsok esetleg nem megfelelden valnak szét.
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Amennyiben az As) eléri vagy meghaladja a 3-at, akkor a retencids id6 a mennyiség
fiiggvényében jelentdsen valtozik, mindségi azonositasra mar csak sziik koncentracio
tartomanyban alkalmas. Az integralast nem lehet pontosan elvégezni, mert annyira
elnyulik a cstcs, hogy nehéz megmondani, hol is végzédik valojaban. Amennyiben
erosen elhuzodd vagy eléreszaladd csucsrdl van szo, Ugy kell megvaltoztatni a
kromatografias koriilményeket (eluens Osszetétele, kolonna), hogy j6 szimmetriaju
csucsokat kapjunk, amelyekkel pontos méréseket végezhetiink.

A kolonna adott komponessel szemben mutatott hatékonysagat tobb modon is
jellemezhetjiik, ezek kozott a legegyszeriibben szamithatd az elméleti tanyérszam
(N), amely megadja, hogy hany ,elméleti tanyér” tudna az adott csucs esetén
ugyanakorra elvalasztasi hatasfokot biztositani, mint az adott kromatografias
kolonna. Az elméleti tanyér az kolonnanak egy olyan darabja, amelyen dinamikus,
aramloé koriilmények kozott egyszer bedll a statikus K allandoval jellemzett
megoszlasi, illetve adszorpcios egyensuly.

Az elméleti tanyérszam kiszamitasara tobb képlet is hasznalhatd, ezek egymassal

ekvivalensek.
t ’ t ’
N:16-(R] :5.54-( R ]
WB W] /2

Az elméleti tanyérmagassag (H) az egy elméleti tanyérnak megfeleld kolonna
hosszisagot adja meg, és konnyen ki tudjuk szamitani az elméleti tanyérszambol és
a kolonna hosszusagabol:

Az elméleti tanyérszam a konkrét kromatografias koriilmények kozott egy
kivalasztott anyagra vonatkozik, abszolut értékének igazabol nincs jelentdsége. Az
egyik anyagra megallapitott elméleti tanyérszam nem ad informaciot egy masik
vegyiilet kromatografias viselkedésére vonatkozoéan. Ami szamit, az a szomszédos
cstucsok elméleti tanyérszamaval torténd dsszehasonlitas, illetve az adott komponens
elméleti tanyérszamanak idébeli valtozasa. Minél nagyobb az elméleti tanyérszam,
illetve minél kisebb az elméleti tanyérmagassag, annal 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 szadmszeri moédon jellemezni tudjuk. A
kolonndkat mindig egy mindségi tanusitvannyal egyiitt szallitjdk, amelyen
feltiintetnek egy olyan kromatogramot, amit az adott kolonnan vettek fel ellendrzott
koriilmények kozott. Ezen altalaban négy vagy tobb vegyiilet csticsa lathato,
mindegyikre megadjak tobb mas adat mellett az elméleti tanyérszam értékét is.
Amikor a kromatografus ellendrizni szeretné, hogy mennyire hasznalhatdé még a
kolonna, akkor a tanusitvanyban feltlintetett mintat az eredetivel azonos
koriilmények kozott futtatja, majd az Gjonnan kapott elméleti tanyérszam értékeket
Osszehasonlitja a tanusitvanyban szereplokkel. Amennyiben jelentds csokkenést
tapasztal, ugy igényes, nagy felbontast kivané munkahoz célszerti 0j kolonnat
beallitani. A hasznalt kolonnat nem feltétleniil kell kidobni, mert tajékozodo jelleg
vizsgalatokhoz,  agresszivabb  kromatografiass  koriilményekhez,  kezdeti
modszerfejlesztésekhez még sokszor felhasznalhato.

A kromatografias gyakorlatban az eluens aramlasi sebességét altalaban a térfogati
aramlasi sebességgel (F) szoktak megadni, de az elméleti szamitasokhoz, illetve a
kromatografias modszereknek eltéré atmérdjii kolonnara torténd atviteléhez, az
egyes kolonnak dsszehasonlitasahoz a linearis aramlasi sebességet (u) hasznaljuk. E
két mennyiség kozott a kovetkezo képlettel adhatjuk meg az Gsszefiiggést:

ahol ¢ a részecskék kozotti porozitas, A pedig a kolonna keresztmetszete.

A linearis aramlasi sebesség és az elméleti tanyérmagassag kozott a van Deemter
egyenlet teremt matematikai Osszefiiggést. Az egyenlet egyszerisitett formaban a
kovetkezo alaku:

B
H=A+—+C_-u+C, -u
u

ahol C, a tomegatadassal szembeni ellenallas a mozgofazisban, C; pedig. az
alloéfazisban. Az egyenletben az ,,A” tényez0 a részecskék atmérdjével és a toltés
szerkezetével, a ,,B” a mozgd fazisban mérheté diffuzidsebességgel, a ,,C,” az
allofazis vastagsagaval, az all6fazisban mérheté diffuziosebességgel és a
kapacitastényezével, a ,,Cy” pedig a részecskék atmérdjével, a toltés geometriai
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szerkezetével, a kapacitastényezével és a mozgdfazisban mért diffliziosebességgel
kapcsolatosak.

Ha a H értékét az u (vagy az F) fliggvényében abrazoljuk, akkor altalaban egy
minimumgorbét kapunk. Az adott komponensre vonatkozé legjobb linearis aramlasi
sebességet (uo)a gbrbe minimuma adja meg. Amennyiben a kromatografias
elvalasztast csak erre az egy vegyiiletre optimalizaljuk, akkor a legjobb eredményt
az U, aramlasi sebesség alkalmazasaval kapjuk.

Az abrabol lathajtuk, hogy a van Deemter gorbe alja meglehetdsen lapos, ezért van
az, hogy a gyakorlatban szélesebb tartomanybdl valaszthatunk aramlasi sebességet a
felbontas észrevehetd romlasa nélkiil.

H

van Deemter eredé

A

u(<.>ptim.) u (cm/s)

4. dbra A van Deemter egyenlet és az azt alkotd fliggvények abrazolasa. Az elméleti
tanyérmagassagot abrazoljuk a linearis aramlasi sebesség fiiggvényében

Hogyan tudjuk sajat magunk meghatarozni 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 aramlasi sebesség (F) fiiggvényében
abrazoljuk az elméleti tanyérszamot (N)! A vizszintes tengelyen a valtozas csak egy
konstans szorzotényezot jelent, a fiiggdleges tengelyen pedig egy reciprok
Osszefliggést, Osszességében tehat a van Deemterhez hasonld alak(, de maximummal
rendelkez6 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 allandd értéken tartunk, majd tobb
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aramlasi sebességnél is megfuttatjuk a kivalasztott komponenst. A cstlcs
paramétereibol kiszamitjuk az elméleti tanyérszamot, és azt abrazoljuk az aramlasi
sebesség fliggvényében. Ot-hat mérési pontbol mar elegendd pontossaggal meg
tudjuk becsiilni, hogy hol van a gérbe maximuma.

A tapasztalat az, hogy a hagyomanyos 4,6 mm belsé atméréjii kolonnak esetén a
gyakorlatban a legtobbszor 1 ml/perc koriili térfogati aramlasi sebességet
hasznalnak, ez pedig nagyjabol megegyezik a kimérhetd optimalis aramlasi
sebességgel.

E F(optim.)
LI T I B I =TT )
0 1 2 3

5. abra Az optimalis térfogati aramlasi sebesség kisérleti meghatarozasa soran egy
kivalasztott anyagot futtatunk azonos kdoriilmények kozott, csak az aramlasi
sebességet valtoztatjuk 5-6 1épésben, kb. a 0,5-2 ml/perc tartomanyban, majd
amérési pontokbodl nagyjabol megbecsiiljiikk az optimumot.

Tobb kromatografias csucs egymashoz viszonyitott
jellemzésére hasznalatos paraméterek

Az eddigiekben csak egyetlen kromatografias cstcs jellemzoit vizsgaltuk,
ugyanakkor a gyakorlatban a standardokat kivéve mindig t6bb anyag van egyszerre
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jelen, igy nagyon fontos a cstcsok egymastol valod elvalasanak problémajaval
foglalkoznunk.

Két cstics egymashoz vald viszonyaban az elvalasztasi tényez6 (o) a
legegyszeriibben kifejezheté paraméter, megadja, hogy a masodik csucs retencios
ideje (trp) hanyszorosa az els6 csucs retencios idejének (tg;):

tRZ
oa=—
tR]

Az elvalasztasi tényez6t gyakran kiszamoljak, de valojaban semmilyen informaciot
nem ad arra nézve, hogy szétvalnak-e a csucsok, hiszen nem veszi figyelembe a
csucsok szélességét.

