Kiegészités Dr. Lazar Istvan “Nagynyomasu
folyadékkromatografia (HPLC)” cimi
segédanyagahoz

Késziilt a HPLC I1. gyakorlathoz

Debreceni Egyetem
Szervetlen és Analitikai Kémiail Tanszék
2017.



Kiegészité anyag a HPLC II. gyakorlathoz

A HPLC II. gyakorlaton a hallgatok egy szimulacios szoftversegitségével tudjak a megtapasztalni az
eddig csak elméletben latott alapdsszefiiggések és kromatografiads paraméterek elvalasztasra gyakorolt
hatasat, mely ismeretek alapvetd fontossagtiak egy HPLC modszer kidolgozasahoz. Az alabbi rovid
anyag, olyan kiegészitd ismereteket tartalmaz, ami hasznos lehet a gyakorlati feladatok megoldaséban,
illetve az eredeti segédanyaggal egyiitt megfeleld alapot nyujt a tovabbi HPLC-vel kapcsolatos
targyakhoz és gyakorlatokhoz.

Mivel ez az anyag csak kiegészitdje a ,,Nagynyomasu folyadékkromatografia (HPLC)” cimi oktatasi
segédanyagnak, igy a gyakorlatra és az annak elején irando tesztre a_két anyagbdl egyiittesen kell
felkésziilni, melyhez a gyakorlat honlapjan talalhaté minta tesztkérdések is segitséget nyujtanak.

Tobb kromatografias csiucs egymashoz viszonyitott jellemzésére hasznalatos
paraméterek

Az eddigiekben csak egyetlen kromatografias csucs jellemzoéit vizsgaltuk, ugyanakkor a gyakorlatban
a standardokat kivéve mindig tobb anyag van egyszerre jelen, igy nagyon fontos a csucsok egymastol
valo elvalasanak problémajaval foglalkoznunk.

Két cstucs egymashoz vald viszonyaban a szelektivitasi tényezo (o) a legegyszeriibben kifejezhetd
paraméter, megadja, hogy a masodik csucs retenciés ideje (tro) hanyszorosa az elsd csucs retencios
idejének (tr):

tRZ
a=—
tRl
Az elvalasztasi tényezot gyakran kiszamoljak, de valdjaban semmilyen informaciot 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 (R,) is, amit a kdvetkez6 képlettel szamithatunk ki (tgy > tr):

R,=2- (tr, —ts))
W, +Ws,

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

Az Ry = 1 esetén még nem teljes a csucsok szétvalasa, hanem az alapvonal kozelében atfednek
egymassal. Annal jobb két cstcs szétvalasa, minél nagyobb az R, értéke. A képlet nagyon egyszer(i, de
nem sok felvilagositast ad arrol, hogy hogyan lehet befolyasolni a csticsok elvalasztasat egymastol.

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

2
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Ebben az egyenletben egyidejlileg szerepelnek a kinetikai jellegii (N,) és a termodinamikai jellegii (a,
k’) paraméterek, felhasznalasukkal lehet6ség van eldre kiszamitani azt, hogy mennyit kell pl. a
retencios idokon vagy az aramlason valtoztatni ahhoz, hogy az elvalasztas megfeleld legyen.

Egy kromatografias modszer kifejlesztése soran tobb, egymassal osszefliggd faktort kell figyelembe
venni, annak érdekében, hogy egy hatékony és gazdasagos modszert tudjunk beallitani. A felbontas
szamitasanak fenti bovitett képlete jo alapot ad ahhoz, hogy gyakorlati szempontbol vegyiink sorba a
modszerfejlesztés soran valtoztatott paramétereket hatasukat az elvalasztasra (a van Deemter egyenlet
kiilonb6z0 tagjai is az itt leirt valtozokat foglaljak magukban).

2.



