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Kivonat
Komplex egyensúlyi és hatékonysági paraméterek vizsgálata az ion- és
folyadékkromatográfiában

A munka célja a folyadékkromatográfia − mint az egyik legintenzívebben fejlődő anali-
tikai módszer − területéhez tartozó alapkutatások eredményeinek bővítése.

Az "Irodalmi összefoglaló" a kromatográfiás módszerek, alapfogalmak és elválasz-
tások (lineáris- ill. ioncsere-kromatográfia) elméletének bemutatása mellett kitér a fo-
lyadékkromatográfiás kolonnák legfőbb fizikai és kémiai tulajdonságaira. A mérési kö-
rülmények, eszközök, anyagok és az adatok feldolgozásának matematikai ill. szoftveres
háttere a "Kísérleti rész"-ben található.

A Jelölt az oszloptöltetek szemcseméret eloszlás (PSD) hatásának, kolonnatöltés mi-
nőségétől független, gyors, készülék- és oldószermentes vizsgálatára az általános sebessé-
gi modellt használja fel. Az elválasztási hatékonyság PSD függését eltérő szemcseszerke-
zetek és molekulaméret tartományok esetében vizsgálja. Megállapítja, hogy a tömörmag-
vú fázisok szűkebb PSD-je hozzájárul az ezen fázisokkal töltött oszlopok megnövekedett
hatékonyságához, különösen nagyméretű molekulák esetén.

A Jelölt az oszlopbeli nyomásesés elválasztásra gyakorolt hatását a Gibbs-féle sza-
badentalpia egyenlet és az egyensúlyi-diszperzív modell segítségével vizsgálja. Rámutat,
hogy a nyomásesés és a komponens moláris adszorpciós térfogatváltozása a retenciós
tényező és a vándorlási sebesség mellett, a hatékonysági paraméterek alakulására is befo-
lyással van, mely hatás nagyméretű molekulák UHPLC elválasztása során nem hagyható
figyelmen kívül. Számításokkal igazolja továbbá, hogy az oszlopbeli sávszélesedést a
komponensek megnövekedett kilépési sebessége részben vagy teljes mértékben kompen-
zálhatja.

A dolgozat további része a komplexképződés ioncsere-kromatográfiás szerepével
foglalkozik. A Jelölt Gd(III)-kelátok, szervetlen és szerves mátrixionok retenciójának
egyensúlyi folyamatait vizsgálja latex anioncserélőn. Modellt vezet le a komponensek
mozgófázis koncentráció/pH függő retenciójának előrejelzésére, és mintaelőkészítési el-
járást dolgoz ki a mátrixalkotók eltávolítására. A Jelölt n-decil-2.2.2-kriptand csoportok-
kal funkcionalizált anioncserélőn vizsgálja karboxilátok és szervetlen anionok retenciós
viselkedését. Modellt vezet le többértékű, protonálható anionok mozgófázis ionerősség/
fémiontartalom függő retenciójának előrejelzésére. Vizsgálja a kriptand fázison történő
visszatartás termodinamikai jellemzőit, valamint módszerfejlesztési lehetőségeit.



Abstract
Investigation of complex equilibria and efficiency parameters in ion and
liquid chromatography

The aim of this work is to broaden the results of basic research in the field of liquid
chromatography as one of the most intensively developing analytical methods.

In the "Literature review", the chromatographic methods, basic concepts, the theory
of separations, the physical and chemical properties of liquid chromatographic columns
are discussed. The measurement conditions, devices, chemicals in addition the mathema-
tical tools and software to data processing can be found in the "Experimental" section.

The effect of particle size distribution (PSD) of the column packing on the chromato-
graphic efficiency was studied by the use of the general rate model. This approach offered
a fast and non-instrumental method that eliminates the effects of solvents and quality of
packing process. The dependency of separation efficiency on PSD is examined in case of
different particle-structures and various range of molecular sizes. It is confirmed that the
narrower PSD core-shell phases contribute to the high efficiency of columns packed by
these phases. This effect is particularly significant for large molecules.

The effect of column pressure on separation efficiency is studied by using the Gibbs
free energy equation and the equilibrium-dispersive model. It is observed, that the pres-
sure drop and the variation of molar adsorption volume of analyte affect not only the
retention factor and the linear migration velocity but those also decrease the efficiency.
This effect is not negligible for separation of macromolecules under UHPLC conditions.
It is proved by mathematical calculations that the increase of bandwidth in the column
can be compensated partially or fully by the elevated release velocity of compounds.

The rest of the work focuses on the role of complex formation reactions in ion exc-
hange chromatography. The equilibrium processes that stay behind the retention mechan-
ism of Gd(III)-chelates, inorganic and organic matrix ions, on latex-based resin are studi-
ed. A model is developed for predicting the retention of analytes at different concentra-
tions and pHs of mobile phase. Furthermore a sample preparation method is developed to
reduce the level of interfering matrix ions. The retention behaviour of carboxylates and
inorganic anions are investigated on anion exchanger functionalized with n-decyl-2.2.2-
cryptand ligands. A mathematical model is developed to predict the retention factors of
multivalent and protonable anions eluted at various ionic strengths and metal ion cont-
ents of mobile phase. The retention on cryptand-based anion exchanger is studied from a
thermodynamic point of view. The possibilities of method development are examined.



Kurzfassung
Untersuchung komplexer Gleichgewichts- und Effizienzparameter in der
Ionen- und Flüssigkeitschromatographie

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Ergebnisse der Grundlagenforschung der Flüssigkeitsch-
romatographie− als eine intensivsten entwickelnde analytische Methode− zu erweitern.

Die "Literaturübersicht" enthält eine Beschreibung von chromatographische Metho-
den, Grundlegende Begriffe, Trennungstheorien, und wichtigsten physikalischen, chemis-
chen Eigenschaften von Flüssigchromatographiesäulen. Die Messbedingungen, Geräte,
Materialien, und mathematische Hintergrund sind im "Experimenteller Teil" beschrieben.

Die Wirkung der Partikelgrößenverteilung (PSD) der Säulen wurde durch das all-
gemeines Geschwindigkeitsmodell untersucht. Die Effekt der PSD für die chromatogra-
phische Effizienz wurde erforscht für verschiedene Partikelstrukturen und molekularer
Größenbereich. Es wurde gefunden, dass die Fused-Core-Partikeln verfügen enge PSD
und dadurch mit ihrer Verwendung wird eine höhere Effizienz erreicht im Vergleich zu
die vollständig porösen Partikeln, speziell für große Moleküle.

Die Effekte des Druckabfall in der Säule wurde durch die Gibbs-Energie Gleichung
und das Gleichgewichts-Dispersions-Modell untersucht. Es wurde gefunden, dass der
Druckabfall und molare Volumenänderung beeinflusst der Retention, Migrationsgesch-
windigkeit und Effizienzparametern, weiterhin dieser Effekt kann bei der UHPLC-Trennung
von großen Moleküle nicht ignoriert werden. Berechnungen zeigen auch, dass die Gesch-
windigkeitsgradient durch Druckabfall kann die Bandenverbreiterung kompensieren.

Die nächsten Teil die These beschreibt die Rolle der Komplexbildung in der Ionena-
ustauschchromatographie. Die Gleichgewichtsprozesse der Retention von Gd(III)-Chela-
ten und anorganische, organische Matrixanionen auf einer latexbasierte Anionenaustaus-
cher wurde untersuchen. Ein Modell für Vorhersagen der Retention bei variable Konzent
rationen/pH-Wert der mobile Phase, sowie eine Probenvorbereitung Methode für Mat-
rixkomponente zu entfernen wurde entwickelt. Der Autor untersucht die Retentionsver-
halten die Carbonsäure- und anorganische Anionen auf einer Anionenaustauscher funk-
tionalisierte mit Kryptand-Gruppen. Es wird Modelle für Vorhersagen der Retention −
unter isokratischer und Gradientenelution − bei variable Ionenstärke, Metallionengehalt
und Methanolgehalt der mobile Phase beschreibt für mehrwertige und protonierungsfähi-
ge Ionen.
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Jelölésjegyzék

α szelektivitási tényező
AS aszimmetria faktor
AS0,1 csúcsmagasság 10%-ánál mért aszim-

metria faktor

β szemcseszerkezetet leíró segédpara-
méter

bg gradiens faktor
Bg normalizált gradiens meredekség

c0 kezdeti mozgófázis koncentráció
cinj injektálási profil
cm mozgófázisbeli koncentráció (C)
cmax maximális mozgófázis koncentráció
cn koncentráció az „n"-edik tányéron
Cp pórusbeli koncentráció
C∗p egyensúlyi pórusbeli koncentráció
cs állófázisbeli koncentráció (Cs)
ctot mozgófázis összkoncentráció

DA mintaanion megoszlási hányadosa
Da,i látszólagos diszperziós koefficiens
dc kolonna átmérő
δax axiális diszperzióra vonatkozó tag
δd pórusbeli diffúzióra vonatkozó tag
∆∗G szabadentalpia változás a homológ

sor egyes tagjai között
∆E belső energia változás
δf külső anyagtranszportot leíró tag
∆G0 reakció szabadentalpia változása a ho-

mológ sor első tagjára vonatkozóan
∆p nyomásesés a kolonna mentén

∆tinj injektálás alatt eltelt idő
∆toutkromatogramon megjelenő csúcs szé-

lessége
∆Vm moláris térfogatváltozás
∆z oszlopmenti vándorlás elemi lépései-

nek hossza
∆zin mintadugó kezdeti szélessége
∆zoutoszlopból kilépő sáv szélessége
DL axiális diszperziós koefficiens
Dm molekuláris diffúziós tényező
dp kolonna töltetszemcse átmérő
Dp pórusbeli diffúziós koefficiens
dpore töltetszemcse pórusátmérő

E mért és számított detektorjelek közöt-
ti eltérés

Em mozgófázisbeli ellenion koncentráció
ε töltet teljes porozitása
εe oszlop (szemcséken kívüli) porozitás
εp töltetszemcse belső porozitása
η mozgófázis viszkozitása

F fázisarány
fH lokális tányérmagasságok valószínű-

ségi sűrűségfüggvénye
frp töltet szemcseméretét leíró valószínű-

ségi sűrűségfüggvény

γe töltetágy gátlási faktora
γp szemcsebeli pórusok gátlási faktora

H tányérmagasság
H0 nulla szórással jellemezhető eloszlás-

ra számított tányérmagasság



Hcol átlagos lokális tányérmagasság
heddy örvénydiffúziós koefficiens
Hrel relatív tányérmagasság
Hσ adott „σ szórású eloszlásra számított

tányérmagasság

k retenciós tényező
k′ retenciós tényező szerves oldószer

tartalmú mozgófázis esetén
k0 retenciós tényező nulla nyomásra vo-

natkozó értéke
k′0 retenciós tényező szerves oldószer

mentes mozgófázis esetén
k0,g gradiens retenciós tényező kezdeti ér-

téke
ka adszorpció sebességi állandója
Ka adszorpció egyensúlyi állandója
Ka1 első savi disszociációs állandó
Ka2 második savi disszociációs állandó
KA/Eioncsere-egyensúlyi állandó
kback sáv végének retenciós tényezője
Kd megoszlási hányados
kf külső anyagátadási koefficiens
kfront sáv frontjának retenciós tényezője
K

H−A
mintaion ionpárképzési állandója pro-
tonált kriptand kötőhelyen

K
H−OH

mozgófázision ionpárképzési állan-
dója protonált kriptand kötőhelyen

kin oszlopba belépő komponens retenciós
tényezője

Kj „j"-edik protonálódási állandó
KM „M" fémion komplexképzési állandó-

ja kriptand kötőhelyen
K

M−A
mintaion ionpárképzési állandója
komplexált kriptand kötőhelyen

K
M−OH

mozgófázision ionpárképzési állan-
dója komplexált kriptand kötőhelyen

kout oszlopból kilépő komponens retenci-
ós tényezője

L oszlophossz

m kalibrációs mérőgörbe meredeksége
M0 oszlopból kilépő sávprofil nulladik

momentuma
Mn oszlopból kilépő sávprofil „n"-edik

momentuma
µ0 nulladik momentum (csúcsterület)
µ1 első abszolút momentum (retenciós

idő)
µ2 második centralizált momentum

(csúcsvariancia)
µn „n"-edik abszolút vagy normalizált

momentum
µn „n"-edik centralizált momentum
µrp töltet szemcseméretét jellemző log-

normális eloszlás várható értéke

n mérési pontok száma
N tányérszám
Ni,z „i"-edik komponens tömegárama a

kolonna „z"-edik pontjában
nc csúcskapacitás
ni szénatomszám
Ninit kezdeti tányérszám (gradiens)
ν redukált sebesség

p nyomás
Φ′ szerves oldószer térfogatarány
ΦCry szabad kriptand molekulák mólaránya
Φ

CryH
egyszeresen protonált kriptand mole-
kulák mólaránya

Φ
CryH2

kétszeresen protonált kriptand mole-
kulák mólaránya

Φ
CryM

fémionnal komplexált kriptand mole-
kulák mólaránya

Φj „j"-szeresen protonált ionforma mól-
aránya

pin belépő nyomás a kolonna elején
pout kilépő nyomás a kolonna végén

q állófázisbeli koncentráció az adott
szemcsére vonatkozóan

Q oszlop ioncserekapacitása



Q0 a teljes ioncserekapacitás, ioncseré-
ben részt nem vevő szabad kriptand
specieszek formájában való része

QH protonált kriptand molekulák biztosí-
totta ioncserekapacitás

qi állófázisbeli egyensúlyi koncentráció
QM komplexált kriptand molekulák bizto-

sította ioncserekapacitás

Rc kolonna sugara
%RC visszanyerési hatékonyság
rcore töltetszemcse tömör magjának sugara
Rg gradiens meredekség
ρ tömör mag és szemcsesugár aránya
rp töltetszemcse sugara
Rs felbontás

S komponens mintabeli mennyisége
S ′ retenciós tényező szerves oldószer

tartalom függvényében való változá-
sát leíró paraméter

Sc kolonna keresztmetszete
σrp a töltet szemcseméretét jellemző log-

normális eloszlás szórása
SP komponens addícionált mennyisége
SPS komponens addícionált mintabeli

mennyisége

t0 holtidő
td gradiens késési idő
TF „tailing" faktor
tg gradiens program időtartama
tR,max utolsóként eluálódó komponens re-

tenciós ideje
tR,min elsőként eluálódó komponens reten-

ciós ideje

tR retenciós idő
tR,g gradiens retenciós idő
tR,init gradiens retenciós idő kezdeti értéke
tRn retenciós idő az „n"-edik gradiens

szakasz végén
tstepx retenciós idő az „x"-edik gradiens lép-

cső végén

u0 mozgófázis áramlási sebesség
uback sávvég vándorlási sebessége
ufront sávfront vándorlási sebessége

v mozgófázis térfogatáram
Vinj injektált mintatérfogat
Vm mozgófázis térfogat
VR retenciós térfogat
Vs állófázis térfogat

w súlytényező
W csúcsszélesség
W0,5 félértékszélesség

x mintaion töltése
x′ mintaion látszólagos töltése
ξ molekula-pórusátmérő arány
xp szemcseszerkezetet leíró paraméter
xsp felületen porózus szemcse szerkezetét

leíró paraméter
xtp teljesen porózus töltetszemcse szerke-

zetét leíró paraméter

y mozgófázisbeli ellenion töltése

z oszlop menti távolság
zg gradiens profilt leíró paraméter



Bevezetés

Az analitikai módszerek fejlesztésére folyamatos és egyre növekvő igény mutatkozik ipa-
ri, környezeti, és élettani területeken egyaránt. A vizsgálati technikákkal szemben támasz-
tott alapvető elvárások a rövid analízisidő, valamint a megbízhatóság és az érzékenység.
A megoldandó analitikai feladatok sokszínűsége és komplexitása mintaspecifikus mód-
szerek kidolgozását teszi szükségessé, mely az esetek többségében jelentős háttérmunkát
igényel a szakemberek részéről.

A felmerülő analitikai feladatok megoldása során a műszerezettség mellett a rendelke-
zésre álló idő a legfőbb korlátozó tényező. Belátható, különösen komplex minták esetén,
hogy a rendszer és a vizsgálandó komponensek illetve a mintamátrix tulajdonságainak
ismerete nélkül a módszerfejlesztés nehézkes és hosszadalmas folyamat lehet.

Az alapkutatások fő célja a gyakorlati tapasztalatok és az elméleti ismeretek közötti kap-
csolatok megtalálása, mely adott esetben a már meglévő, és alapvetően elfogadottnak
tartott elméletek kibővítését igényli. Ezen kutatások eredményei olyan, a későbbiekben
kamatoztatható tudást adnak a szakemberek számára, mely jelentősen megkönnyíti, és
nem utolsó sorban meggyorsítja az adott analitikai probléma megoldására leginkább al-
kalmas módszer megtalálását, kidolgozását.

A Pannon Egyetem Analitikai Kémia Intézeti Tanszékén működő Kromatográfiás Ku-
tatócsoporthoz 2009-ben, még alapszakos hallgatóként csatlakoztam. Az elválasztástu-
domány, azon belül is a folyadékkromatográfia elméletében és gyakorlatában egyaránt
jelentős eredményekkel rendelkező csoport munkájába bekapcsolódva több különböző
témájú kutatásban is részt vettem, betekintést nyerve ezáltal a nagyhatékonyságú folya-
dékkromatográfia és ioncsere-kromatográfia fejlődésébe. Tudományos munkámat a BSc
majd MSc oklevél megszerzését követően, a PhD fokozat elnyerése érdekében doktori
képzés keretében is folytattam, mely kutatásaim eredményeit jelen értekezésben kívánom
ismertetni.