Két cstucs egymashoz vald viszonyat sokkal jobban kifejezhetjiik a felbontas v.
csucsfelbontas értékével (R;) is, amit a kdvetkezd képlettel szamithatunk ki (tg, >
tm)i

R =2. (tRZ _tm)

Wg + Wg,

Ahhoz, hogy két csucs elvaljon egymastol minimalisan az kell, hogy Rs > 1,5
teljesiiljon.

Az Ry = 1 esetén még nem teljes a cstcsok szétvalasa, hanem az alapvonal
kozelében atfednek egymassal. Annal jobb két csucs szétvalasa, minél nagyobb az
Rs értéke. A képlet nagyon egyszerii, de nem sok felvilagositast ad arrdl, hogy
hogyan lehet befolyasolni a cstucsok elvalasztasat egymastol.

Az R; kifejezésére még egy masik, az el6zdvel ekvivalens képletet is hasznalnak:

2

4 a k, +1

Ebben az egyenletben egyidejlileg szerepelnek a kinetikai jellegi (N,) és a
termodinamikai jellegli (a, k”) paraméterek, felhasznalasukkal Iehetdség van elore
kiszamitani azt, hogy mennyit kell pl. a retenciés id6kon vagy az aramldson
valtoztani ahhoz, hogy az elvalasztas megfelel6 legyen.
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A KROMATOGRAFIAS VIZSGALATOK
ANYAGAI ES ESZKOZEI

Eluens- és mintaelokészités

A lehet6 legritkabban talalkozunk olyan feladattal, amelynél kristalytiszta, minden
zavard komponenst6l mentes mintat kell vizsgalnunk. sokkal gyakoribbak azok az
esetek, amikor a keresett komponenst vagy komponenseket egy sotét szinii, zavaros
vagy csapadékos oldatbol kell meghataroznunk tigy, hogy a késziilékiinket ne tegyiik
tonkre mar az elsé injektalassal. A harom leggyakoribb tisztitasi miivelet, amivel a
gyakorlatban talalkozunk, a szlirés, a centrifugalas és a szilard fazisu extrakcio.

Sziirés-Membransziirés

A HPLC-ben killondsen nagy a jelentésége annak, hogy mind az alkalmazott
oldoszerek, mind pedig az injektalt mintdk maximalisan meg legyenek tisztitva
mindenfajta lebegd szennyezodéstol. Ezt a legegyszeriibben gy érhetjiik el, ha az
oldoszereket illetve a mintakat megfeleléen kis porusméretii szlirén, ugynevezett
membranszlirén atszlrjik. Mivel a membransziiré lapok nagyon finomak (néhany
tized mikronosak) a folyadékok sajat sulyuknal fogva mar nem képesek ezeken a
lapokon a kell6 sebességgel atfolyni, a sziirés meggyorsitasara ezért vakuumot vagy
nyomast alkalmazunk. A kovetkez0 abran olyan, {ivegbOl késziilt sziirétolcsért
lathatunk, amelyben cserélni lehet a membransziré lapokat, igy mindig a kelld
finomsag lapot valaszthatjuk ki munkankhoz.

A membranszlrés kozben részlegesen az oldott gazok is eltdvoznak, amivel
megkdnnyithetjiik az on-line gazmentesité egység munkajat is. A fenti késziilék nagy
méretei miatt hasznalhatatlannak bizonyulna a kis mennyiségben rendelkezésre allo
mintak sziirésénél, ezért ilyen célra sokkal kisebb, néhany cm’-es térfogatl
szlrotolcséreket is kifejlesztettek. Gyakran azonban a rendelkezésre alldé minta
térfogata olyan kicsi, hogy nincs lehetéség a fenti késziilék hasznalatara. Ilyen
esetekben injekcios fecskendd végére szerelhetd, nagyon sokféle méretben ¢és
finomsagban kaphat6 membransziiroket hasznalunk, amelyek esetén az atfolyast
nem vakuum, hanem nyomas alkalmazasaval érjiik el. Ezek a kis méretii sziirélapok
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olyan kis belsé holttérfogattal rendelkeznek, hogy a folyadékveszteség minimalisnak
tekinthetd.

oo

6. abra Nagyobb térfogati oldoszer szlirésére hasznalhato, cserélhetd szlir6lapos
késziilék képe. A tolesérbe egyszerre altaldban 200-300 cm’ folyadékot tolthetiink.

oo

7. abra. Injekcios fecskendd végére illesztheté membransziird, amellyel nagyon kis
térfogatl minta is minimalis veszteséggel sziirhetd meg. A legelterjedtebb
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poérusméretek a 0,22 u, 0,45 p és az 1 u, a membran késziilhet szervetlen anyagbol,
cellulozbol, poliamidbol vagy éppen teflonbdl, a sziird atméréje néhany mm-tol
egészen kb. 4 cm-ig valtozhat.

Centrifugalas

A legolcsobb és legaltalanosabban hasznalhato eljaras makroszkopikus szennyezok
eltavolitasara. Elonye az, hogy egy jo mindségh asztali centrifugaval kb. 20000 g
gyorsulas érhetd el, még a sejtalkotdk és sejtmembran toredékek is
lecentrifugalhatok, azaz a sterilsziirésnél nagyobb tisztasagot ad. Az egyszer
hasznalatos milanyag centrifugacsovek olcsok, a membransziirék meglehetdsen
koltségesek. Egyszerre akar 50-60 minta is centrifugalhato, a késziilékbe ezen tul
még centrifugalis szlirGpatronok is behelyezhetok, amelyekkel ultrasziirést vagy
nanosziirést is végezhetiink. A centrifugalas egy jol hasznalhato, koltséghatékony
alternativdja a membransziirésnek.

Szilard fazisu extrakcio

Gyakran talalkozhatunk azzal a problémaval, hogy a vizsgalni kivant anyag a
mintaban csak nagyon kis koncentracidban 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, szlirés, ultracentrifugalas) gyakran meg tudunk
szabadulni a szamunkra folosleges anyagoktol, illetve kellé mértékben dusitani
tudjuk a vizsgalt komponenst (pl. vizes oldatoknak az extrakciojaval). Kis
mintamennyiség esetén (ilyenek altalaban az orvosdiagnosztikai, biologiai eredetii
mintak) azonban a hagyomanyos eljarasok nem, vagy csak nehézkesen ¢és id6t rablo
modon hasznalhaték. Ma mar széles korben hasznaljuk a szilard fazisu extrakcios
(SPE) eljarasokat, amelyek 1ényege az, hogy a vizsgalni kivant komponens(eke)t egy
kis méretli kromatografias oszlopon megkatjiik, mosassal megszabaditjuk a mintat a
nem kivant komponensekt6l, majd utolsd 1épésben leoldjuk a mintank hasznos részét
az oszloprol ¢és most mar koénnyen és egyszerlien elvégezhetjik annak
kromatografias vizsgalatat. Az eljaras gyors, egyszerii, hatékony.

Az SPE céljara hasznalt toltetek altalaban megegyeznek azzal a tdltettipussal,
amivel kés6bb az analitikai elvalasztast végezziik, de attol Iényegesen nagyobb
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szemcseméretiiek és sokkal olcsobbak. Olyan milanyag hazba vannak betdltve,
amilyenekbdl az egyszer hasznalatos milanyag fecskenddk késziilnek. A toltetet alul
¢s feliil vékony, porézus milanyag lapocska tartja. Az olddszerek atszivatasat
vakumm segitségével végezziik, az alabbi abran néhany szilard fazist extrakcios
oszlopot lathatunk, mellette pedig a hasznalatukat segitd vakuumkamra képe
talalhato.

Az SPE kolonnakat hasznalat eldtt altalaban valamilyen pufferoldattal kondicionalni
kell, majd atszivatjuk rajtuk a mintakat, lemossuk a meg nem ko6t6dott oldatot, végiil
megfeleld oldoszerrel leoldjuk a kolonnan megkotddott vizsgalando anyagot.

8. abra Szilard fazisi extrakcidhoz hasznalatos, gyari készitési, altalaban 100—
500 mg szilard szorbenst tartalmazo egyszer hasznalatos oszlopok, valamint a tobb
oszlop befogatasara és az oldoszer atszivatasara szolgald, csapokkal ellatott
vakuumkamra képe.