Kiegészité anyag a HPLC II. gyakorlathoz

Az egyenlet elsé tagja foglalja magaba a kinetikai jellegli paramétereket, vagy mas megfogalmazas
szerint azokat a paramétereket, melyek a kromatogramon lathato zénaszélesité hatasokért (mas néven
csucsszélesedés) felelések. Az elvalasztds soran a mintat dugoszeriien, viszonylag kis térfogatban
juttatjuk a kolonnara, ahol a mintaban 1évé komponensek elvalnak egymastol. A folyamat soran
azonban az oszlop hosszaval parhuzamos (longitudinalis) és keresztiranyu diffiizios folyamatok is
zajlanak, amik ndvelni fogjak azt a térfogatot, amiben a minta (illetve az egyes komponensek)
megtalalhatdéak. Ez azt eredményezi, hogy a kromatografias csucs szélessége novekedni fog, mig az
intenzitasa csokkenni. A csucsszélesedésért felelés folyamatok a csucs alatti teriilet értékét nem
befolyasoljak, de szélesebb cstuicsok esetében gyakrabban figyelheté meg a csucsok kozotti atfedés,
ami a kvantitativ analizist neheziti vagy lehetetlenné teszi.

Altalanosan elmondhat6, hogy anndl hatékonyabb egy oszlop (egy konkrét komponensre nézve),
minél nagyobb elméleti tanyérszamot tudunk elérni az elvalasztas soran. Nézzilk meg, milyen
paraméterek valtoztatasaval tudjuk novelni az elméleti tanyér szamot (és ezzel egyiitt javitani a
felbontast):

Az oszlop hossza. Az oszlop hosszanak az elméleti tdnyérszamra gyakorolt hatdsa egyértelmiien
allo és mozgofazis kozti kvazi egyenstly, annal nagyobb lesz az adott oszlopon, adott komponensre
kapott elméleti tanyérszam. Ebbdl kovetkezik, hogy az oszlop hosszanak novelése ndvelni fogja az
elméleti tanyérszamot. Ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy az oszlop hosszanak novelésével a
mérési 1id6 is ndvekedni fog, amivel a fent leirt diffuzids folyamatok is jobban érvényesiilnek, igy az
oszlop hosszanak novelésével csak bizonyos pontig tudjuk javitani az elvalasztasunk mindségét, a
csucsok jelentds kiszélesedése nélkiil.

A folyadékkromatografidban a felbontast meghatarozo egyik dontd tényezo a toltetet alkotd szemcesék
mérete. Minél kisebb szemcsékbdl all a tdltet, annal nagyobb az Gsszes feliilet, ahol az elvalasztas
torténhet, illetve annal kisebb lesz a szemcsék kozti holttérfogat. A kiilonb6zé szemcseméretii
tolteteket tigy lehet elképzelni, mintha egy adott térfogath iiveget szeretnénk feltolteni borsoval vagy
makkal. A szemek kozti térben nem torténik elvalasztas, vagyis ezeken a helyeken a
mintakomponensek visszatartas nélkiil aramlanak, vagyis ha sok ilyen tér van, akkor az oszlop
hatékonysaga csokken. A szemcseatmérd csokkentésével azonban négyzetesen n6 a rendszeren fellépd
nyomas (Darcy térvény), hiszen a kisebb szemcsék tomorebb toltetet eredményeznek, amin csak
nagyobb nyomads alkalmazasaval lehet atdramoltatni az eluenst. Ezt a nyomast a hagyomanyos HPLC
rendszerek nem minden esetben képesek elérni (max. 400 bar), igy a nagyon kis szemcseatméréjii
oszlopokat f6leg az UPLC technikaban alkalmazzak.

Fxk,
nxL

U =

Darcy-torvény, ahol P a kolonnan fellépd nyomas, K, az oszlopra jellemzd konstans, ami
négyzetesen fiigg a szemcsedtmérdtdl, n az eluens viszkozitdsa, L a kolonna hossza, u a
linearis aramlasi sebesség.