1



Célkitűzés

A nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia területén a széleskörű használatnak köszön-
hetően folyamatos fejlesztések zajlanak mind az oszloptöltetek mind a készülékek te-
kintetében. A fő cél természetesen az elválasztások hatékonyságának növelése, mely
alapvetően a sávszélesedés csökkentésén alapul. A kromatográfiás oszlopok tekintetében
az egyik legfőbb hatékonyságot befolyásoló paraméter a töltet szemcseméret eloszlása
(particle size distribution = PSD), melynek hatása széles körben vizsgált. Fontos azon-
ban megjegyezni, hogy az oszloptöltetek minősége nehezen reprodukálható, így a mérési
eredmények komplexek és nehezen összehasonlíthatóak. Előbbiek ismeretében doktori
munkám egyik fő céljaként olyan elméleti kutatást fogalmaztam meg, mely lehetőséget ad
a szemcseméret eloszlás, oszloptöltés minőségétől független, gyors, valamint készülék-
és oldószerhasználat mentes vizsgálatára. A PSD hatását szisztematikusan, különböző
szemcseszerkezetek (teljesen porózus, tömörmagvú) és eltérő vizsgálandó molekulamé-
ret tartományok szempontjából is vizsgálni kívántam.

A kromatográfiás oszlopbeli nyomásesés elválasztásra gyakorolt hatásának vizsgálata,
különösen a 2 µm alatti szemcseátmérőjű töltetek és az ultranagy-hatékonyságú folya-
dékkromatográfiás (UHPLC) rendszerek megjelenésével újra előtérbe került. A nyomás-
változás, elsősorban nagyméretű molekulák (pl.: peptidek, proteinek) esetén jelentős vál-
tozást okozhat a komponensek retenciójában, mely jelenség a lineáris áramlási sebesség
és a moláris térfogat megváltozására vezethető vissza. Egy korábbi kutatáshoz [1] csatla-
kozva elméleti szinten kívántam vizsgálni az oszlopbeli nyomásesés és a moláris térfogat-
változás retenciós és hatékonysági paraméterekre gyakorolt hatását. Ezen vizsgálataimat
egy korábban már mérési eredményekkel igazolt matematikai modell alkalmazásával kí-
vántam megvalósítani.

Az elmúlt években a gadolínium illetve a különböző Gd(III) tartalmú komponensek kör-
nyezeti és biológiai mintákban történő vizsgálata egyre nagyobb figyelmet kapott, tekin-
tettel a szabad Gd(III) toxikus hatására. A Gd(III), mint környezeti szennyező fő forrá-
sát a Gd-kelátok MRI kontrasztanyagként való felhasználása révén a kórházi szennyvíz
kibocsátások jelentik [2]. A felszíni vizekben és akár ivóvízben is előforduló, jellem-
zően nyomnyi Gd(III) mennyiségi meghatározására az AAS, ICP-OES és ICP-MS tech-
nikák, míg a különböző Gd(III) specieszek vizsgálatára csatolt technikák (pl.: CE/ESI-
MS, HILIC/ICP-MS, HILIC/ESI-MS, HPLC/UV-VIS, HPLC/ICP-MS, HPLC-ICP-OES)
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használatosak [3]. Ezen módszerek műszer és szerves oldószer igénye jelentős. Az ion-
kromatográfiás technikák szintén lehetőséget nyújtanak a különböző Gd(III) specieszek
minőségi és mennyiségi meghatározására, továbbá az egyes szervetlen és szerves mát-
rixionok meghatározását is lehetővé teszik, mindemellett műszerigényük jelentősen egy-
szerűbb, és nem igénylik szerves oldószerek használatát. Előbbiek ismeretében ionkro-
matográfiás kutatásaim egyik irányaként a mintaoldatbeli komplexképződés Gd-kelátok
példáján történő anioncsere-kromatográfiás vizsgálatát fogalmaztam meg. A protonáló-
dási és komplexképződési tulajdonságok figyelembevételével tanulmányozni kívántam
különböző kelátképző ligandumok lúgos elúciós tartományban való alkalmazhatóságát,
figyelembe véve az esetlegesen zavaró mátrixkomponensek hatását. Szisztematikusan
változtatott mozgófázis összetétel mellett méréseket kívántam végezni különböző Gd-
kelát komplexek és szervetlen illetve szerves anionok elválasztására, retenciós adatbázis
felépítése érdekében. Olyan elméleti modell levezetését tűztem ki célul, mely alkalmas
a különböző komponensek mérési körülményektől függő retenciójának megfelelően pon-
tos előrejelzésére. Célom volt továbbá olyan mintaelőkészítési eljárás kidolgozása, mely
a mátrixkomponensek hatékony eltávolítása mellett lehetővé teszi nyomnyi mennyiség-
ben jelenlévő Gd(III) fémion reprezentatív mennyiségi meghatározását különböző erede-
tű mintaoldatokból anioncsere-kromatográfiás módszerrel.

Alifás és aromás karbonsavak vizsgálatára, egyszerű kémiai szerkezetük ellenére számos
területen, környezeti mintákban, élettudományban, ipari folyamatokban (pl.: műanyag-
, élelmiszer-, gyógyszer-, kozmetikai- és vegyipar), valamint kémiai kutatásokban (pl.:
szerves szintézisek) igény mutatkozik. Ezen komponensek analízisére leginkább az ion-
kizárásos, a fordított-fázisú, valamint az ioncsere-kromatográfiás módszerek terjedtek el.
Utóbbi technika előnye, hogy a szerves és szervetlen ionos komponensek szerves ol-
dószer felhasználás nélkül, nagy érzékenységgel, szimultán vizsgálhatók. Az ioncsere-
kromatográfiában használt állófázisok kevésbé elterjedt csoportja a makrociklikus mole-
kulával funkcionalizált töltetek. Előbbiek esetében az elválasztást meghatározó kémiai
folyamatok teljes részletességgel nem ismertek, melynek okán kutatásaim másik irányvo-
nalának az állófázisbeli komplexképződés anioncsere-kromatográfiás szempontból való
vizsgálatát jelöltem meg. Méréseimet makrociklikus komplexképző ligandummal funk-
cionalizált állófázison, a mozgófázis összetételének és koncentrációjának szisztematikus
változtatása mellett kívántam elvégezni. Olyan adatbázis felépítése volt a célom, mely
tartalmazza különböző karbonsav- és szervetlen anionok alkáli-hidroxid elúcióval, krip-
tand állófázison, eltérő elválasztási körülmények esetén mutatott retenciós adatait. Elmé-
leti modellt kívántam levezetni, mely alkalmas egy- és többértékű, illetve protonálódni
képes anionok makrociklikus állófázison mutatott retenciós viselkedésének előrejelzésé-
re alkáli-hidroxid elúció esetén. Vizsgálni kívántam továbbá a különböző analitok el-
választásának termodinamikai jellemzőit, valamint módszer optimalizálási lehetőségeit.
Utóbbiak tekintetében hagyományos koncentrációgradiens, kapacitásgradiens és szerves
eluensmódosító alkalmazásának elválasztásra gyakorolt hatásait kívántam kutatni.

3



1. Irodalmi összefoglaló

1.1. Kromatográfiás módszerekről általánosságban

Többalkotós rendszerek minőségi és mennyiségi összetételének meghatározása az anali-
tikai vizsgálatok terén rendszeresen előforduló feladat, mely jellemzően csak az alkotók
egymástól való elválasztása után lehetséges. Az analitikai szeparációs feladatok meg-
oldásának leggyakrabban használt módszere a kromatográfia, mely az 1970-es évektől
jelentős fejlődésen ment keresztül és független tudománnyá vált. A kromatográfiás mód-
szerek számos szempont szerint csoportosíthatók, melyek közül a legelterjedtebbek az
1.1.1. ábrán láthatóak.

Csoportosítási szempont 

Kromatográfiás ágy alakja 
Kölcsönhatás 

típusa 

Mozgófázis 

halmazállapota 

Állófázis 

halmazállapota 
Mozgófázis/állófázis minősége 

Kétdimenziós 

Papírkromatográfia 
Adszorpciós 

kromatográfia 
Gázkromatográfia szilárd 

apoláris / poláris 

(Normál-fázisú kromatográfia) 

Vékonyréteg 

kromatográfia 

Megoszlásos 

kromatográfia 
Folyadékkromatográfia folyadék 

poláris / apoláris 

(Fordított-fázisú kromatográfia) 

Háromdimenziós 
Oszlop 

kromatográfia 
Ionkromatográfia 

Szuperkritikus fluidum 

kromatográfia 

szilárd fázison 

kötött folyadék 

poláris+ionpárképző / apoláris 

(Ionpárkromatográfia) 

  
Méretkizárásos 

kromatográfia 
  

puffer / töltéssel rendelkező 

(Ioncsere-kromatográfia) 

  
Affinitás 

kromatográfia 
  

puffer / kationcserélő 

(Ionkizárásos kromatográfia) 

     
poláros v. apoláros / hidrofil v. hidrofób gél 

(Gélkromatográfia) 

     

vizes oldószer / poláros 

(Hidrofil kölcsönhatáson alapuló 

kromatográfia) 

     
királis v. akirális / akirális v. királis 

(Királis kromatográfia) 

 

1.1.1. ábra. Kromatográfiás módszerek csoportosítása [4–6].

A felsorolt tulajdonságok száma jól tükrözi a kromatográfia széleskörű− környezeti, bio-
lógiai, laboratóriumi, ipari stb. − alkalmazhatóságát. Az illékony komponensek vizsgá-
latára alkalmas gázkromatográfia, valamint a természetes és szintetikus polimerek elvá-
lasztására széles körben használt szuperkritikus fluidumkromatográfia mellett a leginkább
elterjedt elválasztástechnika a nagynyomású-/nagyhatékonyságú folyadékkromatográfia
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1.1. KROMATOGRÁFIÁS MÓDSZEREKRŐL ÁLTALÁNOSSÁGBAN

(HPLC), mely analitikai és preparatív célokra, kis- és nagyméretű molekulák (peptidek,
proteinek), enantiomerek, aminosavak stb. elválasztására, továbbá csatolt technikák alkal-
mazása mellett proteomikai és glikonomikai kutatásokban is széles körben használt [4].

Jelen dolgozat az adszorpciós folyadékkromatográfia, valamint az ionkromatográfia tárgy-
körébe tartozó problémákkal foglalkozik.

1.1.1. Folyadékkromatográfiás módszerek csoportosítása

Mint az korábban már említésre került, a kromatográfiás módszerek különböző szem-
pontok szerint vizsgálhatók. Az 1.1.1. ábrán szereplő, talán legfontosabb csoportosítási
szempont az elválasztás során használt kromatográfiás fázisok minősége. Az alkalma-
zandó álló- illetve mozgófázis az adott folyadékkromatográfiás feladattól függően kerül
megválasztásra, ugyanis az egyes elválasztási módok eltérő tulajdonsággal rendelkező
mintakomponensek analízisét teszik lehetővé.

A normál-fázisú kromatográfiában (NPC − normal-phase chromatography) az oszloptöl-
tet poláris (pl.: szilika), míg a mozgófázis kevésbé poláris szerves oldószerek (pl.: he-
xán/diklórmetán) elegye. Ez az elválasztási módszer leginkább a vízoldhatatlan minták, a
preparatív folyadékkromatográfia, valamint izomerek elválasztása során használatos.

A vízoldható komponensek vizsgálatára leginkább elterjedt fordított-fázisú kromatográfia
(RPC − reversed-phase chromatography) valamilyen apoláris (pl.: C18) állófázist, illetve
poláris tulajdonságokkal rendelkező, víz és szerves oldószer tartalmú mozgófázist alkal-
mazó folyadékkromatográfiás módszer.

A nem-vizes fordított-fázisú kromatográfiában (NARP− non-aqueous reversed-phase ch-
romatography) az RPC-hez hasonlóan apoláris (pl.: C18) állófázist, de azzal ellentét-
ben vízmentes, csak szerves oldószerekből álló mozgófázist (pl.: acetonitril/diklórmetán)
használnak. Ez a módszer az erősen hidrofób, vízoldhatatlan komponensek vizsgálatát
teszi lehetővé. Az NPC, RPC és NARP módszerek az adszorpciós (1.1.2.a ábra) kroma-
tográfia területéhez sorolhatók.

A hidrofil-kölcsönhatás kromatográfia (HILIC − hydrophilic interaction chromatogra-
phy) egy speciális, megoszláson (1.1.2.b ábra) alapuló elválasztási technika az erősen
poláros, így a fordított-fázisú tölteteken retenciót nem vagy csak alig szenvedő kompo-
nensek vizsgálatára. Ezen módszer esetében mind az állófázis (pl.: szilika vagy amid
kötésű) mind a mozgófázis poláris karakterű. Az eluens, hasonlóan az RPC technikához,
víz és szerves oldószer (pl.: acetonitril) keveréke, azonban ebben az esetben a víztartalom
növelésével érhető el az elúciós erő növekedése [4].
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1.1. KROMATOGRÁFIÁS MÓDSZEREKRŐL ÁLTALÁNOSSÁGBAN

(a) (b)

(c)

1.1.2. ábra. Adszorpción (a), megoszláson (b) és ioncserén (c) alapuló kölcsönhatások
sematikus ábrázolása [5].

1.1.2. Ionkromatográfiás módszerek csoportosítása

A folyadékkromatográfia másik nagy területét az ionkromatográfiás módszerek jelentik,
melyeket alapvetően az elválasztandó mintaalkotók minősége különböztet meg a koráb-
ban említett, hagyományos technikáktól. Az ionkromatográfia azon folyadékkromatográ-
fiás módszerek gyűjtőneve, melyek ionos vagy ionizálható komponensek analízisét teszik
lehetővé. Az alábbiakban a három legelterjedtebb ionkromatográfiás technikát ismerte-
tem részletesebben.
Az ioncsere-kromatográfia alapvetően az állófázis és a mozgófázis között lejátszódó ion-
csere-folyamatokon (1.1.2.c ábra) alapszik, de polarizálható ionok esetén további, nemi-
onos adszorpciós folyamatok is befolyásolják az elválasztási mechanizmust. A kompo-
nensek visszatartása a sztirol, vinil-benzol, metakrilát vagy polivinil-alkohol alapú poli-
mer gyantán elhelyezkedő funkciós csoportokkal való kölcsönhatásokon alapul. Ezzel a
módszerrel, megfelelően funkcionalizált állófázist használva mind szervetlen, mind pedig
szerves anionok és kationok vizsgálata megvalósítható. Kvaterner ammónium funkciós
csoportokkal ellátott polimer állófázisok anionos, míg szulfonát vagy karboxilát ioncse-
rélő helyekkel rendelkező gyanták kationos komponensek elválasztását teszik lehetővé.
Az ionkizárásos kromatográfiában a visszatartás mechanizmusát a Donnan-kizárás, a
sztérikus-gátlás, valamint adszorpciós folyamatok, továbbá bizonyos töltetek esetén H-
híd kötések együttesen befolyásolják. Ionkizáráson alapuló elválasztásokban jellemzően
nagykapacitású, teljesen szulfonált, polisztirol-divinilbenzol kopolimer alapú kationcse-
rélő tölteteket használnak. A módszer alkalmas gyenge szervetlen és szerves savak vizs-
gálatára, valamint az említett állófázisokon retenciót nem szenvedő erős savaktól való
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elválasztására. Megfelelő detektálási módot választva aminosavak, aldehidek és alkoho-
lok is vizsgálhatóak ezzel a technikával.
Az ionpár-kromatográfiában alapvetően adszorpciós folyamatok határozzák meg a kom-
ponensek visszatartását. Az állófázis jellemzően semleges, alacsony polaritású, nagy faj-
lagos felülettel rendelkező divinil-benzol vagy oktadecil-szilika. Az oszlop szelektivitá-
sát az alkalmazott mozgófázis (pl.: víz, vizes puffer oldat) határozza meg, mely szerves
módosítót, a vizsgálandó komponensnek megfelelő ionpárképző reagenst tartalmaz. Az
ionpár-kromatográfia anionos és kationos felületaktív anyagok, valamint átmenetifém-
komplexek elválasztására alkalmas technika [6].

1.2. Folyadékkromatográfiás alapfogalmak, hatékonysági
paraméterek

A folyadékkromatográfiás elválasztások során a mintaalkotók visszatartását azok állófá-
zissal kialakuló interakciója határozza meg. Amennyiben ezen kölcsönhatások erőssége
megfelelő mértékben különbözik az egyes komponensekre vonatkozóan, úgy lehetővé
válik azok fizikai elválasztása és önálló detektálása.

áramlás

+ + + +
+ + + +

0 1 2 3 4 5 (min)
+

oldószer
csúcs

t0

t0

tR( )

k = 0 1 2 3 4 5

+ + + +
+ + + +

oldószer

kolonna

1.2.1. ábra. Háromkomponensű minta kromatográfiás elválasztásának mechanizmusa [4].

A vizsgálandó minta kis térfogatát az oszlopra injektálva az elválasztandó komponensek
a mozgófázis hajtóereje révén folyamatosan haladnak a detektor irányába (1.2.1. ábra).
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Elsőként a visszatartást nem szenvedő oldószer molekulák lépnek ki az oszlopból. Az ál-
lófázissal kölcsönhatást kialakító mintakomponensek, annak eltérő erőssége függvényé-
ben haladnak, és különböző idők alatt hagyják el az oszlopot [4].

Habár az injektálás során igen keskeny mintasáv kerül az oszlopra, a komponensek adott
szélességű, Gauss-jellegű csúcsok formájában jelennek meg a kromatogramon. Ezen gör-
bék csúcsmaximumának helye, illetve a görbe alatti terület egyedi minőségi és mennyisé-
gi információt szolgáltat az adott komponensről. Az injektált mintasáv kiszélesedése az
oszlopban lejátszódó lassú adszorpciós kinetika, longitudinális- és örvénydiffúzió, vala-
mint egyéb oszlopon kívüli hatások következménye. Általánosságban elmondható, hogy
minél nagyobb visszatartást szenved egy adott komponens az állófázison, annál szélesebb
zónában hagyja el oszlopot, és annál nagyobb bázisszélességű csúcsként jelenik meg a
kromatogramon [4].

Az alábbiakban a visszatartás mértékének, azaz a komponensek retenciójának és az elvá-
lasztás hatékonyságának számszerű jellemzésére szolgáló alapfogalmakat ismertetem.