Kolonnak

Mechanikai kialakitas

A kromatografokhoz sokaig csak egyetlen fajta mechanikai kialakitasu,
csavarkulcsok segitségével szerelhetd kolonnat hasznaltak. Ezek hasznalata nem volt
igazan kényelmes, ezért kidolgoztak a csupasz kézzel is szerelhetd csatlakozokat,
amelyeknél a szokasos méretli csatlakozoelemeket az addigiaknal sokkal nagyobb,
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bordazott feliiletl, jol kézbe foghaté méretli peremmel lattak el. A kolonnakat
hagyomanyosan a két végiikon 1évé menetes csatlakozokkal egyiitt aruljak, de olyan
patronos megoldasi kolonnak (cartridge) is kaphatdk, amelyeknél csak a toltott
csovet kell kicserélni és a csere kézzel is elvégezhetd. A cartridge kolonnak
hasznalatahoz meg kell vasarolni a befogatod elemeket, amelyek gyakran csak egy
adott gyarto kolonnajahoz hasznalhatok.

Toltetek

A kromatografias gyakorlatban nagyon sok fajta toltetanyaggal talalkozhatunk, itt
sajnos nincs lehetdség a kereskedelmileg hozzaférhetd oOriasi szami szorbens
vazlatos ismertetésére sem, csak a legfontosabb tipusokat soroljuk fel.

A legegyszerlibb szorbens a szilikagél (normal fazis). A szilikagél kémiai
tulajdonsagai lehetové teszik, hogy a felilletéhez kovalens kotéssel rogzitve
hosszabb-révidebb  szénlancokat, vagy funkciés csoportokkal szubsztitualt
szénlancokat kapcsoljunk. A kémiailag kotott bevonat alapvetéen megvaltoztatja a
szilikagél tulajdonsagait, példaul alkilcsoportokkal bevonva az addig erésen polaris
feliiletd szilikagél felillete apolarissa valik (forditott fazis). Megfeleléen
megvalasztott funkcids csoportokkal teljesen 0j tulajdonsagu, nagy szelektivitasy,
bizonyos vegyiilettipusokra specifikus toltetanyagok allithatok eld.

A szilikagélen alapul6 toltetanyagok csak olyan pH-n hasznalhatok, ahol nem
oldodik fel a hordozo szilikat vaz, azaz az oldat nem lehet bazisos, sem pedig erésen
savas. Véglezarassal a pH-tartomany kissé kibévithetd, de semmiképpen sem Iehet
pH = 9 fol6tt dolgozni veliik. A hasznalhatoé pH-tartomany problémajat ugy oldottak
meg, hogy a feliileti rétegeket nem szilikagélhez, hanem mikroszkopikus
iiveggyongyokhoz (nem porodzus szerkezetil), kemény polisztirol-szemcsékhez, vagy
mas polimer hordozdkhoz kototték. A polimer hordozoés toltetek a mechanikai
igénybevételekkel szemben kevésbé ellenalloak, az oldoszervaltas, pH-valtozas
hatasara duzzadhatnak vagy zsugorodhatnak, a hirtelen nyomasvaltozasokat pedig
nem viselik el, de izokratikus elucid esetén jol hasznalhatonak bizonyultak.

A gyogyszeriparban alapvetd fontossagu a kiralis vegyiiletek analizise és elvalasztas
(esetleg ipari méretekben is). Sok gyogyszer-hatdéanyagrol kimutattak mar, hogy
(legegyszerlibb esetben) a két optikai izomerjilk nem egyforma gydgyitd hatassal
rendelkezik, s6t mar arra is volt példa, hogy mig az egyik izomer gyégyitott, addig a
masik esetleg stlyos elvaltozasokat okozott. Az ilyen vegyiiletek vizsgalatara
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fejlesztették ki a dextranvazhoz kémiai kotéssel kapesolt, kiralis molekulak alkotta
allofazisokat, amelyek szelektiven csak az egyik izomert tartalmazzak és egy racém
elegyben 1év6 kiilonb6z6 izomerekkel eltérd erdsségli kdlcsonhatast alakitanak ki.

1. tablazat A leggyakoribb toltetanyagok jeldlése és tulajdonsagai

Jel Név, jelolés Jellemzok

Si szilika Normal fazist toltet, kiilondsen polaris, nem
ionos vegyiiletek elvalasztasara alkalmas.
Vizzel, viztartalmia oldoszerekkel nem szabad
egylitt hasznalni, mert a viz dezaktivalja a
feliiletét. A szilikagél-hordozés  toltetek
mechanikailag meglehetésen erések, igy a
kolonnak még néhany nagyobb 10kést is

elviselnek.
Cs, oktil, RP-8, MOS,|A legelterjedtebb forditott fazisu toltetek,
LC8 apolaris komponensekkel szemben a legnagyobb
C18 oktadecil, RP-18, | visszatartassal bir. Kiilondsen alkalmasak
ODS gyogyszer-hatoanyagok, vitaminok, drogok,
kornyezetvédelmi mérések céljaira.
C6HS | fenil Az aromas vegyiiletekkel szemben kiilondsen

nagy szelektivitassal rendelkez6, forditott fazisu
toltet, de hidrofob kolesonhatasos
kromatografiaban is alkalmazhato.

CN cianopropil Vegyes tulajdonsagli, enyhén polaris szorbens,
forditott fazisti és normal fazist toltetként is
hasznalhato. Gradiens elvalasztasokra
kiilonosen alkalmas, mert az egyensulyi
helyzetet gyorsan eléri. Bizonyos gyogyszerek
analizise soran kiterjedten alkalmazzak.

NH2 aminopropil Forditott és normal fazist, valamint gyenge
anioncseréld toltetként egyarant alkalmazhato.
Normal fazisként szelektivitisa a szilikdhoz
hasonld, nagy eldnye azonban, hogy nem
dezaktivalja a feliiletét a viz.

SAX tobbféle Erds vagy gyenge tipusu (S vagy W) kation-

WAX vagy anioncseré (CX vagy AX) tulajdonsagu

SCX toltetek, amelyek Dbazisok, savak, sok

WCX nukleozidok, nukleotidok elvalasztasara
hasznalhatok.
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Kiilonlegessége miatt emlitést érdemel még egy pordzus szerkezetii, szintetikusan
eloallitott grafitszemcsés toltet, amelyek feliiletére pirolizis soran kémiai kotéssel
aromas gylriket is felvittek. Ez a kolonna forditott fazisti kolonnaként miikodik, de
emellett alkalmas az enantiomerek szétvalasztasara is, nem érzékeny a mechanikai
igénybevételekkel szemben, és a teljes pH-tartomanyban hasznalhat6. Kiilonleges
tulajdonsagai ellenére csak kevés helyen hasznaljak, mert meglehetdsen sokba keriil.

A kolonnak és a csovek illesztésénél vigyaznunk kell arra, hogy minél kdzelebb
keriiljenenk a csatlakozd végek egymashoz, hogy kozottik a holttér minimalis
legyen. A holttér rendkiviil karos, mert benne Orvénylés alakul ki, aminek
kovetkeztében a minta sokkal szélesebb fronton halad végig, mint ami sziikséges. Ez
a csucsok kiszélesedéséhez vezet, aminek kovetkeztében a késziilék felbontasa
jelentdsen romlik. A kolonna és egy vezeték csatlakozojanak vazlatos metszeti képe
lathat6 a 13. abran.

hollandi tipusu csavar
) ktpos témités
kolonnafe;
a holttérben orvénylés lép fel

kolonna fala /

Toltetanyag

vekony acélszovet

helyes illesztés hibas illesztés

9. abra A kolonna és a csatlakozd csdvek helyes és helytelen illesztése

Fémbdl késziilt cs6 és fém hollandi csavar esetén a tomitésnek altalaban fémbdol kell
lennie, mig miianyagcs6, milanyag hollandi csavar esetén a tOomités anyaga is
milanyag. A tOmités anyaganak eltévesztése szivargashoz, valamint a csovég
karosodasahoz vezethet. Nagyon gondosan kell eljarni a legelsé csatlakoztatas
végrehajtasakor (kiilondsen fémbdl késziilt szerelvények esetén), mert a tomités a
csavar elsé meghtuzasakor enyhén deformalodik, rapréselddik a cséfalra és az ekkor
beallitott helyrdl tobbé mar nem tavolithato el!
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Eluenstarol6 edények, HPLC-s szerkezeti anyagok

A gyakorlatban tobbféle edényt hasznalnak, a nagyon draga, kifejezetten
professzionalis célokra késziilt, torésgatld milanyagréteggel bevont, kupos alja,
porsziird ventillel ellatott edényektdl kezdve egészen az egyszerli vegyszeres
iivegekig. Az eluenstarolok és az eluenssel érintkezd szerkezeti anyagok
megvalasztasakor a kdvetkezo altalanos szempontokat kell figyelembe venni:

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

Az oldoészertarold edényeknek lehetdség szerint minél zartabbnak (de nem
légmentesen zartnak!) kell lenniiik. Ezzel megakadalyozzuk a por bejutisat az
oldoszerbe, valamint a gyakran egészségre veszélyes oldoszergézoknek a levegdbe
keriilését.