Az oszlopban 1évé toltet homogenitasa. A jelenleg elérhetd oszlopokban egy viszonylag homogén,
gombszimmetrikus, porézus szemcsékbdl allo kromatografids toltetet talalunk. A toltet homogenitasa
két tulajdonsagot foglal magéba: a toltetet alkotd szemcsék méretbeli homogenitasat illetve a toltet
tomorségét. A szemcsék méretének fontossaga az el6z0 pontban olvashatd. Itt annyi kiegészités
sziikséges, hogy egy inhomogén szemcseeloszlast toltet kinetikai hatékonysaga nem éri el a homogén
toltet hatékonysagat. A toltet tomorsége azért fontos, mert optimalis estben az oszlopon belill a
folyadék linearisan aramlik. Azonban, ha a toltetben kisebb-nagyobb iiregek talalhatoak, a folyadék
aramlasa is valtozik ezeken a pontokon, igy kiillonb6z6 minta komponensek nem egyforma
sebességgel tudnak aramlani a toltet kiillonb6z6é részein, ami hozzajarul a kromatografias csucs
kiszélesedéséhez.
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1. abra: Toéltet inhomogenitas okozta csticsszélesedés
(Forras: Sigma-Aldrich)

Aramlasi sebesség. Az aramlasi sebesség és a felbontas kozti osszefiiggés a fent mér részletezett van
Deemter 6sszefiiggésbol adodik (4. dbra). Az dramlasi sebesség optimumatol vald negativ eltérés (tul
alacsony aramlasi sebesség) azt eredményezi, hogy az elvalasztas idtartama megnd, novekszik az
elméleti tanyér magassdg, ami viszont az elméleti tanyérszam csokkenését okozza. Ha pozitiv
iranyban tériink el az optimumtdl, a két fazis kozti kvazi egyensulyok szama csokken, vagyis
tulsdgosan gyorsan jutnak at a komponensek az oszlopon, ami az elvalasztas elégtelenségét
eredményezi.

Homérséklet (és viszkozitas). A hdmérséklet fliggvényében a folyadékok viszkozitasa és az oldott
komponensek diffiizios allanddja is nagyon jelentdsen valtozik, ezeken keresztiil modositani (javitani
vagy rontani) lehet a kromatografids elvalasztasi folyamatokat. A viszkozitds a homérséklet
emelésével rohamosan csokken, ami lehetdvé teszi, hogy a korabbinal nagyobb aramlasi sebességet is
hasznalhassunk anélkiil, hogy a késziilékiink fels6 nyomashatarat elérnénk. A hdémérséklet
emelkedésével azonban a diffizios allanddé nd, ami szélesiti a csicsokat, rontja az elvalasztast. A
lecsokkent viszkozitas altal lehetové tett nagyobb aramlési sebességgel kompenzalni, s6t meghaladni
lehet a diffizidé novekedésének a negativ hatasat, ezért a kromatografias koriilmények megfeleld
beallitasaval magasabb homérsékleten gyorsabb és élesebb csticsokat lehet elérni. A hdmérséklet
novelése azonban csak az elvalasztandd komponensek hdérzékenységének vizsgalata illetve az
alkalmazott oldoszerek forrdspontjanak figyelembevételével lehetséges. A viszkozitas novekedése egy
szempontbdl hasznos is lehet, hiszen egy viszkozusabb aramlé kozegben kevésbé érvényesiilnek a
difftizios, zonaszélesedést okozd folyamatok. Ezt azonban a gyakorlatban a viszkozitas ndvekedése
altal okozott egyéb negativ hatasok miatt tobbnyire nem alkalmazzak.

Amint a fent leirtakbol is lathatd, egy kromatografidas modszer beallitasa soran tobb, egymassal
Osszefliggd és altaldban optimumot mutatd paramétert is figyelembe kell venni, vagyis egyik
paramétert sem valtoztathatjuk meg jelentdsen anélkiil, hogy annak negativ kovetkezménye lenne,
valamely masik tulajdonsagra nézve.

Az egyenlet masodik tagja a szelektivitasi tényezot, mig harmadik tagja a visszatartasi tényezot
(kapacitasi faktort) tartalmazza. Mivel a k’ alapvetden egy megoszlasi hanyados, ezt az allofazis,
mozgobfazis és a minta komponensek kozott kialakuld molekularis interakciok hatarozzak meg. Ezek
befolyasolasa, elsdsorban az allo6 és mozgodfazis fizikai és kémiai tulajdonsagainak valtoztatasaval
lehetséges, ami gyakorlati szempontbdl egy eltéré oszlop (eltérd funkcios csoportok) alkalmazasat
illetve az eluens Gsszetételének és erdsségének a valtoztatasat jelenti.
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A folyadékkromatografiaban alkalmazott eluensek

A kromatografids technikak egyik egyszeri csoportositasi modja az alkalmazott mozgdéfazis
halmazallapota alapjan torténik. E szerint megkiilonboztetiink folyadék- (LC), gaz- (GC) és
szuperkritikus fluid (SFC) kromatografiat. . Jelen jegyzetben elsésorban a kolcsonhatason alapuld
kromatografias technikak jellemzo6it taglaljuk, azon beliill is a normal- és forditott fazisu
kromatografiat.