A komponensek oszlopban való tartózkodásának ideje azok vándorlási sebességétől függ,
melyet az álló- illetve mozgófázis közötti megoszlás határoz meg. Előbbi egyensúlyi
folyamat az ún. megoszlási hányadossal (Kd) jellemezhető, melynek számszerű értékét

Kd =
cs

cm

(1.1)

az adott komponens álló- és mozgófázisbeli koncentrációjának (cs ill. cm) hányadosa adja
meg. Az elválasztás során lejátszódó egyensúlyi folyamatok és az azokkal összefüggés-
ben lévő vándorlási sebesség erősen függ az adott komponens molekuláris tulajdonsága-
itól, a mozgófázis összetételétől, az állófázis kémiai szerkezetétől, valamint a hőmérsék-
lettől. A nyomás retencióra gyakorolt hatása jellemzően kicsi, a hagyományos készülékek
esetében alkalmazott körülmények között (pl.: < 5000 psi) többnyire elhanyagolható [4].

Adott komponens visszatartása a retenciós tényező vagy más néven kapacitási faktor (k)
értékével írható le a megoszlási hányados, valamint az álló- és a mozgófázis térfogatará-
nyának ismeretében (1.2).

k =
Vs

Vm

Kd (1.2)

A retenciós tényező a kromatogram kiértékelésével, az adott komponenscsúcs maximu-
mához tartozó retenciós idő (tR), illetve az oldószercsúcshoz tartozó holtidő (t0) alapján
is meghatározható (1.3).

k =
(tR − t0)

t0
(1.3)

Előbbi megközelítéssel a retenciós tényező egyszerűen és pontosan számítható, mely je-
lentősen megkönnyíti a gyakorlati munkát mind a rutin analízisek mind pedig a módszer-
fejlesztés során [4].
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A komponensek retenciós idő értékei mellett a hozzájuk tartozó csúcsok geometriája
is fontos információval szolgál az elválasztást illetően. Ideális esetben szimmetrikus,
Gauss-görbe jellegű csúcsok alkotják a kromatogramot, azonban gyakran találkozhatunk
előbbitől eltérő csúcsalakokkal (1.2.2.a ábra), melyek jellemzésére az aszimmetria (AS) il-
letve "tailing" (TF ) faktorok szolgálnak. Erősen aszimmetrikus csúcsok esetén (TF > 2),
melyet előidézhet a kolonna mechanikai ill. kémiai sérülése, a nagy injektálási térfogat,
termosztálási probléma, nem megfelelően megválasztott minta ill. eluens koncentráció,
pH stb., jelentősen romlik az elválasztás hatékonysága.

(a)

(b)

1.2.2. ábra. Kromatográfiás csúcsok geometriájának jellemzése aszimmetria (a) illetve
csúcsszélesség (b) alapján [4].

Mint ahogy az az 1.2.1. ábrán is látható, a mintaalkotók oszlopbeli vándorlása során a
mintasáv kiszélesedik, ezáltal a komponensek a kromatogramon adott szélességű csúcsok
formájában jelennek meg. Könnyen belátható, hogy a csúcsok szélessége hatással van az
elválasztás hatékonyságára. Utóbbi egyik mérőszáma az ún. tányérszám (N ), amelynek
értéke az

N = 16

(
tR
W

)2

(1.4)

összefüggéssel, a retenciós idő és a csúcsszélesség (W ) ismeretében számítható. tR és
W egyaránt komponenstől, oszloptól és elválasztási körülményektől függő paraméterek.
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A csúcsszélesség meghatározásának módja az 1.2.2.b ábrán látható, mely szerint a bázis-
szélesség (alapvonali csúcsszélesség) a kromatográfiás csúcs oldalaira, az inflexiós pon-
tokon át illesztett egyenesek által kijelölt időablak szélességét jelenti. A csúcsszélesség
egyszerűbb és pontosabb mérésére a félértékszélesség (W0,5) szolgál, mely a kromatog-
ráfiás csúcsmagasság felénél (1.2.2.b ábra) mért csúcsszélességet jelenti. A tányérszám a
félértékszélesség ismeretében az (1.5) összefüggés szerint számítható [4].

N = 5, 554

(
tR
W0,5

)2

(1.5)

Az (1.4) és (1.5) egyenletek szimmetrikus csúcsok esetén jól alkalmazhatóak, azonban
aszimmetrikus csúcsok esetén használatuk nem javasolt. Az egyik széles körben elter-
jedt, tányérszám meghatározására alkalmas összefüggés erősen aszimmetrikus (TF > 2)
csúcsok esetében a Dorsey-Foley-egyenlet (1.6),

N =
41, 7 (tR/W0,1)2

(B/A) + 1, 25
(1.6)

mely a teljes csúcsmagasság 10% -ánál mért aszimmetria faktor (AS0,1) és csúcsszélesség
(W0,1) ismeretében adja meg N értékét [7].

A kromatográfiás oszlop elméletben felosztható olyan részekre, melyekben az elválasz-
tandó komponensek megoszlása az álló- és a mozgófázis között az egyensúlyi megosz-
lással azonos. Ezen egyensúlyi egységeket nevezzük tányéroknak. Azt, hogy egy adott
oszlop hány darab ilyen tányérra osztható, az elméleti tányérszámmal adhatjuk meg, mely
ezen megközelítésben az adott L hosszúságú oszlopban elhelyezkedő, H magasságú tá-
nyérok számát jelenti (1.7).

N =
L

H
(1.7)

A megfelelő elválasztást biztosító kromatográfiás körülmények kiválasztása során fontos
mérőszám az adott módszerrel elérhető felbontás (Rs).

Rs =
2 [tR(j) − tR(i)]

Wi +Wj

(1.8)

A felbontás számításánál a két egymás után eluálódó komponens (i és j) retenciós ide-
jének különbségét és a csúcsok szélességét együttesen vesszük figyelembe. Különösen
mennyiségi meghatározás során, az alapvonali elválasztás preferált, mely két közel azo-
nos méretű csúcs esetén Rs > 1,5 felbontás értéket jelent. Az (1.8) egyenletből látható,
hogy a felbontás javítása a retenciós idők különbségének növelésével és/vagy a csúcsszé-
lességek csökkentésével érhető el. Fontos megjegyezni továbbá, hogy a csúcsok aszim-
metriájának növekedése jelentősen rontja a felbontást, így adott esetben a csúcsalak javí-
tására is szükséges hangsúlyt fektetni.
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Módszerfejlesztések során jellemzően az (1.9) összefüggés használatos, mely egyszerű
(azonos csúcsszélességet feltételez) és emellett megbízható leírást ad a felbontás számí-
tására a hatékonyság, a szelektivitás és a retenció együttes figyelembevételével.

Rs =
1

4

√
N (a)

(
α− 1

α

)
(b)

(
k

1 + k

)
(c)

(1.9)

ahol a szelektivitási tényező

α =
kj

ki

(1.10)

A módszer felbontása leghatékonyabban a szelektivitás változtatásával növelhető, azon-
ban a megfelelő elválasztás érdekében mindhárom tagot (a, b, c) célszerű optimálni. A
módszerfejlesztések első lépése az oszlop kiválasztása (tányérszám, oszlophossz, szem-
cseátmérő stb.), melyet a megfelelő retenciós tartomány (1 < k < 10) elérése, majd a
szelektivitás optimálása követ. A végső lépés a felbontás és az analízisidő között komp-
romisszumot adó módszer megtalálása.

Nagyszámú komponenst tartalmazó minták esetén, ahol jellemzően nincs szükség teljes
alapvonali elválasztásra, a felbontás helyett az ún. csúcskapacitás (nc) szolgál a haté-
konyság jellemzésére.

nc = 1 +

√
N

4
ln
tR,max

t0
(1.11)

ahol tR,max az utolsóként eluálódó csúcs retenciós ideje. A csúcskapacitással azon csú-
csok számát adjuk meg, melyekRs = 1 felbontással az általunk megválasztott analízisidőn
belül a kromatogramon azonosíthatók. Ortogonális elválasztás esetén a teljes csúcskapa-
citás az egyes dimenziók csúcskapacitásának szorzata, mely jól mutatja a kétdimenziós
elválasztások létjogosultságát a kiemelten komplex minták analízisében [4].

1.3. Folyadékkromatográfiás elválasztások elmélete

A folyadékkromatográfiás elválasztások során lejátszódó fizikai és kémiai folyamatok is-
merete és megértése jelentősen megkönnyíti a kísérleti munka megtervezését, a mérési
eredmények feldolgozását/értelmezését, valamint az adott rendszer adta lehetőségek ha-
tékony kihasználására irányuló módszerfejlesztést.

A következőkben a kutatómunkámhoz szorosabban kapcsolódó, folyadékkromatográfiá-
ban ismert elméleti modelleket mutatom be.
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1.3.1. Elméleti modellek a lineáris kromatográfiában

A kromatográfia bonyolult, egymással jellemzően kapcsolatban álló hidrodinamikai, ter-
modinamikai és kinetikai folyamatokat foglal magába, melyek egyaránt fontos szerepet
játszanak az elválasztás végső kimenetelében. Az elúciós profilok leírására, a lineáris
kromatográfia fejlődési irányainak megfelelően az alábbi három modell típus alakult ki.
• tányérmodellek
• statisztikus modellek
• anyagmérleget és anyagátadási kinetikát leíró differenciális egyenletek megoldására

szolgáló modellek
A tányérmodellek (Martin és Synge (1941) [8], illetve Craig (1944) modell [9]) a kroma-
tográfiás oszlopot adott számú, jól elkülönített, tökéletesen kevert cellára osztják, mely
egységekben a mozgó- és az állófázis tökéletes egyensúlyban van. Ezek a modellek em-
pirikus modellnek tekinthetők.

A statisztikus modellek (Giddings és Eyring (1955) [10], Dondi (1986, 2002) [11, 12],
Felinger (1999, 2004) [13,14]) a "mikroszkópikus valószínűségi" módszert alkalmazzák,
mely a kromatográfiás elválasztást sztochasztikus folyamatként kezeli, és a komponensek
oszlopbeli vándorlására, a sávprofilok leírására valószínűségi sűrűség függvényt vagy ka-
rakterisztikus függvényt alkalmaz.

A kolonna mentén folyamatosan haladó mintakomponens sávok profilja a megfelelő tö-
megmérleg egyenlet rendszerek megoldásával írható le, melyhez szükséges továbbá a
kezdeti és peremfeltételek, valamint az álló- és a mozgófázisbeli koncentrációk közötti
kapcsolat, azaz az adszorpciós izoterma definiálása. Amennyiben feltételezzük, hogy az
elválasztandó komponensek a kromatográfiás oszlopban való tartózkodásuk alatt kémiai-
lag nem alakulnak át, úgy minden komponensre felírhatjuk a differenciális tömegmérleg
egyenletet.

Az elválasztás során a mozgófázisra vonatkozóan felírható differenciális tömegmérleg
szerint az i komponens ∆z szélességű kolonna részbe ∆t idő alatt belépő és azzal egy
időben kilépő mennyisége közötti különbség az adott oszlopszakaszban felhalmozódó
mennyiséggel azonos [15].

1.3.1. ábra. Differenciális tömegmérleg a kromatográfiás oszlop adott szakaszában [15].
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Az említett kolonnaszakaszba belépő és onnan kilépő tömegáram az alábbi egyenletekkel
adható meg.

Ni,z = ε S

(
u0 Ci −DL,i

∂Ci

∂z

)∣∣∣∣
z,t

(1.12a)

Ni,z|z+∆z = ε S

(
u0 Ci −DL,i

∂Ci

∂z

)∣∣∣∣
z+∆z,t

(1.12b)

S = π R2
c =

π d2
c

4
(1.12c)

ahol ε a töltet teljes porozitása, S a kolonna keresztmetszetének területe, u0 a mozgófázis
átlagos áramlási sebessége, Ci és DL,i a komponens mozgófázisbeli koncentrációja illet-
ve axiális diszperziós tényezője, z az oszlop menti távolság, Rc és dc pedig a kolonna
sugara illetve átmérője. Az (1.12a) és (1.12b) egyenletekben a zárójelben szereplő első
tag a konvekciót, míg a második tag a molekuláris és az örvénydiffúzió okozta axiális
diszperziót írja le. A be- és kilépő tömegáramok különbsége a vizsgált S∆z térfogatú
kolonnarészben

S∆z

(
ε
∂Ci

∂t
+ (1− ε)∂Cs,i

∂t

)∣∣∣∣
z,t

(1.13)

Előbbi összefüggéseket felhasználva, amennyiben ∆z nullához tart, valamint a mozgófá-
zis térfogatáram és az axiális diszperzió értékét állandónak tekintjük, úgy a tömegmérleg
egyenlet az alábbi formában írható fel.

∂Ci

∂t
+ F

∂Cs,i

∂t
+ u0

∂Ci

∂z
= DL,i

∂2Ci

∂z2
(1.14)

ahol a fázisarány F = Vs/Vm = (1 − ε)/ε alakban az álló- (Vs) és a mozgófázis (Vm)
térfogat ismeretében számítható. Az (1.14) egyenlet bal oldalán a mozgó- illetve az álló-
fázisbeli visszatartás és a konvekció, az egyenlet jobb oldalán pedig a diffúziót leíró tag
szerepel.

Az oszlopban végbemenő folyamatok tömegmérlegét és az anyagátadási kinetikát leíró
másodfokú parciális differenciálegyenlet rendszerek megoldása kapcsán legismertebb el-
méletek
• a kromatográfia ideális modellje,
• az egyensúlyi-diszperzív modell,
• az összevont kinetikai modell,
• az általános sebességi modell és
• az összevont pórusdiffúziós modell.

A kromatográfia ideális modellje (Wicke (1939) [16], Wilson (1940) [17], DeVault (1943)
[18]) a legegyszerűbb elmélet, mely elhanyagolja az axiális diszperzió sávprofilra gyako-
rolt hatását, továbbá az anyagátadás kinetikáját végtelenül gyorsnak tekintve olyan végte-
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len hatékonyságú oszlopot feltételez, melyben az álló- és a mozgófázis állandó egyensúly-
ban van. A fenti egyszerűsítéseknek köszönhetően a modell jól alkalmazható nemlineáris
izoterma profilok esetén az oszlopban zajló termodinamikai folyamatok leírására.

1.3.1.1. Egyensúlyi-diszperzív modell

A kromatográfia egyensúlyi-diszperzív modellje (Giddings (1965) [19], van Deemter (1956)
[20], Haarhoff és Van der Linde (1966) [21]) szerint amennyiben az anyagátadási kine-
tika nem végtelenül gyors, úgy minden nem-egyensúlyi eredetű, sávprofil alakulásához
hozzájáruló folyamat (anyagátadási gátlás, véges adszorpció-deszorpció kinetika) össze-
vonható egy ún. látszólagos axiális diszperziós tagba, mely az elválasztás során állandó
és a koncentrációtól független paraméter [15].

∂Ci

∂t
+ F

∂qi

∂t
+ u0

∂Ci

∂z
= Da,i

∂2Ci

∂z2
(1.15a)

Da,i =
H L

2t0
=
H u0

2
(1.15b)

ahol qi a komponens állófázisbeli egyensúlyi koncentrációja. A látszólagos diszperziós
koefficiens (Da,i) az oszlophossz (L), a mozgófázis áramlási sebessége (u0) és a holtidő
(t0) ismeretében kapcsolatot teremt a tömegmérleg egyenlet, valamint az oszlop hatékony-
ságát (H) jellemző elméleti tányérmagasság (HETP = height equivalent to a theoretical
plate) között. Lineáris izotermát feltételezve, q = a C ahol a izoterma paraméter a meg-
oszlási hányadossal azonos, úgy k = F a és a modell az alábbi formában adható meg.

(1 + k)
∂C

∂t
+ u0

∂C

∂z
= Da

∂2C

∂z2
(1.16)

Az összevont kinetikai modellek (Ruthven (1984) [22]) esetében az általános tömegmérleg
egyenlet kinetikai egyenletekkel bővül, ezáltal figyelembe vehetők a sávszélesedést oko-
zó kinetikai eredetű folyamatok. Amennyiben az adszorpció/deszorpció, azaz a retenciós
mechanizmus a leglassabb folyamat az elválasztás során, úgy a reakció-diszperzív mo-
dell, míg ha az anyagátadási mechanizmus sebessége a meghatározó akkor a transzport-
diszperzív modell használatos.

1.3.1.2. A kromatográfia általános sebességi modellje

A legátfogóbb kromatográfiás elmélet az általános sebességi modell, mely minden a
sávprofil alakulására hatást gyakorló termodinamikai és kinetikai folyamatot figyelembe
vesz, beleértve az axiális diszperziót (molekuláris és örvénydiffúzió), az anyagátadási gát-
lást (külső és belső film anyagátadási gátlás), a pórusbeli diffúziót, valamint az adszorp-
ció és deszorpció kinetikáját. Az általános sebességi modell elkülöníti a töltetszemcsék
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között áramló (1.17a) illetve a szemcsék pórusaiban stagnáló (1.17b) mozgófázist és
azokra külön tömegmérleg egyenletet határoz meg.

u0
∂C

∂z
+
∂C

∂t
+ F

∂q

∂t
= DL

∂2C

∂z2
(1.17a)

εp
∂Cp

∂t
+ (1− εp)

∂Cs

∂t
= Dp

(
∂2Cp

∂r2
+

2

r

∂Cp

∂r

)
(1.17b)

ahol u0 a mozgófázis lineáris vándorlási sebessége (L/t0), F az oszlop teljes porozitásá-
nak ((1− ε)/ε) ismeretében megadható fázisarány, DL az axiális diszperziós koefficiens,
mely a molekuláris és az örvénydiffúziós állandók összege, εp a szemcse belső porozitása,
Cp a komponens pórusbeli, Cs az állófázis által adszorbeált koncentrációja, Dp pedig a
pórusbeli diffúziós koefficiens.

Az adott szemcsére vonatkozóan az állófázisbeli koncentráció (q) gömbszimmetrikus, rp

sugarú szemcse esetén

q =
3

r3
p

∫ rp

0

r2 q dr (1.18)

Az (1.17a) egyenletben szereplő ∂q/∂t tag az adott szemcsére vonatkoztatott átlagos ad-
szorpciós sebesség, mely gömb alakú szemcsék esetén, mint a külső felületre vonatkozó
peremfeltétel az (1.19) egyenlettel adható meg, ahol kf a külső anyagátadási tényező.