Az oldoszervezeték(ek)et feltétleniil el kell 1atni finom sziirével, amely az oldoszerbe
véletleniil belekeriilt, szemmel lathatatlan szennyezdket eltavolitja. A rendszerbe
keriilt szilard szennyezék a pumpat sulyosan karosithatjak, a kolonnat pedig
eltomik!

A csovezetékekhez, szerkezeti és csatlakoztatd elemekhez leggyakrabban a
kovetkezé tablazatban szerepldé anyagokat hasznaljak, mindenre egyforman jol
alkalmazhatd, univerzalis megoldas még nem Iétezik.

Milyen atmér6ji csoveket hasznalnak a legtobb HPLC késziilékben? Az altalanosan
elterjedt gyakorlat szerint a legtobb esetben a csdvek kiilsd €s bels6 atmérdjét inch-
ben (1”7 = 25,4 mm) adjak meg. A legelterjedtebbek az 1/16” (1,59 mm) kiilsé
atmér6ji csovek, ennek belsé atméréje 0,017 (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 (Iehetéleg minél rovidebb) 0sszekotd csének ajanljak,
hogy a cs6 okozta savszélesedést a lehetd legkisebbre csokkentsék.
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2. tablazat A HPLC késziilékeknél alkalmazott szerkezeti és tomitd anyagok
jellemz6 tulajdonsagai

Anyag

Tulajdonsagok

rozsdamentes acél

A legelterjedtebb anyag. Elénye, hogy minden, a HPLC-ben
eléforduld nyomassal és homérséklettel szemben ellenallo,
viszonylag jol hajlithato, gyakorlatilag minden oldoszer esetén
hasznalhato. A vassal vagy annak Otvozéivel komplexet
képez6 anyagok, illetve a bioldgiai mintak egy része esetén
nem hasznalhaté. Ilyen anyagok vizsgalata esetén nem csak a
csovezetékeknek kell biokompatibilis miilanyagbol késziilni,
hanem a mintaval érintkez6 minden szerkezeti elemnek, igy a
kolonna falanak, az injektornak, a mintahuroknak, s6t még a
fecskendének is.

PEEK

Poliéter-éter-keton tipusi milanyag. Kémiai anyagokkal
szemben nagyon ellenalld, csak a nagyon agressziv savak
tamadjak meg (pl. tomény kénsav, tomény salétromsav).
Néhany szerves oldoszerrel nem célszerii a hasznalata, mert
ha nem is oldédik fel, de megduzzad (pl. diklor-metan, THF,
DMSO). Mivel a PEEK megfeleléen rugalmas, ugyanakkor
kemény anyag, ezért a csdvek mellett tomitések és egyéb
szerkezeti darabok is késziilnek beldle. Legfeljebb kb. 100
°C-ig hasznalhato.

Teflon

Poli-tetrafluor-etilén. Minden oldészerrel szemben tokéletesen
ellenall6. Mechanikailag nem elég erés ahhoz, hogy nagyobb
igénybevételnek kitett szerkezeti elemeket készitsenek beldle,
de a kisnyomasu oldoszerszallitd csévek ma mar
gyakorlatilag csak Teflonbol késziilnek.

Hogyan lehet méretre vagni a nagyon vastag fali kromatografias csoveket?
Semmiképpen sem harapofogdval! Valojaban két lehetdség all a kromatografus el6tt.
Ha acél csovet hasznal, a legkoltségesebb, de legjobb modszer az, ha gyari
készitésii, méretre elére levagott csovet vasarol. Masodik lehetéségként vasarolhat
gyari készitésli csévagdt, ami mlianyag csdvek esetén nagyon jol, acél csovek esetén
elfogadhatoan hasznalhato. Miianyag csoveket éles szikével vagy borotvapengével is

szépen lehet vagni.
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Gazmentesités

A levegében 1év0 oxigén ¢és nitrogén minden olddszerben oldodik, de eltérd
mértékben. Vizbdl és szerves olddszerbdl allo elegyek esetén a gazok oldékonysaga
nem linearisan valtozik a szerves komponens térfogattortjével, hanem minimumot
mutat. Ha példaul vizet és metanolt, akkor az elegy tultelitett lesz az oldott oxigénre
¢s nitrogénre, ¢és a folosleg buborékok formajaban kivalik. Az igy keletkez6
buborékok problémat jelentenck a HPLC-s vizsgalatok soran, ezért a hasznalt
oldoszereket elegyités eclott meg kell szabaditani a benniik oldott gazoktol.
Amennyiben nem gazmentesitjiik az oldoszereket, akkor egy id6 utan a kolonnaban
vagy a kolonna utan buborékok képzddnek, amelyek eredményeképpen a csticsok
alakja torzul, az olddészeraramlas sebessége ingadozik, a fotometrias detektoron
athaladd buborékok pedig fantom cstcsokat adnak.

Tobb eljarast is kidolgoztak az oldoszerek gazmentesitésére, a gyakorlatban
barmelyik moédszerrel talalkozhatunk. A végeredményt tekintve mindharom eljaras
megbizhat6 eredményt ad.

Ultrahangos gazmentesités

Az ultrahang altal mikroszkopikus méretekben keltett, gyorsan valtakozd nyomas és
vakuum hatasara az oldoszerben oldott gazokbol makroszkopikus méretii buborékok
képz6dnek, amelyek eltdvoznak az oldatbol. Az ultrahangos gazmentesitést sokkal
hatékonyabb, ha k6zben vakuumot is alkalmazunk.

Héliumos gazmentesités.

A hélium gyakorlatilag elhanyagolhaté mértékben oldodik az oldészerekben, ezért
héliummal alaposan atbuborékoltatva az eluenst vele ki lehet {izni az oldott gazokat.
Eloénye, hogy nagyon jo mindségii, fluoreszcencias detektorokhoz is jol hasznalhatod
oldoszert allit eld, hatranya, hogy muikddtetése meglehetdsen koltséges, ugyanis a
hélium meglehetésen draga.

Vakuumos gazmentesités.

Megvalosithato akar Ggy, hogy az olddszereket a mérés megkezdése el6tt alacsony
nyomason kevertetve éppen forrasba hozzuk, amikor is az oldott gazok eltavoznak,
vagy ugy, hogy az olddszeraramlas utjaba (on-line) egy folyamatosan milkodo,
vakuumkamras gazmentesito egységet helyeziink, amely mindig csak annyi oldoszert
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gazmentesit, amennyi éppen felhasznalasra keriill. A jelenlegi kromatografias
gyakorlatban ez a legelterjedtebben eljaras, az on-line vakuumos gazmentesitoket az
uj késziilékekben mar egybeépitik a pumpaval.

Pumpak

A folyadék szallitasat a kiilonb6z6 megoldasu kromatografias pumpakkal
biztositjuk. Bar a pumpa szerepe kritikus a vizsgalatok szempontjabol, a
tapasztalatok szerint a legkevesebb gondot a mérések soran éppen a pumpak
jelentik.

A pumpak altalaban 0Un. pozitiv térkiszoritasu, két dugattyas folyadék adagolo
eszkozok. A szokasos nyomastartomanyuk 0-450 bar, de a legujabb eszkdzok akar
1200 bar nyomast is biztosithatnak. A szallitott folyadék mennyisége nem
tulsagosan nagy, altalaban 1-2 ml/perc, igy a nagy nyomas ellenére sem siikséges
nagy elektromos teljesitmény vagy méret. A modern HPLC-s pumpak mérete
semmiben nem kiilonbozik pl. az UV-detektor méretétél, esetenként pedig
kozvetleniil a pumpaval egy dobozba ¢épitik be az on-line gazmentesitét, a
kisnyomasu gradiensképz6t és a keverdszelepet is.