Az elvalasztas alapja, hogy a vizsgalt, eltéré fizikai és kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd
mintakomponensek eltéré aranyban oszlanak meg az allo- és mozg6fazis kozott, ezaltal eltérd ido alatt
jutnak keresztiil a kromatografias kolonnan. Ezek alapjan elmondhat6, hogy azok a komponensek,
melynek képesek kolesonhatast kialakitani a kromatografias toltettel, hosszabb id6 alatt jutnak el a
detektorba (visszatartodnak), mig azok, melyek nem képesek kolcsonhatast kialakitani, a
mozgodfazissal megegyezo sebességgel haladnak. Ez utdobbi komponensek a retencios idejét nevezziik
az adott oszlop holtidejének (t).

A mozgofazis Osszetétele dontben meghatirozza az elvalasztas hatékonysagat, hiszen az allofazis
mellett ez fogja meghatdrozni, hogy milyen jellegli és erdsségii kodlcsonhatasok alakulnak ki az
elvalasztas soran. Azt, hogy az egyes elvalasztasok esetében milyen tipusi és 0Osszetételil
mozgofazissal dolgozunk, minden esetben az alkalmazott allofazis és az elvalasztandé komponensek
fizikai és kémiai tulajdonsagai hatarozzak meg.

A nagynyomasu folyadékkromatografia két legelterjedtebb tipusa a normal-, és a forditott fazisu
kromatografia. Azt, hogy adott rendszer normal- vagy forditott fazisti elvalasztasra alkalmas-e,
minden esetben az allo- és mozgodfazis egymashoz viszonyitott polaritasa hatarozza meg. Ezek alapjan
normal fazisu kromatografids rendszerben az allofazis polarosabb, mint a mozgofazis; mig forditott
fazis esetében az allofazis apolarosabb, mint a mozgdfazis. Ez alapjan lathato, hogy a két tipusa
elvalasztas soran eltérd Osszetételli mozgofazisokat kell alkalmazni: normal fazis esetében az
eluenserésség a mozgodfazis polaritasainak novekedésével nd, mig forditott fazisu rendszerekben a
polaritas novekedésével csokken. Az oldoszerek elucios erdsségét eluotrop sornak nevezziik, melyet
Snyder dolgozott ki. Ennek a skalanak a kiindulasi pontjan a pentan talalhatd, melynek az elucios
erdsségét valasztotta 0-nak. Snyder a skala kidolgozasakor aluminium-oxid allofazist alkalmazott, de
az oldoszerek erdssége a megfeleld képlet és az alkalmazott adszorbensre jellemzd konstans
segitségével mas allofazisokra is kalkulalhato. Ez szilika gél esetében a kovetkezoképpen alakul:

Q — Q
Flmiive = 11 X 69200

Eluenserosség valtozasa normal fazison (az elucios erd balrdl jobbra nd, a szelektivitas balrol jobbra
csokken)

Diklérmetan < tetrahidrofuran < etil-acetat < metanol < acetonitril < ecetsav < viz

Eluenserésség valtozasa forditott fazison (az elicios erd balrol jobbra nd, a szelektivitas balrol
jobbra csokken)

viz < metanol < acetonitril < etanol < izopropanol < tetrahidrofuran
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1. tdblazat: HPLC-ben gyakran alkalmazott oldészerek elucios tulajdonsagai, UV elnyelési

adatai

Solvent £°(A1,03) £°(SiOH) £°(C18) UV cutoff
(nm)