∂q

∂t
=

3

rp

1

Dp

∂Cp

∂r

∣∣∣∣
r=rp

=
3

rp

1

kf

(C − Cp|r = rp
) (1.19)

Ha feltételezzük, hogy az adszorpció-deszorpció sebessége végtelenül gyors, akkor a
komponens mozgó- és állófázisbeli koncentrációjának kapcsolatát az adszorpciós izoter-
ma adja meg, mely lineáris kromatográfiában Cs = KaCp. Amennyiben az adszorpció-
deszorpció folyamata lassú, úgy a két fázisbeli koncentráció kapcsolata kinetikai egyen-
lettel, elsőrendű kinetika esetén az alábbi összefüggéssel írható le.

∂Cs

∂t
= ka(Cp − C∗p) = ka

(
Cp −

Cs

Ka

)
(1.20)

ahol ka és Ka az adszorpció sebességi illetve egyensúlyi állandója, C∗p pedig az egyensú-
lyi pórusbeli koncentráció.

Az általános sebességi modell összetettségéből adódóan kevésbé népszerű, mint az egyen-
súlyi-diszperzív modell, és használata elsősorban a lassú anyagátadási kinetikával jelle-
mezhető kromatográfiás elválasztások esetén indokolt.

A parciális differenciál egyenletek rendszerén alapuló általános sebességi modell megol-
dása numerikus módszer alkalmazását igényli. A modell lineáris izotermára vonatkozó
megoldását Laplace-tartományba elsőként Kučera [23] és Kubin [24] (1965) írták le. Bár
előbbi megoldás nem transzformálható vissza időtartományba, a kromatográfiás sávokat
egyértelműen leíró statisztikai momentumok könnyen származtathatóak belőle.
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Az L hosszúságú oszlopból kilépő sávprofil n-edik momentuma (1.21a), n-edik abszolút
vagy normalizált momentuma (1.21b) és n-edik centralizált momentuma (1.21c) az alábbi
egyenletekkel adható meg [15].

Mn =

∫ ∞
0

C(t, z = L)tn dt (1.21a)

µn =
Mn

M0

=

∫∞
0
C(t, L)tn dt∫∞

0
C(t, L) dt

(1.21b)

µn =

∫∞
0
C(t, L)(t− µ1)n dt∫∞

0
C(t, L) dt

(1.21c)

A kromatográfiás csúcsok alapvetően három momentummal jellemezhetők. A nulladik
momentum (µ0) a csúcs területét, az első abszolút momentum (µ1) a komponens retenciós
idejét, míg a második centralizált momentum (µ2) a varianciát, azaz a csúcsszélességet
adja meg. Az általános sebességi modell alapján a kromatográfiás csúcs első momentuma
a töltetszemcse porozitásának (εp) figyelembevételével

µ1 = tR =
L

u
[1 + xp(Ka(1− εp) + εp)] (1.22)

A csúcs második centralizált momentuma, az adszorpció-deszorpció kinetikáját végtele-
nül gyorsnak tekintve a (1.23) egyenlettel adható meg.

µ2 =
2L

u
(δax + δf + δd) (1.23)

ahol δax és δf az axiális diszperzióra illetve a külső anyagtranszportra vonatkozó tagok,
melyek az alábbi összefüggésekkel számíthatók.

δax =
DL

u2
[1 + xp(Ka(1− εp) + εp)]2 (1.24a)

δf =
rp

3kf

[xp(Ka(1− εp) + εp)]2 (1.24b)

Az (1.24b) egyenletben kf a külső anyagátadási folyamat sebességét jellemzi. A fenti
összefüggésekben szereplő xp tag egy a töltetszemcse szerkezetét figyelembe vevő para-
méter, mely teljesen porózus (totally porous = tp) illetve felületen porózus (superficially
porous = sp) szemcsék esetében az alábbi összefüggésekkel írható le.

xtp =
(1− εe)
εe

(1.25a)

xsp =
(1− εe)(1− ρ3)

εe
(1.25b)

ahol εe az oszlop porozitása, ρ pedig a tömör mag sugarának (rcore) a szemcse teljes su-
garához (rp) viszonyított aránya (ρ = rcore/rp).
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A töltetszemcsék pórusaiban zajló diffúzió sávszélesedéshez való hozzájárulása (δd) tel-
jesen illetve felületen porózus szemcsék esetében az alábbiak szerint írható le [25].

δd,tp =
r2

p

15Dp

(1− εe)
εe

[Ka(1− εp) + εp]2 (1.26a)

δd,sp = β
r2

p

15Dp

(1− εe)
εe

[Ka(1− εp) + εp]2 (1.26b)

β = (1− ρ3)2 1 + 2ρ+ 3ρ2 − ρ3 − 5ρ4

(1 + ρ+ ρ2)2
(1.26c)

Az általános sebességi modell Laplace-tartományban való megoldásával kapott momen-
tumokat felhasználva az oszlop elméleti tányérmagassága (H)

H =
µ2

µ2
1

L (1.27)

összefüggést felhasználva az alábbi formában adható meg.

H =
2DL

u0

+
2u0

F

(
k1

1 + k1

)2 [ r2
p

15Dp

β +
rp

3kf

]
(1.28a)

k1 =
1− εe
εe

(Ka(1− εp) + εp) (1.28b)

ahol u0 a mozgófázis lineáris vándorlási sebessége, F a fázisarány ((1−εe)/εe), k1 a zóna
visszatartási tényező, rp a töltetszemcse sugara, β pedig egy segédparaméter a különböző
szemcseszerkezetek (porózus, tömörmagvú) figyelembevételére (1.26c). A fenti (1.28a)
összefüggésben szereplő DL és Dp az axiális diszperziót és a pórusdiffúziót jellemző
faktorok, míg kf a külső anyagátadási tényező, melyek [25] alapján az alábbi összefüggé-
sekkel adhatóak meg.

DL = Dm

[
γe +

1− εe
εe

(1− ρ3) Ω

]
+ heddy rp u0 (1.29a)

Dp = ΩDm (1.29b)

kf =
1, 09

εe

Dm

2rp

(εe ν)1/3 (1.29c)

Ω = εp γp

[
(1− ξ)2 (1− 2, 104 ξ + 2, 09 ξ3 − 0, 956 ξ5) +

3Ka

1 + 0, 5Ka

]
(1.30a)

ν =
u0 2rp

Dm

(1.30b)

ahol Dm és heddy a molekuláris- illetve örvénydiffúziós tényező, εe és εp a töltet illetve
a szemcse porozitása, γe és γp a töltetágy, és a szemcsebeli mezopórusok gátlási faktora,

17



1.3. FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS ELVÁLASZTÁSOK ELMÉLETE

ρ a tömör mag teljes szemcsesugárhoz viszonyított aránya, ξ a molekula és az átlagos
pórusátmérő aránya, ν a redukált sebesség, Ka pedig az adszorpció egyensúlyi állandója.

1.3.1.3. A retenció termodinamikai alapjai

A komponensek elválasztása azok oszlopbeli retencióján alapul, melyet a fázisok közötti
megoszlás határoz meg. A komponens álló- és mozgófázisbeli koncentrációjának viszo-
nyát az adszorpciós izotermák írják le. Ezen egyensúlyi izotermák alakulását jelentősen
befolyásolja a rendszer fizikai állapota (pl.: hőmérséklet, nyomás). A hőmérséklet (T )
egyensúlyi állandóval (Ka) való kapcsolatát a van’t Hoff egyenlet (1.31) adja meg.

lnKa = −∆H

R T
+

∆S

R
(1.31)

ahol ∆H és ∆S a folyamat entalpia és entrópia változása, R pedig az egyetemes gázál-
landó. A van’t Hoff összefüggést egy a fázisarányra (F ) vonatkozó taggal kiegészítve a
retenciós tényező az (1.32) egyenlet szerint számítható.

ln k = −∆H

R T
+

∆S

R
+ lnF (1.32)

Az egyensúlyi állandó hőmérsékletfüggésének vizsgálata során fontos figyelembe venni,
hogy a mozgófázis viszkozitása és ezáltal áramlási sebessége a hőmérséklettel változhat,
mely közvetetten nyomásváltozást idézhet elő az oszlopban [15].

A rendszerbeli nyomás a mozgófázis sűrűségére, viszkozitására, hőmérsékletére, a kom-
ponens diffúziójának sebességére, valamint az álló- és mozgófázis kölcsönhatásaira is
hatással lehet [26]. A nyomás kromatográfiás elválasztásra gyakorolt hatását − bele-
értve a kolonna holttérfogat és porozitás változását − elméleti szempontból Martin és
Guiochon (2005) [27] részletesen vizsgálta. A komponensek retenciójának nyomásfüg-
gését HPLC körülményekre (< 400 bar) vonatkozóan már 1993 és 1997 között számos
tanulmány (Ringo, Evans, McGuffin et al. [28–33]) igazolta. Az UHPLC rendszerek
(400−1200 bar) megjelenésével 2006 és 2011 között további publikációk (Fallas, Neue,
Hadley, McCalley, Guillarme, Sandra et al. [34–38]) foglalkoztak a retenciós tényező és
a rendszernyomás közötti kapcsolat részletes leírásával.

A nyomás növelése mellett nagy molekulaméretű komponensek (pl.: peptidek, proteinek)
esetén, kismolekulákkal szemben a retenció jelentősebb növekedését tapasztalták [39].
Előbbi jelenséget a komponens moláris térfogatának megváltozásával hozták kapcsolat-
ban, mely feltevés helyességét a termodinamika egyik alapegyenlete (1.33) is igazolja.

lnk = −∆G

RT
+ lnF = −∆E

RT
− p∆Vm

RT
+

∆S

R
+ lnF (1.33)

ahol ∆G, ∆E és ∆S a rendszer Gibbs-féle szabadentalpia, belső energia és entrópia
változását, p a nyomást, míg F a fázisarányt, ∆Vm pedig a moláris térfogatváltozást je-
löli. A nyomás hatása a moláris térfogat mellett, melyet elsőként Giddings (1965) [19]
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írt le, az állófázis és a komponens szolvatációs illetve hidratációs folyamataira is kiter-
jed. Fordított-fázisú kromatográfiában, amennyiben csökken a komponenst körülvevő
szolvatációs réteg vastagsága úgy a molekula hidrofobicitása, és ennek eredményeként a
visszatartása is növekszik [40].

Bár a moláris térfogatváltozás jó indikátor a nyomás retencióra gyakorolt hatásának vizs-
gálatában, fontos megjegyezni, hogy előbbi, különösen nagyméretű molekulák esetén egy
igen összetett jelenség. Egy 2012-es tanulmány [39] szerint magas nyomástartományban
feltételezhető a nagyméretű biomolekulák konformációjának, azaz moláris térfogatának
és hidrofobicitásának együttes változása. Látható tehát, hogy makromolekulák esetén
az oszlopbeli nyomásváltozás retencióra gyakorolt hatásának modellezése meglehetősen
komplex feladat [39, 40].

Fekete, Horváth és Guillarme 2013-as tanulmányukban, a súrlódási hő hatásától függetle-
nül részletesen vizsgálták terápiás peptidek UHPLC elválasztása során a nyomás moláris
térfogatra és retencióra, valamint termodinamikai paraméterekre gyakorolt hatását [1].
Az általuk levezetett modell alkalmas a retenciós tényező és nyomásesés adatok ismere-
tében a vizsgált komponens moláris térfogatváltozásának megfelelően pontos becslésére.
A szerzők a (1.33) egyenlet átrendezésével a retenciós tényező (k) adott nyomásra vonat-
kozó értékének számítására az alábbi összefüggéseket írták le.

k = k0 exp

(
−∆Vm

RT
p

)
(1.34a)

k0 = F exp

(
−∆E

RT
+

∆S

R

)
(1.34b)

ahol k0 a retenciós tényező nulla nyomásra vonatkozó határértéke. Fontos kiemelni, hogy
a fenti összefüggések csak állandó oszlopnyomás esetén érvényesek. Izokratikus körül-
ményeket, lineáris nyomásgradiens profilt és állandó fázisarányt feltételezve az L hosszú-
ságú oszlop adott z pontján jellemző lokális nyomás:

p[z] = pin −
∆p

L
z (1.35)

ahol pin a kolonna elején mért belépő nyomás, ∆p pedig a nyomásesés, azaz a be- és ki-
lépő nyomások különbsége. A kromatográfiás oszlop nyomásesése az oszlop és a mozgó-
fázis tulajdonságainak ismeretében a Kozeny-Carman összefüggéssel (1.36) számítható.

∆p = F
η u0 L

d2
p

(1.36)

ahol η és u0 a mozgófázis viszkozitása és áramlási sebessége, dp pedig a töltet átlagos
szemcseátmérője. Az (1.34a) és (1.35) egyenleteket összevonva a komponens lokális
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retenciós tényezője az (1.37) összefüggéssel írható le.

k[z] = k0 exp

[
−∆Vm

RT

(
pin −

∆p

L
∆z

)]
= kin exp

(
∆Vm

RT

∆p

L
z

)
(1.37)

ahol kin a komponens oszlop elején jellemző retenciós tényezője. A (1.37) egyenlet átala-
kításával nyomás-indukált sebesség gradiens esetén a retenciós idő számítására az alábbi
összefüggést kapjuk [1].

tR = t0

[
1 +

k0 R T

∆p∆Vm

exp

(
−pin ∆Vm

R T

) [
exp

(
∆p∆Vm

R T

)
− 1

]]
(1.38)

Az (1.38) egyenlet segítségével a rendszerparaméterek és a vizsgálandó komponensek
molekuláris tulajdonságainak ismeretében az adott komponens retenciós idejének oszlop-
beli nyomásgradiens esetén várható értéke könnyen számítható.

1.3.2. Retenciós elméletek az ioncsere-kromatográfiában

Az ioncsere-kromatográfiás elválasztások során lejátszódó egyensúlyi folyamatokat leíró
modellek között alapvetően elméleti illetve empirikus modellek különíthetőek el.

A teoretikus modellek levezetése elméleti összefüggések felhasználásával történik, mely
összefüggések változói fizikai illetve kémiai jelentéssel bírnak az elválasztás során le-
játszódó folyamatok tekintetében. A retenciós tényező elméleti modell segítségével va-
ló számítása előzetes ismereteket vagy becsléseket igényel a mintaion, az állófázis és a
mozgófázis tulajdonságaira vonatkozóan. Ezek a paraméterek (pl.: ioncsere-egyensúlyi
állandók, ioncserekapacitás, gyantatérfogat stb.) jellemzően szisztematikusan változta-
tott kísérleti körülmények mellett rögzített mérési adatbázis alapján kerülnek számításra.
Amennyiben az említett paraméterek ismertek, úgy lehetőség van a retenciós tényező kü-
lönböző mérési körülmények (mozgófázis összetétel, koncentráció, pH, hőmérséklet stb.)
esetén várható értékének becslésére.

Az anioncsere-kromatográfiában ismert főbb elméleti modellek a
• lineáris oldószererősségi modell,
• Hoover modell,
• kettős eluens modell,
• Kuwamoto modell,
• bővített kettős eluens modell,
• többszörös eluens/minta modell,
• latex modell és
• kriptand modell.

20



1.3. FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS ELVÁLASZTÁSOK ELMÉLETE

Az empirikus modellek a retenciós változások hátterében álló folyamatok leírására, elvi
magyarázatára nem fordítanak hangsúlyt. Ezen modellek a retenciós tényező két adott
mérési körülmény (pl.: mozgófázis pH, koncentráció) között történő megváltozásának
módját vizsgálják. A modell megalkotása során szintén szükség van kísérleti adatok, jel-
lemzően a mintakomponensek két ismert összetételű mozgófázis mellett mért retenciós
tényezőjének rögzítésére. Ezt követően a retenciós viselkedés leírása különböző mozgó-
fázis összetételekre interpolációs úton, valamilyen előre meghatározott egyenlet felhasz-
nálásával történik [41].

Fontos megjegyezni, hogy a retenciót leíró paraméterek elméleti modellnél bemutatott
módon történő meghatározása egyfajta közelítés/becslés, mely bizonyos hibával terhelt.
A különböző szerzők által publikált számítások eltérő eredményei nem feltétlenül jelentik
az egyik vagy a másik módszer helyességét/helytelenségét, hiszen a retenciós tényezőt az
egyes paraméterek egymáshoz való viszonya, azaz az adott módszer teljes paraméterkész-
lete határozza meg. Jellemző tehát, hogy az azonos mérési körülményekre meghatározott,
de eltérő paraméterekkel a retenciós tényező értékére adott becslések megegyeznek.

A következőkben a dolgozat kísérleti részében tárgyaltakhoz kapcsolódó anioncsere-kro-
matográfiás elméleti modelleket ismertetem részletesebben.

1.3.2.1. Lineáris oldószererősségi modell

Az irodalomban legkorábban publikált és legegyszerűbb ioncsere-kromatográfiában hasz-
nált elméleti modell a lineáris oldószererősségi modell [42–44], mely az állófázison kötött
mintaion és a mozgófázisbeli ellenion közötti ioncsere-egyensúlyi folyamatot sztöchio-
metrikus egyenlet (1.39) formájában írja le.

yAx−
m + xEy−

r

KA/E−−−⇀↽−−− yAx−
r + xEy−

m (1.39)

ahol "r" index az állófázisban, míg "m" index a mozgófázisban tartózkodó ionformákat
jelöli. Az ioncsere-reakció egyensúlyi állandója, mely az ionkromatográfiás gyakorlatban
szelektivitási állandóként (KA/E) ismert, az egyes ionformák moláris koncentrációjának
ismeretében az (1.40) egyenlettel definiálható.