Két alapvetd kivanalmat kell kielégiteniliik a pumpaknak: egyenletesen, pulzalastol
mentesen kell az eluenst nagy nyomason is szallitaniuk. Ennek technikai
megoldasara szamos, egymastdl csak a részletekben kiilonb6z6 megoldas 1étezik, de
azok részleteivel nem sziikséges itt foglalkoznunk. Ma mar a pumpak mindegyike
alkalmas a hagyomanyos méretii (4,6 mm belsé atmérgjii) kolonnakkal végzett
munkakhoz, az ultranagy nyomason, 1-2 mm-es belsé¢ atmér6jii, nagyon finom
szemcseméretii kolonnakkal végzett munkakhoz azonban csak néhany késziilék
alkalmas.

Automata injektorok, mintavaltok

Barmilyen megoldast injektort hasznalunk is, annak biztositani kell azt, hogy a
mérendd mintdnka atmoszférikus nyomason be tudjuk tolteni egy bemérd hurokba
(ami tulajdonképpen egy ismert térfogati csddarab), majd ezt a mintat veszteség
nélkiil be tudja juttatni a nagynyomast folyadékaramlasba. Ma mar csak a kutatod
laborokban lehet manualis injektorokkal talalkozni, ezért azok részletes targyalasatol
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itt eltekintiink. Az automata injektorok automata mintavaltoval vannak egybeépitve
(autosampler), amelyek teljes belsé tere a beméré hurokkal és az injektorral egyiitt
termosztalhato.

Az automata injektor egy erds tii segitségével atszlrja a vezérld program altal
magadott pozicioban 1évé mintasiiveg kupakjan 1évé rugalmas membrant, az
iivegben 1évo folyadékbol kiszivija a sziikséges mennyiséget, amit aztin a
mintahurokba beletolt. A program altal adott jelre a késziilék a mintahurkot
becsatlakoztatja a folyadékaramlasba, és ezzel megtorténik a minta injektalasa.

Az automata injektorok a mintavételen til még elvégzik a t{i és a csovek tisztitasat
is, hogy a mintadk egymassal valoé szennyez6dését megakadalyozzak. A kiilonbozo
automata injektorokban mas-mas mosasi technikat hasznalnak, amelyek mindegyike
biztositja a teljes tisztitast (elméletileg).

A gyakorlat szempontjabol kiemelkedé az autosamplerek fontossaga. Alapvetd
kivanalom, hogy az injektalt térfogatoknak minél kisebb legyen a szdrasa, fontos a
szinte veszteségmentes injektalas lehetosége (kis mintamennyiség esetén érdekes),
valamint a keresztszennyezés kizarasa. Eppen ez utobbinal jelentkeznek a
leggyakrabban a problémak, ezért 0j késziilék vasarlasanal erre kiilondsen nagy
gondot kell forditani.

Detektorok

Nem elég a komponenseket a kolonnan elvalasztani, de valamilyen moédszerrel
érzékelhetové, detektalhatova (,,lathatova”) is kell tenni azokat. Detektalasra
valamilyen olyan anyagi tulajdonsagot hasznalunk fel, amely jellemz6 a vizsgalando
komponensiinkre, ugyanakkor nem jellemzd az eluensre (pl. fényelnyelés,
tomegszam, redoxi reakcid), vagy éppen forditva, az eluensre jellemzd, és annak
tulajdonsagait modositja a komponens (pl. torésmutatd, vezetoképesség). A detektor
tipusok szama elég nagy, itt csak a leggyakrabban hasznalt detektorokat emlitjiik.
Nem tériink ki kiilonb6z6 tomegspektrometrias detektalasi lehetdségekre, mert azok
csak a nagyon jol felszerelt laboratoriumokban fordulnak eld, tizemeltetésiikhoz
pedig specialisabb feltételek sziikségesek.
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Ultribolya—lathaté spektrofotometrias detektor

A HPLC-s gyakorlatban a leggyakrabban és legaltalanosabban az UV-VIS
fotometrias detektorokat hasznaljak. Alkalmazasanak feltétele az, hogy a detektalni
kivant vegyiiletekben legyen kromofor csoport. Ennek a detektornak mara mar tobb,
kiilonb6z6 bonyolultsagi foku tipusa (mikodési modja) is kialakult, ezek a
kovetkezok:

Valtoztathaté hullamhosszon torténd detektalds: a spektrofotométert tetszéleges
hullamhosszra be lehet allitani és lehetéség van a futtatdas kozbeni
hullamhosszvaltasra is.

Scanning detektorok: olyan valtoztathatd hullimhosszusagu detektorok, amelyekkel
a kromatografias csucsok maximumahoz érve lehetdség van egy-két masodperc alatt
teljes UV vagy UV-VIS spektrum felvételére és tarolasara.

Diddasoros detektorok esetén egy a fentiektdl eltérd detektalasi modszer hasznalnak,
a mintan nem a monkromator altal eléallitott, kivalasztott hullimhosszusagi fény
halad at, hanem a teljes spektrumi fény, amelyet egy racs segitségével a minta utan
bontanak fel folytonos spektrumma. Ezt a spektrumot vetitik rd egy fényérzékeny
diodakbol készitett lapkara. amelyen minden hullamhossz érzékelését kiiliin-kiilon
didda végzi. Az eredmény az lesz, hogy minden egyes kromatografias ponthoz egy
teljes spektrum rendelhetd. Egyszerii kétdimenzidos kromatogram helyett
haromdimenzids abra jon létre, amelybdl tetszdéleges hullamhossznal kivaghatunk
egy-egy hagyomanyos kromatogramot, de természetesen szamtalan mas abrazolasi
mod is rendelkezésiinkre all. Csak szamitogéppel Osszekapcsolva hasznalhato. A
detektort természetesen 1-3 kivalasztott hullamhosszon 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 megvaldsithato.

Hogyan valasztjuk ki a detektalashoz hasznalt hullimhosszat UV-detektorok esetén?
Lehet6ség szerint arra toreksziink, hogy a vizsgalni kivant anyagunk UV-
spektrumaban az elnyelési maximumhoz tartozé hullamhosszon végezziik a mérést,
hiszen ekkor lesz az adott komponensre nézve a legnagyobb a késziilékiink
érzékenysége. Valtoztathatd hullamhossziisagi  detektorral vagy diddasoros
detektorral el tudjuk érni azt, hogy minden vegyiiletet a sajat elnyelési maximuman
detektaljunk.
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Fluoreszcencias detektor

A fluoreszcencias detektorok nagy érzékenységiik és szelektivitasuk kovetkeztében
egyre népszerlibbek, kiilonosen a bioldgiai és orvosdiagnosztikai vizsgalatokban,
mivel a porfirinvazas vegyiiletek, az aflatoxinok, riboflavinok, vitaminok,
gyogyszerek és gyogyszer-metabolitok erdsen fluoreszkalnak. Mikddése azon
alapszik, hogy a vegyiileteket valamilyen kivalasztott hullamhosszisagu fénnyel
gerjesztik és a gerjesztett vegyiilet altal kibocsatott fényt sotét hattér elott
detektaljak. A kibocsatott fény hullamhossza nagyobb, mint a gerjeszté fényé. A
fluoreszcencias detektorok annyira érzékenyek, hogy a kolloid lebegd szilard
anyagok vagy az oldatban képz6dd, UV-detektrorok szamara még lathatalan
nagysagu buborékok is jelentds zavarjeleket eredményeznek. A detektor érzékenyen
reagal a homérséklet és az eluens viszkozitasa valtozasara, ezért a detektorcellat
termosztalni kell.

Elektrokémiai detektor

Minden olyan anyag detektalhatd elektrokémiai modszerrel, amely valamilyen
elektrodreakcioba vihetd, oldata vezeti az elektromos aramot (ionos vegyiiletek).
Ezek egy része egyidejiileg UV-aktiv anyag is, mig masik résziiket fotometrias titon
kozvetleniil nem lehet kimutatni. Az elektrokémiai detektoroknak nagy az
érzékenysége, nagy a szelektrivitdsa, jol Osszeférheték a forditott fazist
kromatografias rendszerekkel (hiszen itt az egyik eluens altalaban a viz) és nagy a
linearis tartomanyuk. Mikodési elviiket tekintve két nagy csoportjuk
kiilonboztethetd meg: a voltametrias és az amperometrias detektorok. A legujabb
gyartmanyu késziilékekkel mar minden detektalasi mod hasznalhato.

Amperometrias detektorok: A cellara kapcsolt egyenfesziiltséget egy elektromos
stabilizator egységgel allandd értéken tartjak és folyamatosan mérik a cellan
athaladd aram erdsségét.

Amennyiben a fessziiltséget tgy allitjak be, hogy az 0sszes athaladd komponens
részt vesz az eletrodreakcioban, akkor az eljarast coulometrias detektalasnak
nevezik.