Pentane 0.00 0.00 - 190
Hexane 0.00-0.01 0.00-0.01 - 195
Iso-Octane 0.01 0.01 - 215
Cyclohexane 0.01 0.03 - 200
Carbon 0.17-0.18 0.11 - -
Tetrachloride
1-Cholorobutane 0.26-0.30 0.2 - 220
Xylene 0.26 - - 288
Toluene 0.20-0.30 0.22 - 284
Chlorobenzene 0.30-0.31 0.23 - 287
Benzene 0.32 0.25 - -
Ethyl Ether 0.38 0.38-0.43 - 215
Dicholoromethane 0.36-0.42 0.32-0.32 - 295
Chloroform 0.36-0.40 0.26 - 245
1,2-Dichlorethane 0.44-0.49 - - -
Methyl Ethyl Ketone | 0.51 - - 329
Acetone 0.56-0.58 0.47-0.53 8.8 330
Dioxane 0.56-0.61 0.49-0.51 11.7 215
1-Pentanol 0.61 - - -
Tetrahydrofuran 0.45-0.62 0.53 3.7 212
Methyl ¢-Butyl Ether | 0.3-0.62 0.48 - 210
Ethyl Acetate 0.58-0.62 0.38-0.48 - 256
Dimethyl Sulfoxide | 0.62-0.75 - - 268
Diethylamine 0.63 - - -
Acetonitrile 0.52-0.65 0.50-0.52 3.1 190
1-Butanol 0.70 - - 215
Pyridine 0.71 - - -
2-Methoxyethanol 0.74 - - 210
n-Propyl Alcohol 0.78-0.82 - 10.1 210
Isopropyl Alcohol 0.78-0.82 0.60 8.3 205
Isobutyl Alcohol - - - 220
Ethanol 0.88 - 3.1 -
Methanol 0.95 0.70-0.73 1.0 205
Ethylene Glycol 1.11 - - -
Dimethyl - - 7.6 268
Formamide

(Forras: Paul C. Sadek: The HPLC solvent guide, Wiley, 2002)

A folyadékkromatografias modszer fejlesztésénél a mozgofazis az egyik legmeghatarozobb tényezo,
hiszen a kidolgozott modszer szelektivitasat dontden befolyasolja. Emellett a mozgofazis Osszetétele a
legtagabb tartomanyban valtoztathato tényezd is, hiszen manapsag mar szamtalan kiilonféle oldoszer
all rendelkezésiinkre, melyeket tetszOlegesen kombinalhatunk a megfelel6 modszer kidolgozasa
érdekében. Ezen feliil, a mai korszerli késziilékek esetében lehetdségiink van az eluens 6sszetételének
elére programozott iitemben torténd valtoztatasara az elvalasztas soran (gradiens elucié), ami tovabbi
segitséget jelent jelentos eltéréseket mutatd komponenseket tartalmazé mintak elvalasztasa esetén.
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A mozgofazis kivalasztasanak szempontjai

A mozgofazis kivalasztasakor a polaritason kiviil (Id. fent) tobb mas szempontot is figyelembe kell
venniink:

1. Viszkozitas. A folyadékkromatografias eljarasok tobbségét szilard szemcsékkel toltott un.
toltetes oszlopokon végzik. Ezek a toltetek viszonylag tomorek, hogy ellenalljanak annak a
nyomasnak, amivel az eluenst aramoltatjuk keresztiil rajtuk. Ennek megfelel6en belathato, hogy az
eluens viszkozitasanak novekedése novelni fogja a rendszerben fellép6 nyomadst, hiszen a
viszkozusabb folyadék tomor tolteten keresztiil vald aramoltatasa nagyobb nyomast kivan.

2. Kompatibilitis az alkalmazott detektorral. A modern HPLC rendszereket kiilonféle
detektorokkal szerelhetik fel, az alkalmazasi céloknak megfeleléen. A kiilonféle detektorok eltérd
oldészerekkel kompatibilisek, amit a modszer kidolgozasa soran figyelembe kell venni. A
leggyakrabban alkalmazott detektorok az UV ¢és lathaté hullamhossz tartomanyban muikddnek,
mitkodési elviik a spektrofotométerhez hasonlo. UV tartomanyban torténd detektalasnal fontos, hogy
az eluensben talalhato komponensek ne zavarjak a mérést, vagyis elnyelési maximumuk (,,cut-off”
érték) a detektalasi hullamhossz alatt legyen.