KA/E =
(Ax−

r )y (Ey−
m )x

(Ax−
m )y (Ey−

r )x
(1.40)

ahol x és y a mintaion illetve a mozgófázisbeli ellenion töltését jelöli. Az eluens ion
állófázisbeli koncentrációja az oszlop ioncserekapacitásának (Q) ismeretében

(Ey−
r ) =

Q

y
(1.41)

alakban írható le. Az (1.40) és (1.41) összefüggések alapján, az (1.1) és (1.2) egyenle-
tek felhasználásával a mintakomponens ioncserélő oszlopon mutatott retenciós tényezője
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logaritmizált formában az (1.42) összefüggés szerint számítható.

lg kA =
1

y
lgKA/E +

x

y
lg
Q

y
+ lg

Vs

Vm

− x

y
lg Ey−

m (1.42)

Mivel Q, Vs és Vm az oszlopot jellemző állandó paraméterek, KA/E pedig adott oszlop
és mozgófázis esetén szintén állandónak tekinthető egy adott komponensre, ezért ezen
paraméterek összevonhatóak (Ciso), így az (1.42) egyenlet az alábbi alakra egyszerűsödik.

lg kA = Ciso −
x

y
lg Ey−

m (1.43)

A lineáris oldószererősségi modell a mintakomponens retenciós tényezőjének mozgófá-
zis koncentrációjától való függését, logaritmizált alakban lineáris kapcsolatként adja meg,
ahol az (1.43) egyenlettel leírt egyenes meredeksége a minta- és a mozgófázis ionok töl-
téseinek negatív hányadosa.

A lineáris oldószererősségi modell közvetlenül csak olyan rendszerek esetén alkalmazha-
tó, ahol a mozgófázis egykomponensű (pl.: NaOH), azonban az ún. "uralkodó egyensúly
elve" és az "effektív iontöltés elve" megközelítésekkel többkomponensű mozgófázisok
(pl.: CO3

2− / HCO3
− / OH−) esetére is kiterjeszthető [45].

Az uralkodó egyensúly elve megközelítés szerint a mintaion elúciójáért csak a mozgófá-
zis legmagasabb töltéssel rendelkező ellenionja felelős függetlenül attól, hogy az eluens
tartalmaz-e további, akár jelentős mennyiségben jelen lévő, alacsonyabb töltésű ionfor-
mákat vagy sem. Az effektív iontöltés elve megközelítésben a mintakomponensek vissza-
tartása a mozgófázisban jelenlévő összes ellenion töltéssel súlyozott hatásának figyelem-
bevételével kerül leírásra [46]. Fontos megjegyezni, hogy bár vizes oldatokról van szó, ez
a megközelítés a protonálódni képes eluens ionok mellett jelenlévő hidroxid ionok hatását
nem veszi figyelembe.

1.3.2.2. Hoover modell, kettős eluens modell és bővített kettős eluens modell

A lineáris oldószererősségi modellnél komplexebb leírást adó első modell a Hoover mo-
dell [47] volt, mely számos további retenciós modell alapját jelenti. A Hoover modell a
mozgófázis összes ionjának hatását figyelembe veszi a mintaion retenciójának leírása so-
rán, hasonlóan az effektív iontöltés elvéhez, azonban attól eltérően az egyes ellenionokra
vonatkozóan különböző, kísérletileg meghatározandó szelektivitási állandókat definiál.
Fontos kiemelni, hogy ez az elmélet már a hidroxid ion hatását is figyelembe veszi a min-
taionok retenciójának számításánál [46].

A kettős eluens modellt 1984-ben, a Hoover modell módosításával Jenke és Pagenkopf
dolgozták ki [48–50]. Ezen elmélet a hidroxid ionok retencióra gyakorolt hatását nem
veszi figyelembe azzal a magyarázattal, hogy ezen versengő ion mozgófázisbeli koncent-
rációja általában nagyon alacsony, valamint hajtóerejét tekintve igen gyenge ellenion az
anioncsere-kromatográfiás rendszerben. A kettős eluens modell a kísérletileg meghatáro-
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zandó paraméterek számát háromról kettőre csökkentve leegyszerűsíti a Hoover modellt,
azonban a szelektivitási állandók értékének számításához továbbra is numerikus módszer,
iteratív minimalizáció szükséges [46].

Szintén a Hoover modell alapján került levezetésre az ún. Kuwamoto modell (1989),
melyben a szerzők elhanyagolva az ioncsere folyamatok szelektivitási állandóit, elúciós
rendszerállandókat vezettek be, a hidroxidion minta anion elúciójára gyakorolt hatását
szintén figyelmen kívül hagyva [51]. A modell hátránya, hogy a retenciós tényező számí-
tása az elúciós rendszerállandók előzetes ismeretét igényli, melyhez specifikus kísérletso-
rozat elvégzése szükséges.

1.3.2.3. Többszörös eluens/minta modell

Hajós és munkatársai 1995-ben publikálták az ún. többszörös eluens/minta modellt [52],
mely a legösszetettebb anioncsere-kromatográfiában alkalmazott elméleti modell. Ez a
modell, bár matematikailag igen hasonló a Hoover modellhez, mégis jelentősen eltér
attól, hiszen a mozgófázis mellett a mintakomponensek lehetséges protolízisét is figye-
lembe veszi a retenciós tényező számítása során, valamint a hidroxidion elúciós hatását
sem hanyagolja el [46]. A modellt kísérletileg igazolva sikeresen alkalmazták komplex
ionok [53] és karbonsavak elválasztása [54, 55], valamint amfoter tulajdonságú kationos
mozgófázissal történt elúciók leírására [56].

Háromértékű minta anion esetén a protonálódási reakciók az (1.44a), (1.44b) és (1.44c)
egyenletekkel

A3− + H+ K1−−⇀↽−− HA2− (1.44a)

HA2− + H+ K2−−⇀↽−− H2A− (1.44b)

H2A− + H+ K3−−⇀↽−− H3A (1.44c)

míg a különböző mértékben protonált mintaspecieszek ioncsere-egyensúlyi folyamatai az
(1.45a), (1.45b) és (1.45c) összefüggésekkel írhatóak le.

3 R− HCO3 + A3− KA/HCO3−−−−−−⇀↽−−−−−− R3 − A + 3 HCO3
− (1.45a)

2 R− HCO3 + HA2− KHA/HCO3−−−−−−−⇀↽−−−−−−− R2 − HA + 2 HCO3
− (1.45b)

R− HCO3 + H2A−
KH2A/HCO3−−−−−−−⇀↽−−−−−−− R− H2A + HCO3

− (1.45c)
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A Hoover modell által bevezetett intereluens állandókat felhasználva a modell az alábbi
formában (1.46a) adható meg.

k =
Vs

Vm

(KA/HCO3 z
3 Φ0 +KHA/HCO3 z

2 Φ1 +KH2A/HCO3 z Φ2) (1.46a)

z =

√
p2 + q − p

4KCO3/HCO3 [CO3
2−]

(1.46b)

p = [HCO3
−] +KOH/HCO3 [OH−] (1.46c)

q = 8QKCO3/HCO3 [CO3
2−] (1.46d)

ahol Φ0 a protonálatlan, Φ1 és Φ2 pedig az egyszeresen illetve kétszeresen protonált minta-
ion formák mólarányait jelölik, melyekvaz egyes protonálódási állandók valamint a moz-
gófázis pH-jának függvényében számíthatók [52].

1.3.2.4. Latex modell

Latex-alapú pellikuláris anioncserélő állófázisokon lejátszódó retenciós folyamatok rész-
letes leírását 2006-ban Horváth és Hajós publikálta [57]. Ezen modell, a lineáris oldószer-
erősségi modellt alapul véve az általánosan ismert ioncsere mellett a szulfonált réteggel
töltésegyensúlyban lévő anioncserélő helyeken lejátszódó ionpárképződési/disszociációs
és ioncsere reakciókat is figyelembe veszi (1.47).

kA = KA
Vs

Vm

[(
w Qtot

1 +KOH [OH−]

)x
+

(
(1− w)Qtot

KOH [OH−]

)x]
(1.47)

A fenti egyenletben szereplő ún. súlytényező (w) a latex réteg és az alatta található szulfon
réteg töltéssűrűségétől függő paraméter, melynek értéke különböző típusú ioncserélőkre
eltérő lehet. Latex típusú töltetek esetén, az elválasztandó mintaanion álló- és mozgófázis
közötti megoszlása a két kötőhely típuson végbemenő egyensúlyi folyamatok összegeként
írható fel [57].

1.3.2.5. Kriptand modell

Egyértékű minta anionok, makrociklus alapú anioncserélő állófázison történő retenci-
ójának leírására Hajós és munkatársai 2007-ben publikálták az ún. kriptand modellt
[58]. Ezen modell az állófázison lejátszódó komplexképződési, protonálódási és ioncsere-
egyensúlyi folyamatokat együttesen veszi figyelembe az adott mintaion retenciós ténye-
zőjének számítása során.

A makrociklikus gyűrűt tartalmazó, kriptand funkciós csoporttal rendelkező anioncserélő
állófázison lejátszódó komplexálódási és protonálódási reakciók, illetve azok egyensúlyi
állandói az alábbi (1.48), (1.49), (1.50) egyenletekkel írhatóak le.
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Cry + M+ KM−−⇀↽−− CryM+ KM =
(CryM+)

(Cry) [M+]
(1.48)

Cry + H+ K1−−⇀↽−− CryH+ K1 =
(CryH+)

(Cry) [H+]
(1.49)

CryH+ + H+ K2−−⇀↽−− CryH2
2+ K2 =

(CryH2
2+)

(CryH+) [H+]
(1.50)

ahol Cry az állófázison lévő szabad és ioncsere szempontjából inaktív kriptand csoporto-
kat, M+ a mozgófázis fémiont, míg ( ) és [ ] az állófázison kötött illetve a mozgófázisban
lévő szabad ionformákat jelölik.

A protonálódás vagy komplexálódás révén létrejött aktív anioncserélő helyeken lejátszó-
dó ioncsere-egyensúlyi reakciók alapegyenletei az alábbiak.

CryM+ + OH−
KM−OH−−−−−⇀↽−−−−− CryM−OH KM−OH =

(CryM−OH)

(CryM+) [OH−]
(1.51)

CryM+ + A−
KM−A−−−−⇀↽−−−− CryM−A KM−A =

(CryM−A)

(CryM+) [A−]
(1.52)

CryH+ + OH−
KH−OH−−−−−⇀↽−−−−− CryH−OH KH−OH =

(CryH−OH)

(CryH+) [OH−]
(1.53)

CryH+ + A−
KH−A−−−−⇀↽−−−− CryH−A KH−A =

(CryH−A)

(CryH+) [A−]
(1.54)

A modell, tekintettel az anioncsere-kromatográfiában alkalmazott elúciós pH tartományra
(pH > 10), nem számol a kriptand funkciós csoport kétszeresen protonált formájának
jelenlétével. A kriptand modell, az állófázis ioncserekapacitásának (Q) leírására az alábbi
(1.55)

Q = (Cry) + (CryH+) + (CryM+) + (CryH−A) + (CryH−OH)+

+(CryM−A) + (CryM−OH)
(1.55)

összefüggést adja, mely az inaktív, aktív de szabad, valamint protonált és komplexált,
mintaiont illetve mozgófázis elleniont kötő formák összegeként definiálja az állófázis tel-
jes ioncserekapacitását. A minta anion megoszlási hányadosának korábbi leírását adó
(1.1) egyenlet a kriptand modellben az alábbiak (1.56) szerint módosul.

DA =
(A−)

[A−]
=

(CryM−A) + (CryH−A)

[A−]
(1.56)
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Az (1.48−1.54) összefüggések ismeretében, (CryH−OH) tagot elhanyagolva az (1.55)
egyenletet (Cry)-ra rendezve a mintaanion retenciós tényezője kriptand állófázison a

k =
Vs

Vm

Q

KM KM−A [M+] +K1 KH−A [H+]

1 +K1 [H+](1 +KH−A [A−]) +KM [M+](1 +KM−A [A−]) +KM−OH [OH−]

(1.57)

összefüggéssel adható meg, ahol KM, KM−A, KH−A és KM−OH kísérletileg meghatáro-
zandó, a mozgófázis komplexálódó fémionjának minőségétől függő paraméterek, vala-
mint [M+] = [OH−] [58].

1.3.2.6. Retenció leírása gradiens ioncsere-kromatográfiában

Az előzőekben bemutatott modellek a vizsgált komponens retenciójának előrejelzésére
izokratikus körülmények mellett használhatóak. Olyan esetekben, ahol nagyszámú, szé-
les retenciós tartományban eluálódó komponens elválasztása a feladat, célszerű különbö-
ző gradiens programok alkalmazása. A mozgófázis hajtóerejének az elúció alatt történő
növelésével jellemzően jobb felbontás, nagyobb csúcskapacitás (csúcskompresszió jelen-
sége) és rövidebb analízisidő érhető el. A gradiens elválasztást leggyakrabban lineáris
vagy lépcsős, ritkábban konvex vagy konkáv gradiens profil szerint valósítják meg. Mivel
a kromatográfiás oszlop az adott mozgófázis összetételt előállító egységhez nem közvet-
lenül kapcsolódik, ezért ún. gradiens késési idővel kell számolni. Az új eluens összetétel
oszlopra érkezéséhez szükséges idő alatt izokratikus körülmények uralkodnak, mely kis
retenciójú komponensek esetén kihasználható azok megfelelő felbontására. A gradiens
késés hatása szükség esetén, késleltetett injektálást alkalmazva kiküszöbölhető [59].

A komponensek gradiens körülményekre mutatott retenciójának leírására szolgáló leg-
egyszerűbb modellt Rocklin és munkatársai (1987) dolgozták ki [60] a lineáris oldószer-
erősségi modell (1.43) átalakításával. A gradiens elúciót leíró (1.58) összefüggés bal
oldalán szereplő tag, mely izokratikus körülmények között megegyezik a retenciós té-
nyezővel (k), figyelembe veszi, hogy gradiens elválasztás esetén a retenció az eluens
koncentrációval folyamatosan változik.

lg
VR − Vm

Vm

= lgCg −
x

x+ y
lgRg (1.58)

A fenti egyenletben szereplő VR és Vm a retenciós és holttérfogatot, Rg pedig a gradiens
meredekségét, az adott elúciós térfogatra jutó koncentráció változást (mM/mL) írja le.
Cg, x és y az (1.43) egyenletben ismertetett paraméterekkel analóg módon értelmezhető.
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Az izokratikus illetve gradiens körülményekre vonatkozó, lineáris kapcsolatot leíró össze-
függéseket közös alakra hozva az alábbi egyenleteket kapjuk.

lg kiso = aiso − biso lg[E] (1.59)

lg kgrad = agrad − bgrad lgRg (1.60)

ahol "iso" és "grad" indexek az izokratikus illetve gradiens körülményekre utalnak. Fon-
tos megjegyezni, hogy a kezdeti eluens koncentrációt változtatva az agrad és bgrad kons-
tansok értéke is változik, mely jelentősen korlátozza a modell használatát [61].

1974-ben Jandera és Churâček [62] az alábbi leírását adta a gradiens retenciónak (1.61).

tR,g =
1

u0

[
1

Bg

[
(zg biso + 1)Bg aiso t0 u0 + c

(zg biso+1)/zg
0

]1/(zg biso+1)

− c
1/zg
0

Bg

]
+ t0

(1.61)

Bg =
Rg

u0

ahol tR,g a komponens gradiens körülmények között mért retenciós ideje, u0 a mozgófázis
áramlási sebessége,Bg a normalizált gradiens meredekség (mM/mL), zg a gradiens profilt
leíró paraméter (lineáris gradiens: zg = 1), c0 a kezdeti eluens koncentráció, t0 a holtidő,
aiso és biso pedig az izokratikus körülményekre meghatározott paraméterek. Az elméle-
tet normál-fázisú adszorpciós, illetve ionkromatográfiás gradiens elúcióra dolgozták ki.
A modellt később Baba és munkatársai [63] sikeresen adaptálták polifoszfátok gradiens
ionkromatográfiás elválasztásának modellezésére.

Komplex, izokratikus és gradiens lépéseket egyaránt tartalmazó gradiens elválasztások
leírására 2008-ban Shellie és munkatársai [61] dolgoztak ki elméleti modellt, melyben a
teljes retenciós időt az egyes lépcsőkre külön-külön számított retenciós idők összegeként
definiálták (1.62).

tR = trn +
n−1∑

1

tstepx (1.62)

ahol trn az utolsó, n-edik gradiens szakasz, tstepx pedig az azt megelőző, x-edik gradi-
ens lépcső végén kialakuló retenciós időt jelöli. Az egyes retenciós idők az adott lépcső
profiljától függően az (1.59) izokratikus vagy (1.61) gradiens egyenletek segítségével ke-
rülnek kiszámításra. Adott gradiens szakaszra a kezdeti (tstep0) érték minden esetben az
azt megelőző lépcsőre számított retenciós idő, a legelső szakasz esetén pedig a rendszer
holtidő.

Bár gradiens elúcióval élesebb csúcsok érhetőek el, az elválasztás hatékonyságát megha-
tározó csúcsszélesség modellezése jelentősen bonyolultabb, mint izokratikus esetben. A
Snyder és munkatársai (1979) [64], valamint Jandera és Churâček (1974) [62] által leírt
modellek jellemzően alábecsülik a gradiens körülményekre mért tényleges csúcsszéles-
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séget. Előbbi egy a gradiens meredekséghez kötődő csúcskompressziós faktorral számol,
míg utóbbi az izokratikus körülmények esetén mért tányérszámot és az oszlopból kilépő
komponens retenciós idejét veszi alapul. Egy "univerzális", az izokratikus és gradiens
elválasztásokban egyaránt alkalmazható összefüggést Shellie és munkatársai (2008) pub-
likáltak, mellyel az elválasztás hatékonyságát meghatározó csúcsszélesség (1.63) össze-
függés alapján egyszerűen számítható.

W =
4 tR√
Ninit

(
tR
tR,init

)
(1.63)

ahol tR az adott elúciós profilnak megfelelően számított retenciós idő, tR,init és Ninit pe-
dig a kezdeti mozgófázis koncentrációnál, izokratikus körülményekre mért retenciós idő
illetve tányérszám. Az egyenlet első fele a csúcsszélesedést, második tagja pedig a csúcs-
kompressziót fejezi ki. Izokratikus elválasztásokra vonatkozóan, ahol tR és tR,init meg-
egyezik, visszakapjuk az általánosan ismert (1.4) összefüggést [61] .

1.4. Folyadékkromatográfiás kolonnák jellemzése

A vizsgálandó komponensek egymástól és a mintamátrixtól való elkülönítése a folyadék-
kromatográfiás oszlopban történik. A mintaalkotók elválasztásának hatékonyságát első-
sorban a kolonna geometriája (átmérő×hossz), valamint az oszloptöltet fizikai és kémiai
tulajdonságai határozzák meg.