Voltametrias detektorok: A cellara adott fesziiltséget rovid idokozokon beliil
folytonosan valtoztatjak és kozben mérik az athaladd aram erdsségét. A detektalas
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megvalosithatd mikroméretekben, de makroszkopikus detektroként is hasznalhato.
Amennyiben cspeg6é higanyelektrodot alkalmaznak, akkor a detektort polarografias
detektornak nevezik.

Az alkalmazott tipustol fiiggetleniil altaldban minden esetben haromelektrodos
(munkaelektrod, segédelektrod és referenciaelektrod) atfolyo cellat hasznalnak.

Vezetoképességi detektor

Egy oldat vezetoképességének a folytonos mérésével informaciot kaphatunk mind az
abban oldott szerves, mind a szervetlen vegyiiletek mennyiségérél. A cella két
platinalemezkét tartalmaz, amelyen keresztiil valtakozoaramot vezetnek at. A
nagyobb frekvenciaji valtakozoéaram hatasara nem kovetkezi be elektrodreakcio, az
athalad6 aram intenzitdsa aranyos lesz az oldott anyag mennyiségével. Amennyiben
elektromosan vezetd eluenst hasznalnak, akkor az elektromosan nem vezetd
komponensek is kimutathatok, mert ezek ,higitjak” az alap elektrolitot, aminek
kovetkeztében a kromatogramban negativ csucsként jelentkeznek. A detektor
hatranya, hogy csak kis koncentracidtartomanyban ad a mennyiséggel egyenesen
aranyos jelet. Gradiens elucid esetén csak ugy hasznalhatd, ha az eluens
vezetOképessége allandd marad a gradiens soran (mivel ezt szinte lehetetlen
teljesiteni, inkabb csak izokratikus eliicional alkalmazzak).

Torésmutatéindex (RI) detektor

Ez a detektor az Un. tomegérzékeny detektorok kozé tartozik, automatikusan méri az
atfolyo oldat torésmutatdjat, amely pedig aranyos az olddszerben oldott anyag
mennyiségével. Két, egymassal sorban kapcsolt cellabol all a detektor, az egyik a
referencia cella, a masik pedig a mérécella. A referencia cellat le lehet valasztani az
aramlasrol. Altalaban a gyakorlatban ugy hasznaljak, hogy amikor az alapvonal jon,
akkor folyamatosan &blitik a referencia cellat is, majd amikor egy cstics érkezik,
akkor lezarjak a referencia cellat, igy az tiszta eluenst tartalmaz, és annak a
torésmutatojaval hasonlitjak Gssze a mérd cellan athalado oldat térésmutatojat. A
detektor teljesen altalanosan hasznalhaté minden vegyiilet esetében, nem sziikséges
hozza az, hogy a vegylilet fényelnyeléssel rendelkezzen. Igazabdl azt mondhatjuk,
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hogy az RI detektor kozeliti meg legjobban az idedlis detektort. A mai RI detektorok
mar viszonylag érzékenyek, de szamottevéen elmaradnak az UV detektorok
érzékenysége mogott. Mivel a térésmutatd nagyon erdsen fiigg a hdmérséklettdl, az
RI detektor cellajat nagyon gondosan termosztalni kell (legalabb 0,001 °C
pontossaggal!).
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A KROMATOGRAFIAS VIZSGALATOK
ALTALANOS MENETE

Nem lehet egyetlen olyan altalanos receptet adni, amely minden kromatografias
vizsgalathoz egyforman hasznalhat6 lenne. Annal nehezebb a kromatografus dolga,
minél tébb komponensli az analizdlandé minta, és minél tdbb major és minor
komponens mennyiségét kell meghatarozni.

A legnehezebb feladat az olyan mintdnak a teljes vizsgalata, amelynek a
komponenseirdl (azok szamardl, kémiai mindségérél, mennyiségérél) semmit nem
tudunk. Egy ilyen teljes vizsgalat tokéletesen felszerelt laboratériumban is tébb
hénapig tarthat és egyaltalan nem garantalhato, hogy a végén minden komponenst
sikeriil beazonositani. Az ismeretlen vegyiiletek azonositasarél mindenképpen
tudnunk kell, hogy nagyon 0Osszetett feladat, rutin szinten megoldani altalaban nem
lehet. A legutobbi években altalanosan elterjedtek a kiilonbozo tipusu HPLC-MS
rendszerek, illetve egyre tobb helyen talalhatok HPLC-NMR rendszerek, amelyek
mas detektorokkal, illetve kétdimenzios futtatasi lehet6ségekkel kiegészitve eldszor
adnak reményt a legtobb komponens mindségi azonositasara. Egy teljesen ismeretlen
vegyiilet elsé korben torténd beazonositasat (vagy vélt beazonositasat) csak akkor
tekinthetjiik biztosnak, ha fiiggetlen forrasbdl szarmazé standardot talalunk, amit
azonos koriilmények kozott azonos vizsgalatoknak vetiink ald és azonos
eredményeket kapunk. A kromatografias azonossagot két eltérd polaritasu kolonnan
torténé futtatdas soran kapott azonos retencios idékkel igazolhatjuk. Az anyagi
mindség azonossagat legjobban nagy felbontasti tomegspektrummal lehet igazolni,
vagy kis felbontasu tomegspektrum fragmentaciés mintajaval, illetve szelektiv
reakcid nyomkovetéses technikaval. Ezek mindegyike nagyon magas szintil
szaktudast és specialis miszerezettséget igényel. A legnagyobb problémat a
gyakorlatban a fiiggetlen standardok beszerezhetetlensége jelenti.

Mérési modszer kidolgozasa

Amennyiben van informacionk a meghatarozandé vegytiletek korérél, legelsé sorban
azt kell eldonteniink, hogy milyen tipust kolonnan végezziik a vizsgalatot (kénnyen
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lehet, hogy egyetlen kolonnaval nem is tudjuk megoldani a feladatot), majd ki kell
valasztanunk a szamitasba vehetd eluenseket. Ehhez nagyon nagy segitséget
jelentenek a kiilonb6z6 kromatografias katalogusok, azokban ugyanis a legismertebb
vegyiilet esetén gyakran minta modszereket és kromatogramokat is megadnak, amik
segithetnek a sajat mérésiink beallitisaban. Ezutan kovetkezik tiszta standardok
felhasznalasaval a kromatografias koriilmények beallitasa és optimalizalasa, a
modszer teljesitményparamétereinek (kimutatasi hatarértékek, szordsok, linearitasi
tartomanyok) meghatarozasa, majd az egész dokumentalasa.

Mintaelokészités

A gyakorlatban nem a mérési modszer megtalalasa jelenti a legnagyobb problémat,
hanem a vegyes forrasbol szarmazo mintak pontos eldkészitése a mérésekhez.
Nagyon sok ismeretlen komponens szokott a mintakban lenni, amelyek
kromatografias szempontbol rendkiviil valtozatosan viselkednek, sokszor zavarjak a
mérést, vagy nem is kromatografalhatok a rendszeriinkén. Nagyon gyakori, hogy
dusitani kell a mintankat a meghatarozandd komponensre nézve, mas esetekben
valamilyen szelektiv elvalasztasi modszerrel mar elézetesen el kell csoportonként
kiiloniteni a komponenseket (pl. vér és vizelet mintabol le kell csapatni a fehérjéket).

A mintaelOkészitési eljarasok legalapvetobb szabalya az, hogy nem szabad vesziteni
a meghatarozand6 komponensbdl. Ezt a gyakorlatban csak nagyon nagy gondossag
mellett lehet teljesiteni. A mintaeldkészitési 1épések ellendrzése céljabol pontosan
ismert mennyiségii un. kiséré standardot adunk az eredeti mintdhoz. A kisér
standard oldékonysagi és kromatografias szempontbol nagyon hasonloan kell hogy
viselkedjen, mint a meghatarozandd komponensiink. Egyiitt mennek végig a teljes
elokészitési lancon, majd ismeretlenként kezelve ugyanigy meghatarozzuk a kisér6
standard mennyiségét, mint a valddi ismeretleniinkét. A kisérd standard eredetileg
bemért mennyiségét ismerjiik, igy a bemért és a visszamért értékbol a
mintafeldolgozas/dusitas hatasfokat ki tudjuk szamitani. Altalaban a szabvanyok
nem fogadnak el olyan mérést, aminél a kisérd standard visszanyerési hatasfoka
kiviil esik a 90-105% tartomanyon. Tomegspektrometrias detektalas esetén a
meghatarozandé komponens deuteralt szarmazékai a legkézenfekvébb és legjobb
kiséré standardok, de mas detektort hasznalva azok nem kiilonboztethetok meg az
eredeti ismeretlent6l. UV, RI, fluoreszcencias, stb.detektoroknal az ismeretlentél
elkiiloniilé kromatografias csticsot ado vegyiiletet hasznalunk, aminek a kivalasztasa
még a modszerbeallitas soran torténik és bizonyitani kell, hogy valdban teljesiti a
szabvany altal megkivant visszanyerési hatasfokot.
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Eltciods technikak

crer

torténd leoldasat) alapvetden kétfajta modon végezhetjiik el, ezek az izokratikus
elucid és a gradiens elucio.