3. Tisztasag. Alapvetd fontossadgu az elvalasztasok soran, hogy az alkalmazott eluensiink tiszta
legyen. Ez a tisztasag azt jelenti, hogy nem tartalmaz szilard szennyezddéseket és/vagy olyan oldott
anyagokat, amik befolyasolhatjak az elvalasztasunk sikerességét. Elobbi probléma kikiiszobdlése
érdekében az alkalmazott eluensiinket célszerti szlirni (pl. pufferek esetében a fel nem oldodott
sokristalyok eltavolitasa érdekében). A késziilékekben is alkalmaznak kiilonféle szlir6ket, melyek
egyrészt az eluensbdl nem engedik a rendszerbe jutni a szilard szennyezdket (kis porusméretli szlir6),
masrészt kiszlirik a mintabdl esetlegesen a rendszerbe jutod szilard szennyezoket vagy az oszlopon
irreverzibilisen kivaldo komponenseket, mieldtt azok az oszlopra keriilve annak karosodasat/dugulasat
okozhatnak (el6tét oszlop).

Kiilonbozo tisztasagu gyari oldoszereket talalhatunk a gyartok kinalatdban, melyek tartalmazhatnak
ugyan oldott szennyezdket, de ezekrél mindségi €s mennyiségi informacid is rendelkezésre all, igy az
egyes oldoszerek alkalmazasa el6tt lehetdség van mérlegelni, hogy alkalmas-e az adott oldoszer az
aktualis elvalasztashoz, vagy sem. Az, hogy az elvalasztas izokratikusan vagy gradiens eliicioval
torténik, szintén fontos szempont, hiszen utobbi esetében tisztabb oldoszerekre van sziikség.

4. Oldott oxigén tartalom: A kiilonb6z6 alkalmazott oldoszerek eltéré mértékben képesek
oldani az oxigént. Ezek keveredése esetén a rendszerben az oxigén kivalas eredményeként
buborékképzodés torténhet. Ez els6sorban a detektort érinti, ahol mar nincs jelen a nagy nyomads. A
detektorban a buborékok révidtava alapvonal ingadozast (zajt) okoz. A buborékok emellett negativan
befolyasolhatjak az eluens aramlasat is. Hasonloképpen torténhet buborékképzddés abban az esetben
is, ha az elvalasztas soran termosztaljuk a kromatografias rendszert, hiszen magasabb homérsékleten a
gazok oldékonysaga csokken.

5. Forraspont. Az alacsony forrasponti olddszerek esetében, mar szobahOmérsékleten is
megfigyelhetd buborékképzodés, ami az el6z6 pontban leirtaknak megfeleléen problémat okozhat az
elvalasztas soran. Els6sorban normal fazisu kromatografianal jelent problémat, hiszen a forditott fazisu
rendszerekben, altaldban magas viztartalmu eluenseket alkalmaznak.

6. Elegyithetéség. Ugyelniink kell arra, hogy ha tobb komponensbdl 4ll dssze az alkalmazott
eluensiink, ezek kompatibilisek legyenek egymassal. Normal fazisti kromatografianal, ahol donten
szerves oldoszereket alkalmazunk az eluensben, figyelembe kell venni a kiilonb6zo olddszerek
elegyithetdségét is az alkalmazas el6tt. Forditott fazisu rendszerekben, f6leg pufferek alkalmazasa
soran keriilhetnek elétérbe az elegyedési problémak, ha a keverdben talalkozik egymassal a puffer €s a
szerves modositd. Ennek a talalkozasnak az eredménye so kivalas lehet, mely a rendszer dugulasat
okozhatja.
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7. Kompatibilitas az alléfazissal. Az el6z6 fejezetben leirtak alapjan lathat6, hogy a
leggyakrabban hasznalt szilika alapi kromatografias oszlopok érzékenyek a pH-ra valamint az eluens
viztartalméara. fgy az eluens kivalasztasdnal mindig figyelembe kell venni az alkalmazott allofazis
olddszerrel szembeni kompatibilitasat is.