Az alábbiakban elsőként a folyadékkromatográfiás töltetek legfontosabb fizikai és mecha-
nikai tulajdonságait ismertetem, majd azt követően kitérek azok kémiai jellemzésére.

1.4.1. Folyadékkromatográfiás oszloptöltetek fizikai szerkezete

A folyadékkromatográfiás töltetek egy ún. hordozóból (merev váz), továbbá az annak
felületén − valamilyen fizikai vagy kémiai módon − kialakított állófázisból állnak. A
töltetágy jellemzően szemcsés vagy monolit felépítésű. Előbbiek szabályos gömb alakú,
vagy szabálytalan formájú szemcsékből állnak, míg utóbbiak esetében egybefüggő, jól
átjárható "lyukacsos" közegről beszélünk. A szemcsék teljesen porózus, felületen porózus
(= tömörmagvú / héjszerkezetű / szabályozott felületi porozitású), pellikuláris, valamint
perfúziós szerkezetűek (1.4.1. ábra) lehetnek.
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1.4.1. ábra. Különböző szerkezetű folyadékkromatográfiás töltet szemcsék [4].

Legszélesebb körben a teljesen porózus töltetek (dp = 1,5-5 µm) terjedtek el, melyek szer-
kezetükből adódóan nagy kapacitással rendelkeznek, továbbá a kiforrott gyártástechnoló-
giának köszönhetően számos változatban elérhetőek.

A pellikuláris töltetek (dp = 1,5-2,5 µm) tömör magból és azt körülvevő − az anyagát-
adásra nézve kedvező − vékony állófázis rétegből felépülő szemcséket tartalmaznak. Az
alacsony fajlagos felület eredményeképpen (főleg makromolekulákra) hatékonyabb elvá-
lasztást, ezzel egyidejűleg azonban kis kapacitást biztosítanak, mely utóbbi következtében
nyomnyi szennyezők vizsgálatára nem alkalmasak.

A felületen porózus töltetek esetében egy tömör mag és azt körülvevő porózus réteg
(0,25-0,5 µm) alkotja a szemcsét (2-5 µm). Ezen töltetek használatával, a nagyobb fajla-
gos felületnek köszönhetően növekednek a retenciós idők, valamint az injektálható minta-
mennyiség is nagyobb mint pellikuláris töltetek esetén. A teljesen porózus szemcsékhez
képest tapasztalható gyorsabb és hatékonyabb elválasztás a tömör mag kialakításával el-
érhető diffúziós úthossz csökkenés eredménye.

A leginkább makromolekulák preparatív elválasztásában használt perfúziós töltetek (dp =
10 µm) jelentősen nagyobb pórusátmérőkkel jellemezhetők, mint a fent említett fázisok
(dpore = 8-30 nm). A szemcse teljes átjárhatóságát biztosító (perfúziós) makropórusok-
ban (400-800 nm), valamint a nem átjárható, zsákutcaszerű (diffúziós) mezopórusokban
(30-100 nm) az állófázisbeli anyagátadást jelentősen elősegíti a mozgófázis nagyobb se-
bességgel való áramoltatása.

A fentiek alapján elmondható, hogy a töltet porozitása, a pórusok jellege és átmérője, va-
lamint a szemcsék fajlagos felülete egyaránt meghatározza az adott oszlop − molekula-
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méret és injektálható mintamennyiség tekintetében való − alkalmazhatóságát. Könnyen
belátható, hogy a pórusok átmérőjének csökkenésével növekszik a mintakomponensek
által elérhető fajlagos felület, azaz a fázisarány, mely a retenció és a kapacitás növeke-
dését eredményezi. 8-12 nm átlagos pórusátmérővel rendelkező tölteteket (fajlagos felü-
let: 150-400 m2/g) leggyakrabban a < 10 000 Da molekulaméretű komponensek esetén
alkalmaznak. A > 10 000 Da molekulákra − a pórusdiffúziós gátlás és az ezzel összefüg-
gésben lévő hatékonyságcsökkenés elkerülése érdekében − a 15-100 nm pórusátmérőjű
(5-150 m2/g) szemcsékkel töltött oszlopok használata javasolt [4].

A folyadékkromatográfiás oszlop hatékonyságára a legjelentősebb hatást a töltetszemcsék
átmérője, valamint a szemcseméret eloszlás gyakorolja (1.4.2. ábra).

(a) (b)

1.4.2. ábra. Az oszlophatékonyság (a), valamint a szemcseméret eloszlás (b) alakulása
különböző szerkezetű és átmérőjű töltetszemcsék esetén [4].

A szemcseméret eloszlás leírására jól alkalmazható a lognormális eloszlás, mely esetben
a valószínűségi sűrűségfüggvény az (1.64a) és (1.64b) összefüggésekkel adható meg [65].

frp(rp; µrp , σrp) =
1

rp

√
2π s

exp

(
−(ln(rp)−m)2

2s2

)
(1.64a)

m = ln

 µ2
rp√

µ2
rp + σ2

rp

 és s =

√√√√ln

(
1 +

σ2
rp

µ2
rp

)
(1.64b)

ahol µrp és σ2
rp a lognormális eloszlás várható értékét és varianciáját jelöli.

A 2000-es évektől egyre inkább elterjedtek a 3 µm alatti szemcseátmérővel rendelkező
teljesen porózus töltetek, melyekkel − a korábban használt 5 mikronos fázisokhoz ké-
pest− rövidebb analízisidő és kisebb csúcsszélesedés vált elérhetővé. A 3 µm-nél kisebb
töltetszemcsék adta lehetőségek hatékony kihasználása érdekében azonban a folyadék-
kromatográfiás rendszer fejlesztése is szükségessé vált, egyrészt a kolonnán kívüli sáv-
szélesítő hatások csökkentése, másrészt a nagyobb nyomás biztosítása irányába [4].

30



1.4. FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS KOLONNÁK JELLEMZÉSE

Az elmúlt évtizedben megjelent 2 µm alatti szemcseátmérőjű kolonnák használata je-
lentősen magasabb nyomásteljesítményű (1000-1300 bar) készülékeket igényel, mellyel
összefüggésben ez a technika az ultranagy-hatékonyságú folyadékkromatográfia (UHPLC
= ultrahigh-performance liquid chromatography) elnevezést kapta [66]. Ezen rendszerek,
a hagyományos készülékekhez képest 5-10-szer gyorsabb elválasztást tesznek lehetővé,
melynek köszönhetően jelentősen csökken az oldószerfelhasználás, azonban magas piaci
áruk következtében széles körben egyelőre nem terjedtek el [67].

Az úgynevezett "fused-core" technológiával (Fused-Corer technology, Advanced Ma-
terials Technology, Inc.), felületükön porózus réteggel kialakított tömörmagvú töltetek
2006-ban jelentek meg. Kiemelkedő hatékonyságuknak, és a hagyományos HPLC rend-
szerek által biztosított nyomáson (300-400 bar) való alkalmazhatóságuknak köszönhetően
használatuk igen elterjedt [68, 69].

A héjszerkezetű töltetek porózus fázisoknál jelentősen jobb hatékonyságát a különböző,
sávszélesedést okozó folyamatok visszaszorítása eredményezi. A nagyobb szemcsesűrű-
ségnek köszönhetően homogénebb töltetágy alakítható ki, melynek révén egyenletesebb,
szinte örvénydiffúzió mentes áramlás jön létre a szemcsék között, így közel 40%-kal csök-
ken ezen folyamat sávszélesedéshez való hozzájárulása [70, 71]. Mivel az összpórustér-
fogat kisebb mint teljesen porózus töltetek esetén, ezért a longitudinális diffúzió okozta
sávszélesedés is csökken (közel 30%-al). Annak köszönhetően, hogy a mintamolekulák
számára csak a tömör mag felületén kialakított vékony porózus réteg bejárható, a diffú-
ziós úthosszak csökkenésével gyorsabb az állófázison történő anyagátadás, mely szintén
meghatározó az oszlopban kialakuló sávszélesedés tekintetében [72, 73]. A tömörmagvú
illetve a teljesen porózus töltetek esetében az anyagátadás sebességével kapcsolatban ta-
pasztalható különbségek leginkább nagyméretű molekulák (pl.: proteinek), valamint nagy
térfogatáram alkalmazása esetén szembetűnőek [74].

Az első "fused-core" technológiával előállított szemcsékkel töltött oszlopok a Halor (Ad-
vanced Materials Technology, Inc.) terméknévvel kerültek forgalomba. Ezen, kismo-
lekulák elválasztására fejlesztett töltetek ma már nagymolekulák (peptidek, proteinek,
biomolekulák) elválasztására alkalmas pórusmérettel és különböző szemcseméretekkel is
elérhetőek [75–77]. A leginkább elterjedt, 2,6 mikronos tömörmagvú fázisok által bizto-
sított elválasztási sebesség és hatékonyság a < 2 µm teljesen porózus tölteteknél tapasz-
talhatóhoz hasonló, azonban azokkal ellentétben, az alacsony nyomásesés miatt előbbiek
hagyományos HPLC rendszerekben (max. 300 bar) is használhatóak [72, 78, 79].

Jelenleg számos gyártó kínál 2-3 µm alatti szemcseátmérőjű héjszerkezetű oszlopokat
széles állófázis (C18, C8, fenil-hexil, pentafluorofenil (PFP), bifenil és HILIC) választék
mellett. A legismertebb termékcsaládok az Accucore (Thermo Fisher Scientific), Ascen-
tis Express (Sigma Aldrich), Cortecs (Waters), Halo (Advanced Material Technologies),
Kinetex (Phenomenex), és Poroshell (Agilent Technologies) [66]. 2013 óta már elérhe-
tőek 1,3 µm-es tömörmagvú szemcsékkel töltött, C18-as állófázisú oszlopok is (Kinetex,
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Phenomenex Inc.), melyek > 400 000 méterenkénti tányérszámot ígérnek. Az UHPLC
rendszerek használata a kis szemcseátmérőjű töltetek (1,3-1,7 µm) esetén nemcsak a nagy
nyomásesés, hanem a kolonna hatékonyságát esetlegesen csökkentő oszlopon kívüli sáv-
szélesítő hatások elkerülése is indokolja.

1.4.2. Folyadékkromatográfiás oszloptöltetek kémiai szerkezete

A mechanikai és fizikai tulajdonságok mellett a töltetek kémiai karakterisztikája is fontos
szempont az adott feladatra alkalmas oszlop kiválasztásánál. A hordozó anyaga alapve-
tően a pH, nyomás és hőstabilitás szempontjából meghatározó, míg az állófázis kémiai
szerkezete a kolonna szelektivitását, az elválasztható mintakomponensek körét adja meg.

Hordozók és állófázisok

Jelenleg a szilika vagy polimer alapú töltetek a leginkább elterjedtek, de léteznek szervet-
len hordozót tartalmazó oszlopok is.

A szilika hordozók között elkülöníthetünk tiszta szilika, szerves ill. szervetlen szilika,
polimer borítású szilika, valamint hidrid-szilika típusúakat [5]. A szilika alapú töltetek
leginkább a HPLC technikákban terjedtek el. Mechanikai szilárdságuk mellett szerves
oldószerekkel és vízzel is kompatibilisek, továbbá nem duzzadnak/zsugorodnak az oldó-
szerváltás során. A felületükön kialakítható különböző állófázisok (C8, C18, fenil, ciano
stb.) révén szelektivitásuk igen változatos, továbbá más hordozókkal összehasonlítva el-
választási hatékonyságuk is jelentősen nagyobb. Kedvezőtlen tulajdonságuk, hogy csak
2-8 pH tartományban használhatóak megbízhatóan és hosszú élettartammal, valamint a
bázisuk komponensek elválasztására − a csúcsok "tailing"-esedése következtében − ke-
vésbé alkalmasak. A pH stabilitás a szilika felületi polimerizálásával növelhető, a bázikus
komponensek elválasztása pedig nagytisztaságú szilikák alkalmazásával javítható.

A polimer alapú töltetek fordított-fázisú, ioncsere- és méretkizárásos kromatográfiában
egyaránt előfordulnak. Leginkább a kopolimerizált, sztirol-divinilbenzol hordozók hasz-
nálatosak, a szubsztituált metakrilátok, polivinil-alkoholok kevésbé gyakoriak. A polimer
alapú hordozók, hasonlóan a szilikához szintén derivatizálhatóak RPC (reversed-phase
chromatography) ligandumokkal, továbbá ioncserélő csoportokat (-COOH, -SO3H, -NH2,
-NR+

3 ) tartalmazó állófázisok is kialakíthatóak. A polimer hordozók nagy előnye azok
széles (0-14) pH stabilitása, valamint a nagy ionerősségű mozgófázisokkal és az erősen
bázikus mintákkal való kompatibilitás. Szilika fázisokkal szembeni fő hátrányuk az ala-
csonyabb hatékonyság, valamint a szerves oldószerek hatására bekövetkező duzzadási /
zsugorodási tulajdonságuk. A szilika és polimer alapú hordozók mind a szemcsés, mind
pedig a monolit típusú töltetek esetében használhatóak.

A szervetlen hordozók jellemzően valamilyen fém-oxid (cirkónium, alumínium, titán)
magból állnak, melynek felületén polimerizációt követően, kovalensen kötik meg a meg-
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felelő ligandumokat. A szervetlen hordozók legfőbb előnye azok magas pH, hőmérsék-
let és nyomás ellenállósága, azonban teljesítményük jellemzően elmarad a szilika alapú
töltetekétől, utóbbiakhoz hasonló hatékonyság csak nagy koncentrációban alkalmazott,
speciális mozgófázis adalékokkal érhető el. A szervetlen hordozók másik csoportját a
grafitizált szén alapú töltetek jelentik, melyek fordított- és normál-fázisú elválasztások-
ban egyaránt alkalmazhatóak. Ezen töltetek pH (1-14) és hőstabilitása (< 200 ◦C) nagy, de
mechanikai ellenállóságuk alacsony. Előbbieket fordított-fázisú folyadékkromatográfiá-
ban leginkább poláros komponensek elválasztására alkalmazzák, hatékonyságuk azonban
kisebb mint a hagyományos töltetek esetében, további hátrányuk pedig, hogy szelektivi-
tásuk nehezen előrejelezhető. A grafitizált szén alapú kolonnák azonban jól használhatók
sztereo- és diasztereomerek , valamint helyzeti izomerek elválasztására [4].

A hordozó felületén − kémiai vagy mechanikai úton − kialakított állófázisok elsősorban
a komponensek retencióját és az oszlop szelektivitását határozzák meg, de kiemelt sze-
repük van a stabilitás, reprodukálhatóság, csúcsalakok és hatékonyság tekintetében is. A
legtöbb állófázis valamilyen szerves ligandum, míg a felületileg nem módosított hordozók
esetében az állófázis maga a hordozó szemcse felülete (pl.: normál-fázisú kromatográfia,
HILIC). A folyadékkromatográfiás oszloptöltetek funkcionalizálására leggyakrabban C8,
C18 és fenil, ritkábban perfluorofenil, ciano és amino ligandumokat alkalmaznak. Pro-
teinek elválasztására leginkább C3, karotinoidok esetén C30, méretkizárásos kromatográ-
fiában diol, ionos és ionizálható komponensek elválasztására pedig ioncserélő funkciós
csoportokkal rendelkező fázisok használatosak [4].

Ionkromatográfiában a funkcionalizált vagy polimerizált szilika hordozók mellett aktív
ligandumokkal szintetizált, felületileg funkcionalizált, valamint agglomerált gyanták, to-
vábbá szervetlen fém-oxidok és szilikátok használatosak. Hatékonysági és diffúziós szem-
pontból előnyös felületi ioncserélők szintézisét és ionkromatográfiás alkalmazását elsők
között publikálta Hajós és Inczédy [80]. Funkcionalizáltságukat tekintve kation- és an-
ioncserélő, valamint amfoter és ikerionos ligandumokkal rendelkező fázisok állnak ren-
delkezésre. Az ioncserélő töltetek fő csoportjait a 1.1. táblázat mutatja be [5].

1.1. táblázat. Ioncserélő töltetek funkcionalizálására leggyakrabban alkalmazott ligandu-
mok [5].

Kationcserélő Anioncserélő
Funkciós csoport Típus Funkciós csoport Típus

szulfonsav −SO−3 H+ erős kvaterner amin −N(CH3)3]+OH− erős
foszfonsav −HPO−3 H+ közepes kvaterner amin −N(CH3)2(CH2CH2OH)]+OH− közepes
karbonsav −COO−H+ gyenge tercier amin −NH(CH3)2]+OH− gyenge
foszfinsav −HPO−2 H+ gyenge szekunder amin −NH2(CH3)]+OH− gyenge
fenoxi-csoport −C6H4 −O−H+ gyenge primer amin −NH3]+OH− gyenge

szulfid −SR2]+OH− gyenge
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Kutatómunkám során latex-agglomerált, valamint komplexképző, makrociklikus ligan-
dumot tartalmazó anioncserélő töltetekkel dolgoztam. Az alábbiakban ezen két speciális
ioncserélő töltet szerkezetét mutatom be.

A polimer alapú fázisok HPLC területen való elterjedését alacsony mechanikai stabilitá-
suk és duzzadási / zsugorodási tulajdonságuk korlátozta. Az említett töltetek kedvezőtlen
megítélése a latex-agglomerált polimerek megjelenésével azonban jelentősen javult. Ezen
töltetek, nagyobb mechanikai szilárdsággal, kisebb duzzadási / zsugorodási hajlammal és
ezek mellett kiemelkedő elválasztási hatékonysággal rendelkeznek. A latex alapú fázisok
nyomásesése (3 000 - 4 000 psi) már megközelíti a hagyományos szilika alapú töltetekre
jellemző értéket.