Az izokratikus elicidé soran az eluens Osszetétele allandd a teljes kromatorafias
eljaras soran. Ez a 1étez6 legegyszerlibb technika, altaldban csak kromatografiasan
hasonlo tulajdonsagti komponensekbdl alloé ismeretlenek mérésére hasznaljuk.
Amennyiben a mérési feladatunk megoldhatd izokratikus elicidval, nincs okunk
gradiens eltciot hasznalni. Az izokratikus elticioval kapott kromatogramokra az a
jellemzd, hogy a csticsok viszonylag kozel helyezkednek el egymashoz képest,
nincsenek nagy iires régiok a kromatogramban.

Amennyiben izokratikus eluciét alkalmazva a csucsok csak a kromatogram elején
kovetkeznek viszonylag kozel egymashoz, majd a csticsok kozotti tavolsagok és a
retencios id0k is rohamosan nének (sok az ires tér), ugy sziikség van a
kromatogram rdviditésére ugy, hogy a felbontas ne romoljon, sét Iehetdség szerint
ndjon. Ezt a gradiens elucio alkalmazasaval valosithatjuk meg. A gradiens elucid azt
jelenti, hogy megkezdjiik a futtatast egy adott dsszetételli eluenssel, majd a nagyobb
igy a tavoli csucsokat egyre gyorsabban mossuk le a kolonnarol. Végeredményiil egy
rovidebb, tomorebb kromatogramot kapunk, amelynek az eleje olyan, mint amit
izokratikus elticioval kapunk, a tavoli cstcsok pedig idében is, és egymashoz is
kozelebb kertilnek.

Min6ségi azonositas

El6szor a kromatografids paraméterek megfelelé valtoztatasaval el kell érni, hogy
lehet6leg minden komponens jol elvald, emellett lehetéleg idedlis alaki csticsként
detektalhatd legyen. (Ehhez hozzatartozik az is, hogy meg kell talalni a megfeleld
detektalasi modot, de err6l még besz¢Eliink a detektrorok kapcsan.)

Az elsédleges mindségi azonositas a retencids id6 alapjan torténik, ez azonban
egyetlen kolonnan, egyetlen kromatografias modszerrel meghatdrozva nem
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bizonyitja a mindségi azonossagot. Ahhoz, hogy a retenciés idok alapjan a
komponensek azonositasat elfogadjuk az sziikséges, hogy egy masik tipusu (mas
polaritast) kolonnan, mas kromatografias koriilmények ko6zott is retencios id6
azonossagot talaljunk a standarddal Gsszehasonlitva. Ezt a masik kolonnat altalaban
konfirmald (meger6sitd) kolonnanak nevezziik.

Tomegspektrométer detektort hasznalva a vegyiilet ujjlenyomatszeri primer
tomegspektruma, illetve a kiillonbozé szelektiv tomegspektrometrids technikakkal
nyert szarmazék ionjainak a megjelenése egyetlen kolonnan torténé méréssel is
bizonyitja a mindségi azonossagot.

Mennyiségi meghatarozas

Kiils6 standard moédszer

A folyadékkromatografidban nagyon gyakran hasznalt, egyszerii és népszerii
modszer. Hasznalatat az teszi lehetévé, hogy a detektorok nagyon stabilis, jol
reprodukalhatd, kis hibaval terhelt jelet szolgaltatnak. Pontosan ismert

cre

mérését teszi lehetévé.

A modern kromatografias szoftverek minden nehézség nélkiil kezelni tudjak a nem
linearis jel-mennyiség kalibrald gorbéket is.

Standard addicido

Ezt a moédszert akkor hasznaljuk, amikor Gsszetett mintak elemzése soran felmertiil a
gyanija annak, hogy a mintat alkotd egyéb anyagok (a matrix) aktivan
kolcsonhatasba 1ép a meghatarozando vegyiiletiinkkel (pl. komplexet képez), aminek
kovetkeztében nem a teljes mennyiségét, hanem annak csak egy hanyadat
detektaljuk.

Ugy jarunk el, hogy a mintdhoz a meghatarozni kivant komponensbél ismert
mennyiségeket adnak, és minden hozzdadas utan elvégezziik a kromatografias
vizsgalatot. Az integralértékeket ezutan a hozzdadott standardmennyiség
fliggvényében abrazolva egy olyan egyenest kapunk, amely a fliggéleges tengelyt
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nem a nulla pontban, hanem egy attol nagyobb értéknél metszi. A nulla hozzaadott
mennyiségre extrapolalt koncentracid (azaz a meghatarozni kivant ismeretlen
koncentracid) az egyenes tengelymetszetébdl és a meredekségbdl kiszamithato.

Bels6 standard moédszer

A vizsgalati mintakat nagyon gyakran extrahalni, szlirni, 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 bel6le. A végsé térfogat bizonytalansaga miatt
a koncentraciot meghatarozni nem sok értelme van. Ennek a bizonytalansagnak a
kikiiszobolésére hasznaljuk a belsé standard modszert. Belsé standard barmilyen
anyag lehet, ami adott koriilmények kozott jol kromatografalhato. Kozvetleniil a
mérés el6tt a mintankhoz ismert mennyiségi (pl. 50 pg) belsoé standardot adunk,
majd elvégezziik a vizsgalatot. Ilyen esetben nem a gorbe alatti teriilet alapjan,
hanem az ismeretleniink és a belsé standardunk csucsainak teriiletaranya alapjan
végezzik a mennyiségi meghatarozast. Természetesen ilyenkor a kalibralast is a
teriiletarany alapjan végezzilk. A mérés soran nem az ismeretlen komponens
koncentraciojat fogjuk megkapni, hanem a mintasiivegben 1évé ismeretlen
komponensek tomegét. A modszer nagyon jol hasznalhatdé minden dusitasos eljaras
soran, a végso térfogat ingadozasa pedig azért nem zavard, mert a belemért belsd
standardot végsé soron ugyanigy érinti a higulds, mint a meghatarozando
komponenst, és a csticsok teriiletaranya zeért allando.
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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 gyakorlaton hasznalt Jasco gyartmanya HPLC késziilékkel részletesen a
gyakorlaton ismerkediink meg. F6 egységei:

ERC 3315 on-line eluens gazmentesitod

Jasco LG-980-02 kisnyomast gradiensképzo egység
a gazmentesitett oldoszerek megfeleld aranyu keverését végzi

Jasco PU-980 pumpa
Az oldoszerrel érintkez6 részek polirozott rozsdamentes acélbdl késziiltek. A
szokasos térfogati aramlasi sebesség 0,5-2 ml/perc, a maximalis nyomas
300—400 bar.

Jasco AS-1555 automata mintavalto 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 detektorbol kifolyd oldat a tobbi hulladékkal egyiitt kozos gytjtéedénybe kertil. A
gyakorlat soran a hulladék olddszereket nem ontjiik a lefolyoba, hanem a fiilke alatt
talalhatd hulladékgyiijté tlivegekbe oOntjik. Az edények elmosasakor nem
alkalmazunk acetont az edények kiszaritasara, mert a legkisebb maradék is oriasi
csucsot ad az UV-spektrumban, helyette indokolt esetben metanolt vagy etanolt
hasznalunk.
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3. tablazat A gyakorlaton hasznalt hatéanyagok tulajdonsagainak révid ismertetése.

Név, képlet

Leiras

Koffein

Gyogyszerkonyve neve: Coffeinum. Mindenki altal ismert,
élénkitd hatasa alkaloid. Ajulas, alacsony vérnyomas, testi
¢s szellemi faradtsag érzése ellen, valamint mas
gyogyszerekkel kombinalva hasznalatos. Gyogyszerként
hasznalva egyszeri adagja 50-300 mg, mig napi adagja 150-
600 mg lehet. Mellékhatasként émelygés, heves
szivdobogas, arra érzékenyeknél ritmuszavar, hasmenés,
fokozott vizelési inger jelentkezhet. A kavé és tea jelentds
mennyiségben tartalmaz koffeint, de megtalalhat6 szamos
iiditéitalban, valamint gyogyszerben is.