8. Inertség. Az alkalmazott modszerrel szemben tamasztott alapvetd kdvetelmény, hogy a
vizsgalt minta ne modosuljon az elvalasztas soran. Ennek megfelelen, a vizsgalt minta fizikai és
kémiai tulajdonsagainak figyelembevételével kell megvalasztanunk az eluenst is. Azonban nem csak a
mintaval szemben kell inertnek lennie az eluensnek hanem a késziilék minden részével szemben,
amivel érintkezik, megel6zendd a késziilék korrodalodasat, sériilését. Az eluens abban az egy esetben
modosithatja a vizsgalt komponenseket, ha pufferelt rendszerben dolgozunk és célunk a vizsgalt
komponensek toltéseinek elére meghatarozott iranyba valdo megvaltoztatisa (a toltések jelenléte vagy
hianya kismértékben megvaltoztatja a komponens polaritasat, ezaltal az elvalasztas hatékonysagat is).

9. Ar. A folyadékkromatografia manapsag a rutin diagnosztika és a kutatds egyik alapvetd
eszkoze. Ennek megfelel6sen sokszor folyamatos lizemben, nagy mintaszamokkal kell kalkulalni, ami
jelentds oldoszer felhasznalast is jelent. Ennek megfelelden, az alkalmazott oldoszerek ara is egy
fontos paraméter, a modszerek kidolgozésa soran.
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2. abra HPLC-ben alkalmazott olddszerek elegyedési tulajdonsagai
(Forras: http://www.chromacademy.com)
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Mindségi azonositas

Elészor a kromatografias paraméterek megfeleld valtoztatasaval el kell érni, hogy lehet6leg minden
komponens jol elvalo, emellett lehetéleg idealis alakt csticsként detektalhato legyen.

Az elsédleges minGségi azonositas a retencios id6 alapjan torténik, ez azonban egyetlen kolonnan,
egyetlen kromatografias modszerrel meghatarozva nem bizonyitja a min6ségi azonossagot. Ahhoz,
hogy a retencios idok alapjan a komponensek azonositasat elfogadjuk az sziikséges, hogy egy masik
tipust (mas polaritdsu) kolonnan, mas kromatografias koriilmények kozott is retencios ido
azonossagot talaljunk a standarddal Osszehasonlitva. Ezt a masik kolonnat altalaban konfirmalé
(megero6sitd) kolonnanak nevezziik.

Ismert Osszetételi mintanal, abban az esetben nincs lehetéségiink az 6sszes komponens standarddal
torténd azonositasara, a retencidos sorrendbdl is kovetkeztethetiink az egyes cstucsokban elualodo
komponensre (ezt csak egyszerii, néhany komponenst tartalmazé minta esetében tehetjik meg).
Hasonl6 gondolkodast igényel a kisérlet megtervezése soran is, ha eldre szeretnénk megbecsiilni a
rendszerekben az elvalasztas alapja a polaritds (az egyszeriiség kedvéért most eltekintiink az egyéb
tényezoktol, pl. a komponenseknek szemcsék porusméretébdl adodod kizarodasatdl), a minta
komponenseinek és a kolonna polaritasanak ismeretében lehet6séglink van megbecsiilni a varhatd
eliuciés sorrendet. Ehhez azt kell figyelembe venniink, hogy azok az anyagok, melyek nagyobb
affinitassal kotddnek az allofazishoz, nagyobb visszatartdssal fognak eludlédni, vagyis a
kromatogramon nagyobb retencids idével jelennek meg. Konkrétan, egy normal fazisti rendszerben a
poléarosabb anyagok, mig egy forditott fazisu rendszerben az apolarosabb anyagok fognak kés6bb
elualodni.

Tomegspektrométer detektort hasznalva a vegyiilet ujjlenyomatszeri primer tomegspektruma, illetve a
kiilonbozo szelektiv tomegspektrometrias technikdkkal nyert szarmazék ionjainak a megjelenése
egyetlen kolonnan térténd méréssel is bizonyitja a mindségi azonossagot.

Ajanlott irodalom:
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