A latex-agglomerált töltetek ioncsere-kromatográfiában különösen jól alkalmazhatóak.
Az ionos csoportokat tartalmazó belső magra (PS-DVB, 5-25 µm) vékony, monomoleku-
láris rétegben előbbivel ellentétes felületi töltésű latex szemcséket visznek fel. A latex
gyöngyök (0,1 µm) felületén elhelyezkedő ionos csoportok kettős szerepe a szemcsék
hordozóhoz való kötése, valamint ioncserélő helyek (0,03-0,1 mekv/g) biztosítása az el-
választandó mintaionok számára [6]. Latex-alapú anioncserélők (1.4.3. ábra) esetében
a polisztirol-divinilbenzol (PS-DVB) kopolimer hordozó szulfonált felülete és a teljesen
aminált kvaterner csoportokat tartalmazó latex gyöngyök között kialakuló ionos kötés
rendkívül stabil kémiai szerkezetet biztosít [45].

1.4.3. ábra. Latex-agglomerált anioncserélő állófázis szerkezete [5].

Ionos komponensek ciklikus poliéterekkel módosított, térhálósított polimeren való elvá-
lasztását elsőként Blasius és munkatársai [81] írták le. Előbbiek olyan töltéssel nem ren-
delkező makrociklikus molekulák, melyek legalább 9 atomból álló gyűrűje különböző
donor atomok (O, N, S) révén szelektív komplexképző ligandumként működik. Ilyen,
ioncsere-kromatográfiában is alkalmazható makrociklikus molekulák a planáris szerke-
zetű koronaéterek (pl.: 18-korona-6), valamint a térbeli elrendeződésű kriptandok (pl.:
n-decil-2.2.2 kriptand).

Makrociklus alapú ioncserélő állófázisok a koronaéter vagy kriptand molekulák szilárd
hordozón való adszorbeálásával, polimer gyanták kialakításával illetve az említett ligan-
dumok polimer vagy szilika hordozóra kovalens kötéssel való rögzítésével állíthatók elő.
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1.4. FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS KOLONNÁK JELLEMZÉSE

Amennyiben a ciklikus molekula kavitásába fémion komplexálódik, úgy pozitív töltésű,
anioncserélőként funkcionáló ligandum jön létre (1.4.4. ábra).

1.4.4. ábra. n-decil-2.2.2-kriptand funkciós csoportot tartalmazó állófázison lejátszódó
anioncsere mechanizmusa [82].

A szilárd polimer vagy szilika hordozó felületén immobilizált makrociklikus ligandumo-
kat tartalmazó, mechanikailag stabil töltetek kationok és anionok elválasztását egyaránt
lehetővé teszik. 1994-ben Lamb és munkatársai [83] olyan polisztirol gyanta alapú tölte-
tek állítottak elő, melyekre n-decil-2.2.2 kriptand funkciós csoportokat adszorbeáltattak,
azonban ezen anioncserélő állófázisok szerves oldószerekkel szemben mutatott kémiai
stabilitása nem volt megfelelő. Erre a problémára Woodruff és munkatársai [84] adtak
megoldást, kriptand-2.2.2 monomerek PS-DVB hordozóra történő kovalens rögzítésével,
mely töltetek 2002-ben IonPac Cryptand A1 néven kerültek forgalomba.

Míg hagyományos ioncsere esetén a retenció elsősorban az ionerősségtől függ, addig
makrociklus alapú anioncsere-kromatográfiában a komponensek visszatartását az ion-
erősség és az oszlop kapacitás együttesen határozza meg. A töltet ioncserekapacitását
az aktív funkciós csoportok, makrociklus alapú fázisok esetén a felületen kötött, fémion-
nal komplexált ligandumok száma befolyásolja. Különböző fémionok esetén − az eltérő
komplexképződési állandókkal összefüggésben − eltérő szelektivitás érhető el. A fém-
ionok jellemzően nagyobb affinitást mutatnak kriptandokra mint koronaéterekre, mely-
nek eredményeként a kriptand típusú töltetek nagyobb ioncserekapacitással rendelkez-
nek [85]. A komplexképzési hajlam növekedésével − mely szerves oldószerek jelenlété-
vel erősíthető − az ioncserekapacitás növekedése révén jelentősen növekszik a kompo-
nensek visszatartása [85].

Anioncsere-kromatográfiás elválasztások során jellemzően alkáli-hidroxid eluensek hasz-
nálatosak. A makrociklikus ligandum-alkáli fémion komplexek stabilitási állandói K+ >
Na+ > Li+ irányban csökkennek. A mozgófázis fémionjának az elválasztás alatt történő
lecserélésével ún. kapacitás gradiens érhető el, mely alkalmas nem polarizálható, és nagy
retencióval rendelkező többértékű, valamint polarizálható anionok szimultán, hatékony
elválasztására. Mivel kapacitás gradiens elúció esetén a mozgófázis koncentrációja állan-
dó, az alapvonal torzulás, különösen szupresszor alkalmazása esetén minimális [6, 45].
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2. Kísérleti rész

Alábbiakban a doktori munkám részét képező ionkromatográfiás vizsgálatok − mintaol-
datbeli illetve állófázisbeli komplexképzés − során alkalmazott mérési körülményeket,
eszközöket, anyagokat ismertetem.

2.1. Felhasznált eszközök, anyagok

2.1.1. Gadolínium-kelátok szerves és szervetlen mátrixban való elvá-
lasztása latex-alapú anioncserélő állófázison

2.1.1.1. Alkalmazott berendezések, eszközök

A mérések egy Dionex DX 300 típusú ionkromatográfiás készüléken (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) történtek, amely SAGP gradiens pumpát, Dionex ACI interfészt, CHA-6 nagy-
nyomású kromatográfiás modult, SDM-II vezetőképességi detektort, Model 9125 injek-
táló egységet (Rheodyne, Rohnert Park, CA, USA), 50 µL térfogatú mintabeviteli hurkot,
kémiai regenerálással (0,025 N H2SO4) működtetett AMMS-II (4 mm) mikromembrán
szupresszort, valamint Dionex EDM eluens gáztalanító egységet tartalmazott.

A készülék vezérlése, az adatok rögzítése, továbbá a kromatogramok kiértékelése a Di-
onex PeakNet 5.21 kromatográfiás szoftverrel történt.

A mérések során használt mozgófázis, regeneráló és mintaoldatok elkészítéséhez szük-
séges ultranagy-tisztaságú (18,2 MΩcm) vizet egy 0,22 µm pórusátmérőjű, MilliPak-40
típusú szűrővel ellátott Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA) víztisztító készü-
lék biztosította. Az eluens oldatok levegőmentesítése ultrahangos fürdő (Sonorex RK 52,
Bandelin) segítségével történt.

Az ionkromatográfiás elválasztások mellett kiegészítő ICP-OES mérésekre is sor került
egy Spectroflame Modula E típusú készülék (SPECTRO Analytical Instruments Inc., Ger-
many) segítségével, 303,284 nm detektálási hullámhossz alkalmazása mellett.

2.1.1.2. Alkalmazott oszlopok

Az elválasztások során használt Dionex IonPac AS4A-SC típusú kromatográfiás oszlop
(4×250 mm, dp = 13 µm) egy alkanol kvaterner ammónium csoportokkal funkcionalizált,
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2.1. FELHASZNÁLT ESZKÖZÖK, ANYAGOK

Q = 20 µekv összioncserekapacitású, közepes hidrofobicitású, latex agglomerált pelliku-
láris anioncserélő állófázist tartalmazó kolonna volt, melynek töltete 160 nm vastagságú
anioncserélő latex réteggel rendelkezett.

A mintaelőkészítésként alkalmazott szilárd-fázisú extrakció Strata-SCX típusú SPE ko-
lonnán (Phenomenex Inc.) történt, mely 200 mg, 1 mekv/g kapacitású, felületileg szulfo-
nált erős kationcserélő töltetet tartalmazott.

2.1.1.3. Alkalmazott vegyszerek

A méréseket 3,0−4,5 mM összkoncentráció és 9,8−10,8 pH tartományokban végeztük a
mozgófázisbeli karbonát (Na2CO3) / hidrogén-karbonát (NaHCO3) arány megfelelő vál-
toztatásával, 1,2 mL/min térfogatáram (v) mellett. Az eluens oldatok elkészítése kristá-
lyos Na2CO3 és NaHCO3 nagytisztaságú ioncserélt vízben történő oldásával történt. A
szupresszor regenerálásához szükséges oldatot cc. kénsav (96 m/m% H2SO4) hígításával
állítottuk elő.

A manuálisan injektálandó minták törzsoldatai klorid (Cl−), szulfát (SO2−
4 ), bromid (Br−),

nitrát (NO−3 ) és foszfát (PO3−
4 ) anionokra vonatkozóan ionkromatográfiás standardok-

ból (TraceCERTr, Na-só 1 g/L koncentrációjú vizes oldata) készültek. A kelát-komplex
mintaoldatokat kristályvizes gadolínium-klorid (GdCl3×6 H2O), dietilén-triamin-penta-
ecetsav (H5DTPA), etilén-diamin-tetraecetsav (Na2H2EDTA×2 H2O) és transz-1,2-di-
amin-ciklohexán-tetraecetsav (DCTA×H2O) sók felhasználásával állítottuk össze. A vizs-
gált fém-kelát komplexek általános szerkezete a 2.1.1. ábrán látható.

(a) (b) (c)

2.1.1. ábra. Különböző többfogú szerves ligandumok fém-kelát M-EDTA (a), M-DTPA
(b) és M-DCTA (c) komplexeinek szerkezete. a

Laktát (CH3CH(OH)COOLi), szukcinát (NaOOC(CH2)2COONa×6 H2O) és maleát
(NaOOCCH=CHCOONa) mintaoldatok elkészítése szintén sókból történt. Az eluens,
a regenerálószer és a mintaoldatok alapanyagát jelentő vegyszerek egyaránt a Fluka cég
termékei (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) voltak.

aACD/ChemSketchTM 2.0 (ACD/Labs) szoftverrel készített ábrák.
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2.1. FELHASZNÁLT ESZKÖZÖK, ANYAGOK

2.1.2. Karboxilátok és szervetlen anionok elválasztása makrociklus ala-
pú anioncserélő állófázison

2.1.2.1. Alkalmazott berendezések, eszközök

A méréseket Dionex DX 500 típusú ionkromatográfiás készüléken (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) végeztem, amely automata gáztalanító egységgel ellátott GP40 gradiens pum-
pát, termosztálható AS50 típusú automata mintaadagoló modult, 25 µL térfogatú minta-
beviteli hurkot, AS50 típusú, a kolonna termosztálására alkalmas részegységet, valamint
CD20 vezetőképességi detektort és 50 mA áramerősség mellett elektrolitikus regenerá-
lással működtetett Dionex ASRS 300 (2 mm) mikromembrán szupresszort tartalmazott.

A készülék vezérlése, az adatok rögzítése és a kromatogramok feldolgozása során a Di-
onex PeakNet 5.21 kromatográfiás szoftvert használtam.

Az eluens és mintaoldatok elkészítéséhez 0,22 µm pórusátmérőjű, MilliPak-40 típusú
szűrővel ellátott Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA) víztisztító készüléken elő-
állított ultranagy-tisztaságú (18,2 MΩcm) vizet használtam. Az elválasztásokat 0,5 mL/min
eluens térfogatáram mellett, a 3.4 fejezetben részletesen ismertetett, szisztematikusan vál-
toztatott kromatográfiás körülmények között végeztem.

2.1.2.2. Alkalmazott oszlopok

Az elválasztásokat egy Dionex IonPac Cryptand A1 típusú (3×150 mm, dp = 5 µm), n-
decil-2.2.2-kriptand csoportokkal funkcionalizált (Q = 85 µekv), változtatható hidrofo-
bicitású és ioncserekapacitású, makropórusos sztirol-divinilbenzol alapú állófázist tartal-
mazó kolonnán valósítottam meg.

2.1.2.3. Alkalmazott vegyszerek

Nátrium- (NaOH) illetve kálium-hidroxid (KOH) mozgófázissal történt mérések esetén
kereskedelmi forgalomban kapható 0,1 M koncentrációjú ionkromatográfiás eluens olda-
tokat használtam, míg lítium-hidroxid esetén sóból (LiOH×H2O) állítottam elő a 0,1 M
töménységű mozgófázis törzsoldatot.

A vizsgálandó komponensek mindegyikére, 1 g/L-es koncentrációjú törzsoldat megfelelő
mértékű hígításával készítettem el az injektálandó mintaoldatot. Szervetlen anionok, va-
lamint formiát és tartarát esetében ionkromatográfiás standardokat (TraceCERTr), míg a
többi karbonsav anion esetében saját, a rendelkezésre álló sókból illetve koncentrátumok-
ból készített törzsoldatokat használtam.

Karboxilátokra vonatkozó méréseimet 0,7 mM (formiát, propionát), 0,5 mM (acetát),
0,4 mM (szukcinát, trifluoracetát (TFA), szalicilát), 0,3 mM (laktát, piruvát, oxalát, ma-
lonát, fumarát, maleát, adipát, pimelát, brómklóracetát (BCA), citrát) és 0,2 mM (tart-
arát, benzoát, ftalát) koncentrációjú mintaoldatokkal végeztem. Szervetlen anionok ese-
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2.2. ADATFELDOLGOZÁS, PARAMÉTERILLESZTÉS

tén 0,2 mM (NO−3 ), 0,1 mM (Cl−, NO−2 , Br−, SO2−
4 , PO3−

4 ) és 0,02 mM (BrO−3 ) oldatokat
injektáltam.

Az eluens és mintaoldatok készítéséhez használt vegyszerek a Sigma Aldrich (Sigma Al-
drich Corp., St. Louis, USA) illetve Fluka (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) cég
termékei voltak.

2.2. Adatfeldolgozás, paraméterillesztés

A mérési adatok rögzítése, a kromatogramok kiértékelése és a szükséges számítások a
Dionex PeakNet 5.21 (Dionex Corp.), PeakFit 4.12 és SigmaPlot 11.0 (Systat Software
Inc.), Mathematica 9.0 (Wolfram Research Inc.), Python 3.2 (Anaconda, Inc.) és MS Of-
fice Excel (Microsoft Corp.) szoftverekkel történt.

A kromatográfiás módszerrel elválasztani kívánt mintakomponensek oszlopon való re-
tencióját befolyásoló egyensúlyi állandók meghatározására számos módszer áll rendelke-
zésre, melyek közül a legismertebbek az adszorpciós izotermák leírásán alapuló frontális
analízis és inverz módszer. Előbbinél a nagy mintakoncentráció mellett mért elúciós tér-
fogat, míg utóbbinál a túltelített csúcsalak szolgál az izoterma meghatározása [86].

Amennyiben ismert a mintakomponensek retenciós viselkedését leíró modell, valamint
rendelkezésünkre áll egy megfelelően széles eluensösszetétel-tartomány mellett rögzített
kísérleti adatbázis úgy az egyensúlyi paraméterek iterációs úton, többváltozós regressziós
analízissel is meghatározhatóak.

Az iterációs analízishez szükséges, a mért retenciós adatok és a keresett paraméterek kö-
zötti kapcsolatot leíró függvény az alábbi formában írható fel.

yi = f(xi, p1, p2, ..., pj) + δi (2.1)

ahol yi a mért retenciós tényezőt, xi a független rendszerváltozót (eluens koncentráció,
pH stb.), pj az illesztendő egyensúlyi állandót míg δi a mérési bizonytalanságból adódó
hibatagot jelöli. Munkám során a regressziós analízist a legkisebb négyzetek módsze-
rével végeztem, mely módszer a mérési pontok és a keresett függvény közötti eltérések
négyzetösszegének (2.2) minimalizálásán alapul.

n∑
i=1

(yi − h(xi))
2 (2.2)

ahol h(xi) tag az illesztendő illetve az iterációs folyamat során változtatott paramétere-
ket tartalmazó függvény. Munkám során az egyensúlyi állandók többváltozós nemline-
áris regressziós analízissel történő meghatározására az Anaconda Python szoftver SciPy
programcsomagját használtam. A számítások során a Levenberg-Marquardt algoritmust
kezdeti értékek megadása mellett alkalmaztam.
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3. Eredmények

Dolgozatom következő fejezeteiben a nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás oszlo-
pok szemcseszerkezetével (3.1.) és nyomásesésével (3.2.), valamint mintaoldatbeli (3.3.)
és állófázisbeli (3.4.) komplexképződésen alapuló ioncsere-kromatográfiás elválasztá-
sokkal kapcsolatos elméleti és gyakorlati kutatómunkám eredményeit ismertetem.

3.1. Állófázis szemcseméret eloszlás hatásának vizsgálata
a folyadékkromatográfiás hatékonyságra

Munkám során a kromatográfia, 1.3.1.2. fejezetben részletesen ismertetett általános se-
bességi modelljét alkalmaztam, melynek (1.28a) alapegyenlete egyértelműen mutatja az
elválasztás hatékonyságának oszloptöltet szemcsemérettől való függését. Számításaim-
ban a valószínűségi sűrűségfüggvény (1.64a) és (1.64b) összefüggéseinek felhasználásá-
val, a töltet szemcseméretének jellemzésére lognormális eloszlást használtam. A vizsgál-
ni kívánt 5 µm és 2,6 µm átlagos szemcseátmérővel (dp) rendelkező tölteteket az 3.1.1.
ábrán látható szemcseméret eloszlással (PSD = particle size distribution) jellemeztem.

3.1.1. ábra. Szemcseméret eloszlás gyakorisága 2,5 µm és 1,3 µm átlagos szemcsesugár
(rp) esetén különböző PSD szórások (σrp) mellett.

A szemcseméret eloszlás elméleti tányérmagasságra, valamint az abból származtatható
egyéb hatékonysági paraméterekre (tányérszám, felbontás, csúcskapacitás) gyakorolt ha-
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tását teljesen porózus illetve tömörmagvú szemcseszerkezetek, továbbá különböző mo-
lekulaméret tartományok (kismolekulák, közepes méretű peptidek, nagyméretű peptidek,
proteinek) esetén vizsgáltam. Számításaimat az általános sebességi modell megoldásá-
val, az (1.29a), (1.29b), (1.29c), (1.30a) és (1.30b) egyenletek felhasználásával, az 3.1.
táblázatban szereplő paraméterbeállítások mellett végeztem.

3.1. táblázat. Számításhoz használt paraméterek és értékeik [25, 87].