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

Paracetamol, mas

néven: acetaminofen.
OH

e

Szintetikusan egyszeriien eldallithato, régota hasznalatos az
orvosi gyakorlatban 14z és kisebb fajdalmak csillapitasara.
Szabadforgalmu gydgyszer, szamos mellékhatasa van.

UV maximum: 245 nm

A gyakorlaton elvégzendoé feladatok

A kiadott eszkdzok atvétele, sziikség esetén mosogatas.

A késziilék bemutatasa, a szoftver ismertetése.

A rendelkezésre allo torzsoldatokbol a kalibrald oldatok elkészitése higitassal
(sziikség esetén torzsoldat készitése).

Meérdoldat készitése az ismeretlenbdl.

A késziilék kalibralasa, az ismeretlenben a paracetamol és/vagy koffein tartalom

meghatarozasa.

Az eredmények nyomtatasa, jegyzOkonyvkészités, mosogatas, eszkozok leadasa.
ZH, referalas, a jegyzokonyv bemutatasa, a gyakorlat értékelése.
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A gyakorlatra kiadott torzsoldatok koncentracidit, az esetleg sziikséges higitasok
mértékeit a mérések megkezdése el6tt a helyszinen adjuk meg. Amennyiben a
gyakorlaton mas utasitast nem kapunk, a kovetkezOk szerint kell eljarni az
oldatkészitések soran.

A higitasokat a méréssorozat megkezdése elott kell elvégezni, a jo idébeosztas
nagyon fontos. A mérés soran a torzsoldatbol torténd higitasokat a kis térfogatokra
tekintettel nem mér6lombikban, hanem allithaté térfogat digitalis pipettak
segitségével, 2 cnr-es mintasiivegekben, egyszerli Osszeméréssel végezziik. A
hatdanyagok vizben vannak feloldva, a sziikséges higitasokat is vizzel végezziik.

Kalibrald oldatsor készitése

Koffeinre illetve paracetamolra nézve 1000 pug/ml-es illetve 100 pg/ml-es oldatok
vannak készen (ug/ml=ppm). Ezekbol kell a kdvetkezo tablazatnak megfeleléen
Osszemérni a méroéoldatokat.

Osszemérésre kerillo 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 0 100 300 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 0 300 100 100

A kalibralast 6t kiillonbozé koncentracional végezzik, a vezérlé program ezeket
nevezi Level 1 ....Level 5-nek. Célszeri a kalibraciot mindig a leghigabb oldattal
kezdeni és haladni az egyre toményebbek felé, hogy a mintak kozotti esetleges
keresztszennyez6dés hatasat minimalizaljuk. (A keresztszennyez6dés akkor
kovetkezik be, ha a mintavevd tiibdl és a vezetékbol nem sikertil teljesen kimosni az
el6z6 oldatot. Még teljesen automata rendszereknél is szamolni kell a
keresztszenyezéssel, ezért két mérés kdzott minél tobbszor ki kell mosatni a tiit.)

Ismeretlenek készitése

Lehetséges ismeretlenck: szabadforgalmi gyodgyszerek, vagy élelmiszerek, amelyek
valamelyik vagy mindkét standardot tartalmazzak.
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Tea

Kozvetleniil mérhetd

Egy tea filtert 200 ml forré vizben kiaztatunk, a kapott oldatot lehiitjiik, két
centrifugacsovet megtdltiink vele és 5 percig centrifugaljuk. Mindkét cso tetején 1évo
tiszta oldatbol 700 mikrolitert az ismeretlenes mintaedénybe mériink.

Kavé

Négyszeres higitas utan kdzvetleniil mérheto

Szokasos presszokavébol vagy hosszikavébol 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es
mintastivegbe és 3,00 ml vizet adunk hozza. Az oldatot homogenizaljuk, majd a
teanal leirtak szerint centrifugaljuk és mintasiivegbe vissziik.

Gyogyszer 1

Az elporitott tablettabol analitikai mérlegen pontosan kimériink 12-13 mg-ot egy
félmikro kémcsOben, majd a kémcsé tartalmat kb. 20-40 ml vizzel egy 100 ml-es
mér6lombikba mossuk. Az oldatot kb. 5 percig razogatjuk, majd a lombikot jelre
toltjiikk és az oldatot tobbszori atforditdssal homogenizaljuk. Két centrifugacsdbe
bemériink 1,50-1,50 ml oldatot és 5 percig centrifugaljuk. Mindkét csé tetején 1évo
tiszta oldatbol 700 mikrolitert az ismeretlenes mintaedénybe mériink.

Gyogyszer 2

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

Cola

Négyszeres higitas utan kdzvetleniil mérheto.

A Colabdl kiontiink egy kémcsébe néhany ml-t, majd razogatassal kihajtjuk beldle a
szén-dioxidot. A mar nem buborékold oldatbol 1,00 ml-t bemériink egy 4 ml-es
mintasiivegbe és 3,00 ml vizet adunk hozza. Az oldatot homogenizaljuk, majd
mintasiivegbe vissziik.

Energiaital

Tizszeres higitas utan kdzvetleniil mérhetok.

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.
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A mérend6 oldatokat a kovetkezO sorszamu helyekre kell a mintatartd talcaba
helyezni:

. viz (vak minta)
. Level 1

. Level 2

. Level 3

. Level 4

. Level 5

. Ismeretlen

~N N Bk W~

Mérési paraméterek

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

A méréshez elore elkészitett mérési szekvenciat hasznalunk, a mintak injektalasat
automata injektor végzi.

A gyakorlaton a detektalast 240 nm-en, vagy egymas utan 245 és 270 nm-en
végezziik. A vizsgalatok soran 0,8 cm’/min térfogati aramlasi sebességet
hasznalunk. Az 6sszes futtatast 40-60 metanol-viz eleggyel végezziik, amelyet tiszta
olddszerekbdl a gradiensképzo egység segitségével allitunk eld. Az effektiv miiszeres
mérési idé minden minta esetében 5 perc.

Szoftver

A modern kromatografias szoftvereknek nemcsak a késziilék vezérlését és az
eredmények kiszamitasat kell biztositaniuk, hanem azt is, hogy minden felhasznalo
csak a sajat illetékességi korébe tartozd adatokhoz és beallitasokhoz férjen hozza,
csak a ra tartozd paramétercket valtoztathassa meg, a nyers mérési adatokat pedig
senki ne tudja modositani (még a rendszergazda sem!). Ennek a sokféle
kivanalomnak elsGsorban mindségellendérzési és jogi okai vannak, hiszen példaul egy
gyogyszer josaganak bizonyitasra nem lehet felhasznalni egy olyan kromatogramot,
amibe barki egy egyszerli szovegszerkesztével bele tud piszkalni. Hogy ezt
elkeriiljék, minden mérési fajl titkositott formaban keriil tarolasra. A feladatok is
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megkivanjak, hogy az ugyanazon a késziiléken, de kiilonb6z6 projekteken dolgozo
csoportok adatai, mérési modszerei elkiiloniiljenek egymastol. Mivel az 0Osszes
kivanalmat kielégit6 szoftverek meglehetésen Osszetettek tudnak lenni, itt most nem
foglalkozunk a program felépitésével, hanem a ChromPass program felhasznaldi
szintli ismertetése a gyakorlaton torténik. Az angol nyelv alapjainak ismerete
feltétleniil szlikséges a program kezeléséhez.

A mérési adatokat futtatdsonként kiilon-kiilon fajlban taroljuk. A késziilék
automatikusan elvégzi a mintak futtatdsat, a kalibralast, majd kiértékeli az
ismeretlent. Csak az ismeretlenrdl készitett jelentést nyomtatjuk ki, azt be kell tiizni
(ragasztani) a jegyzOkonyvbe.

Az elvégzett higitasi feladatok pontossaga hatdrozza meg a kalibralo egyenes
pontossagat, illetve az ismeretlenre kapott eredményeket. A kalibralas josagat a
gyakorlatvezetd ellenérzi. A referalas vagy ZH eredménye mellett a kalibrald
egyenes R értéke (0—1 kozotti érték, minél kozelebb van az 1-hez, annal jobb),
illetve az ismeretlenckre meghatarozott koncentracid érték alkotjak a gyakorlatra
kapott jegy f6 részét.
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