Paraméter Kismolekulák Közepes méretű peptidek Nagyméretű peptidek Proteinek
M (kDa) . 0,5 . 1,5 ' 5−10 ' 60−100
Dm (cm2/min) 6×10−4 1,2×10−4 6×10−5 2,5×10−5

γp 0,55 0,45 0,35 0,31
γe 0,6
εp 0,4 0,28 0,13 0,05
εe 0,4
ξ 0,08 0,21 0,32 0,69
Ka 3
heddy 1,3
L (cm) 15

3.1.1. Lokális tányérmagasság eloszlás matematikai leírása

Könnyen belátható, hogy amennyiben a töltet szemcsemérete eloszlást mutat, abban az
esetben a tányérmagasság is egyfajta eloszlással lesz jellemezhető. A lokális tányérma-
gasság (h) eloszlásokat a PSD-t leíró frp függvényt µrp = 2,5 ill. 1,3 várható értékek,
valamint σrp = 0,1−0,7 szórás értékek esetére megoldva, majd az általános sebességi mo-
dell rp paraméterét az így kapott PSD függvénnyel helyettesítve számítottuk különböző
molekulaméret tartományok és szemcseszerkezetek esetén (3.1.2. − 3.1.5. ábrák).

(a) (b)

3.1.2. ábra. Lokális tányérmagasság eloszlás gyakorisága teljesen porózus (a) illetve tö-
mörmagvú (b) töltetekre különböző PSD szórások (σrp) mellett „kismolekulák" esetén
(fekete: dp = 5 µm, szürke: dp = 2,6 µm, u0 = 20 cm/min, ρ = 0,7).
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(a) (b)

3.1.3. ábra. Lokális tányérmagasság eloszlás gyakorisága teljesen porózus (a) illetve tö-
mörmagvú (b) töltetekre különböző PSD szórások (σrp) mellett „közepes peptidek" esetén
(fekete: dp = 5 µm, szürke: dp = 2,6 µm, u0 = 20 cm/min, ρ = 0,7).

(a) (b)

3.1.4. ábra. Lokális tányérmagasság eloszlás gyakorisága teljesen porózus (a) illetve tö-
mörmagvú (b) töltetekre különböző PSD szórások (σrp) mellett „nagy peptidek" esetén
(fekete: dp = 5 µm, szürke: dp = 2,6 µm, u0 = 20 cm/min, ρ = 0,7).

(a) (b)

3.1.5. ábra. Lokális tányérmagasság eloszlás gyakorisága teljesen porózus (a) illetve tö-
mörmagvú (b) töltetekre különböző PSD szórások (σrp) mellett „proteinek" esetén (feke-
te: dp = 5 µm, szürke: dp = 2,6 µm, u0 = 20 cm/min, ρ = 0,7).

A számított görbék alapján megállapítható, hogy a lokális tányérmagasság várható értéké-
nek illetve szórásának alakulása a PSD-re jellemző változást követi. A vizsgált moleku-
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lacsoportok esetén a tömörmagvú fázisok, a porózus töltetekkel összehasonlítva minden
esetben szűkebb tányérmagasság eloszlást mutatnak. Előbbi azzal magyarázható, hogy
a tömör mag arányának (ρ) növelése révén mind az axiális diszperziós, mind pedig a
pórusdiffúziós tag értéke csökken, melynek eredményeként a tányérmagasság eloszlás
függvény (fH) várható értéke és szórása is csökkenést mutat. Nagyobb átlagos szemcse-
mérettel rendelkező töltetek esetében ez a csökkenés jobban észrevehető.

A vizsgálandó molekula méretének növekedése a molekula és az átlagos pórusátmérő
arányának (ξ) növekedése mellett, a molekuláris diffúziós tényező (Dm), a mezopórusok
gátlási faktora (γp) és a szemcse porozitás (εp) csökkenését jelenti. Előbbiek, közvetlenül
vagy közvetetten a külső anyagátadás (kf) és a pórusbeli diffúzió (Dp) csökkentése, vala-
mint a zónavisszatartási tényező (k1) növelése révén H értékének növekedését okozzák,
míg ezekkel egyidőben az axiális diszperzió (DL) csökkenése csökkentiH értékét. Látha-
tó tehát, hogy a lokális tányérmagasság eloszlás molekulamérettel összefüggő változása
több folyamat komplex eredménye.

Egy kromatográfiás sáv oszlopbeli vándorlását elemi lépésekre osztva az egyes lépések-
hez tartozó ún. lokális tányérmagasságokat összegezve megkapjuk az átlagos lokális
tányérmagasságot (Hcol), mely azonos az oszlopról eluálódó csúcsból meghatározható el-
méleti tányérmagassággal (HETP). Amennyiben a lokális tányérmagasságok folytonos
eloszlással írhatóak le, úgy a mérhető elméleti tányérmagasság a lokális tányérmagassá-
gok valószínűségi sűrűségfüggvényének (fH) ismeretében a (3.1) alapján számítható.

Hcol =

∫ ∞
0

HfH dH (3.1)

3.1.2. Szemcseméret eloszlás hatása az oszlop hatékonyságára

A mozgófázis lineáris áramlási sebességének (u0) oszlopbeli sávszélesítő folyamatokra és
ezáltal az elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatása jól ismert. Míg az axiális diszper-
zió csökken, addig az anyagátadási folyamatok sávszélesítő hatása növekszik az áramlási
sebesség növelésével. A mozgófázis áramlási sebességének az elválasztás hatékonyságá-
ra gyakorolt hatásának vizsgálata fontos és hasznos információt nyújt a kromatográfiás
rendszer működéséről. Előbbieket figyelembe véve, a töltet szemcseméret eloszlásának
hatásától eltekintve kiszámítottam az egyes molekulacsoportok van Deemter görbéit, me-
lyeket a 3.1.6. ábrán ismertetek.
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(a) (b)

(c) (d)

3.1.6. ábra. Eltérő molekulaméretű komponensekre számított van Deemter görbék telje-
sen porózus 5 µm (a) és 2,6 µm (b), valamint tömörmagvú 5 µm (c) és 2,6 µm (d) szem-
cseátmérőjű töltetek esetén (σrp = 0,1).

A molekulaméret növekedésével az elméleti tányérmagasság értékek jelentős növekedé-
sét, az elválasztás hatékonyságának számottevő csökkenését tapasztaltam. A mozgófázis
áramlási sebességének növelése kismolekulák esetében 0-5 cm/min tartományban kedve-
zően befolyásolta a HETP értékek alakulását, az áramlási sebesség további növelésének
hatása elhanyagolható volt. Közepes méretű peptidek esetén a HETP értékek kismérték-
ben növekedtek az áramlási sebesség növelésével, míg nagyméretű peptidek és proteinek
esetében a mozgófázis áramlási sebességének emelése jelentős hatékonyságcsökkenést
eredményezett. A HETP értékek emelkedése a tömör mag arányának növelésével illetve
kisebb szemcseméret esetén kisebb mértékű volt. Egy nagyméretű peptid példáját véve,
a szemcseátmérőt felére csökkentve a HETP közel negyedére, míg a tömör mag arányát
nulláról 0,7-re emelve közel felére csökkenthető a HETP értéke.

Az elméleti tányérmagasság szemcseméret eloszlástól függő alakulását, a könnyebb ér-
telmezhetőség érdekében a relatív változás bemutatásával jellemzem. A HETP relatív
értékét az adott σ2 és σ2 = 0 varianciájú eloszlásra számított HETP értékek hányadosa-
ként (3.2) számítottam.

Hrel =
Hσ

H0

(3.2)

44



3.1. ÁLLÓFÁZIS SZEMCSEMÉRET ELOSZLÁS HATÁSÁNAK VIZSGÁLATA A
FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS HATÉKONYSÁGRA

A szemcseméret eloszlás elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatását 5 µm és 2,6 µm
szemcseátmérők, porózus illetve tömörmagvú fázisok, valamint különböző PSD szórás és
molekulaméret tartományokban vizsgáltam. Eredményeimet a porózus illetve tömörmag-
vú oszloptöltetekre jellemző gyakorlati szemcseméret szórástartományok megjelölésével
(szürke terület) a 3.1.7. és 3.1.8. ábrákon mutatom be.

(a) (b)

3.1.7. ábra. Relatív HETP értékek alakulása a PSD szórásának függvényében 5 µm (a) és
2,6 µm (b) átlagos szemcseátmérőjű porózus töltetek esetén (u0 = 20 cm/min).

(a) (b)

3.1.8. ábra. Relatív HETP értékek alakulása a PSD szórásának függvényében 5 µm (a) és
2,6 µm (b) átlagos szemcseátmérőjű tömörmagvú töltetek esetén (u0 = 20 cm/min).

3.2. táblázat. Elméleti tányérmagasság értékek relatív változásának számszerű értéke
(∆ HETP [%]) különböző molekulaméret tartományok esetén, amennyiben a PSD szó-
rás σrp = 0,0-ról σrp = 0,7-re emelkedik (u0 = 20 cm/min).

dp = 5 µm dp = 2,6 µm
Molekula csoport Porózus Tömörmagvú Porózus Tömörmagvú
kisméretű molekulák 1,94 1,35 3,73 2,53
közepes méretű peptidek 5,79 4,77 16,98 12,74
nagyméretű peptidek 7,30 6,76 25,23 22,03
proteinek 7,78 7,66 28,39 27,59
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A 3.1.7. és 3.1.8. ábrákon látható, hogy szélesebb szemcseméret eloszlás esetén maga-
sabb relatív HETP értékek mérhetők, mely növekedés a nagyobb molekulaméretű kompo-
nensek irányába egyre jelentősebb. Előbbi hatás az átlagos szemcseátmérő csökkenésével
egyre hangsúlyosabb. A porózus és tömörmagvú fázisokat összehasonlítva a HETP érté-
kek PSD szórás függvényében való relatív változásában nem figyelhető meg számottevő
eltérés, azonban az említett töltetekre jellemző gyakorlati szórástartományok jelentősen
eltérnek. Míg porózus töltetek esetében 20−40%, addig tömörmagvú fázisok esetében
5−10% szórásértékek jellemzik a töltet szemcseméret eloszlását. Előbbieket figyelembe
véve a PSD hatékonyságra gyakorolt hatása tömörmagvú fázisok esetében elhanyagolható
(< 1%), míg porózus tölteteknél, nagyméretű molekulák esetében 10%-os relatív HETP
növekedés is tapasztalható.
A PSD elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatását a felbontások irányából vizsgálva
előzőekhez hasonló eredményre jutunk. A teljesen porózus és tömörmagvú fázisokat
összehasonlítva közel azonos tendenciát figyelhetünk meg, azonban megjegyzendő, hogy
az említett szemcseszerkezetek esetén a gyakorlati szórástartományok jelentősen eltérnek
(szürke sávok). Előbbit figyelembe véve a tömörmagvú töltetek használata, a gyakorlati
tapasztalatokkal összhangban valóban előnyösebb. Az eredmények alapján az is megálla-
pítható, hogy míg porózus töltetek tekintetében a szemcseméret eloszlás további csökken-
tése megfontolandó, addig tömörmagvú fázisok esetén azok szűk gyakorlati PSD értékére
tekintettel nem érhető el számottevő hatékonyság növekedés.

Az adott analízisidő alatt elválasztható csúcsok száma, azaz a csúcskapacitás (nc) egy
további kromatográfiás elválasztást jellemző mérőszám (1.11), mely szintén függ a töltet
szemcseméret eloszlásától. A mozgófázis áramlási sebességének csúcskapacitásra gyako-
rolt hatását vizsgálva, az egyes molekulacsoportokra kapott eredményeimet a 3.1.9. ábrán
szemléltetem.

(a) (b)

3.1.9. ábra. Abszolút csúcskapacitás értékek eltérő molekulaméretű komponensekre 5 µm
porózus és 2,6 µm szemcseátmérőjű tömörmagvú töltetek esetén a mozgófázis áramlási
sebessége függvényében (L = 10 cm, t0 = 1, tmax = 10 × t0).

Hasonlóan a HETP értékeknél tapasztaltakkal, a csúcskapacitás tekintetében is jelen-
tős különbség van az egyes molekulaméret tartományba sorolható komponensek között.

46



3.1. ÁLLÓFÁZIS SZEMCSEMÉRET ELOSZLÁS HATÁSÁNAK VIZSGÁLATA A
FOLYADÉKKROMATOGRÁFIÁS HATÉKONYSÁGRA

Kisméretű molekulák esetén 1,5-szeres, közepes méretű peptidek és proteinek esetén 2-
szeres, nagyméretű peptidek esetén közel 4-szeres csúcskapacitás növekedés érhető el
amennyiben 5 µm-es porózus töltet helyett 2,6 µm szemcseátmérőjű tömörmagvú töltetet
alkalmazunk az elválasztás során.

Tekintettel a korábbi megállapításra, miszerint a PSD csökkentésének porózus töltetek
esetén van létjogosultsága, a szemcseméret szórás hatását relatív (nc,rel = nc(σ0,7)/nc(σ0))
csúcskapacitás tekintetében ezen töltettípus esetén mutatom be.

(a) (b)

3.1.10. ábra. Relatív csúcskapacitás a PSD szórásának függvényében 5 µm (a) és 2,6 µm
(b) szemcseátmérőjű porózus töltetek esetén.

A 3.1.10. ábra alapján elmondható, hogy a töltet átlagos szemcseátmérőjének csökke-
nésével és a PSD szórás növekedésével egyre jelentősebb a csúcskapacitás csökkenése,
mely azt mutatja, hogy porózus fázisok esetén a PSD szűkítése elsősorban a kisebb szem-
cseméret tartományban vezethet eredményre.

Az általam alkalmazott modell paraméterkészlete lehetőséget ad további, a kromatográ-
fiás elválasztást befolyásoló tényezők (pl.: tömör mag/porózus héj arány) vizsgálatára,
valamint a különböző, szemcsemérettől függő sávszélesítő hatások (pl.: axiális diszper-
zió, külső anyagátadási tényező) egymástól független meghatározására.

A fent bemutatott, a kromatográfiás töltetek szemcseméret eloszlásának elválasztási ha-
tékonyságra gyakorolt hatásának vizsgálatával kapcsolatos eredményeimet a [87] és [88]
irodalmakban publikáltuk.
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3.2. Oszlopbeli nyomásviszonyok retencióra és hatékony-
ságra gyakorolt hatásának vizsgálata

Az oszlopbeli nyomásviszonyok komponensek retenciójára gyakorolt hatása egyrészt a
mozgófázis áramlási sebességének növekedéséhez (különösen UHPLC esetén), másrészt
a komponensek adszorpció során bekövetkező moláris térfogatának megváltozásához köt-
hető. Utóbbi jelenség elméleti (Gibbs-féle szabadentalpia, (1.33)) és gyakorlati szempont-
ból is részletesen vizsgált és dokumentált.

Munkám során a fent említett nyomásindukálta sebesség gradiens, valamint adszorpció
indukálta moláris térfogatváltozás retenciós tényezőre gyakorolt hatását az (1.37) össze-
függés [1] felhasználásával tanulmányoztam. Előbbiek mellett a kromatográfiás oszlop
nyomásesésének elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatását is vizsgáltam. Számítása-
im során a 3.3. táblázatban feltüntetett paramétereket használtam fel.

3.3. táblázat. Számítások során használt paraméterek és azok értékei.

Állandó paraméter Változó paraméter
R = 8,314 J/mol K ∆p = 400 − 1000 bar
T = 303 K Vinj = 2 − 1000 µL
pin = ∆p + 2×105 N = 100 − 1500
L = 10 cm −∆Vm = 0 − 100 cm3/mol
v = 1 cm3/min
d = 2,1 mm
ε = 65/100
tR = 10

3.2.1. A retenció alakulása az oszlopbeli nyomásesés függvényében

A komponens retenciója és vándorlási sebessége nyomásgradiens esetén az oszlop mentén
folyamatosan változik. A retenciós tényező kezdeti, az oszlop belépési pontján jellemző
értéke a (1.37) összefüggés átalakításával az alábbi formában írható fel.

k0 =

[
∆p∆Vm

R T

] [
exp

(
∆Vm pin
R T

)
1− exp

(
∆Vm pin
R T

)] [tR u0 − L
L

]
(3.3)

Az (1.37) és (3.3) egyenletek felhasználásával meghatároztam az egyes komponensek

retenciós tényezőjének és vándorlási sebességének oszlop menti alakulását. Eredménye-
imet a moláris adszorpciós térfogatváltozást nem szenvedő komponenshez viszonyított
relatív változások bemutatásával a 3.2.1. és 3.2.2. ábrákon ismertetem.
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(a) (b)

3.2.1. ábra. A komponens relatív retenciós tényezőjének (a) és relatív vándorlási sebes-
ségének (b) alakulása az oszlop mentén 400 bar nyomásesés mellett különböző moláris
adszorpciós térfogatváltozással (∆Vm [cm3/mol]) jellemezhető komponensek esetén.

(a) (b)

3.2.2. ábra. A komponens relatív retenciós tényezőjének (a) és relatív vándorlási sebes-
ségének (b) alakulása az oszlop mentén 1000 bar nyomásesés mellett különböző moláris
adszorpciós térfogatváltozással (∆Vm [cm3/mol]) jellemezhető komponensek esetén.

Adott komponens retenciós tényezője és annak vándorlási sebessége egymással reciprok
kapcsolatban áll, hiszen u = 1/(1 + k), ennek megfelelően a görbék lefutása ellentétes
irányú. Előbbi összefüggés szerint a vándorlási sebesség növekedésének relatív értéke ki-
sebb, mint a retenciós tényező relatív csökkenése, azonban az ábrákon ennek ellenkezőjét
látjuk. Az elúciós iránynak megfelelően, az átjárandó töltetágy térfogatának csökkenése
révén kisebb lesz annak ellenállása, amely a nyomásesés mellett áramlási sebesség növe-
kedést idéz elő. Előbbit figyelembe véve, a vándorlási sebesség növekedésének a retenci-
ós tényező csökkenését meghaladó mértéke, véleményem szerint a mozgófázis áramlási
sebességének növekedésével hozható összefüggésbe. A retenciós tényező oszlop menti
csökkenése a komponens moláris adszorpciós térfogatváltozásának növekedésével egy-
re jelentősebb, az oszlopbeli nyomásesés növekedésével pedig még inkább számottevő.
A számított eredmények − összhangban korábbi gyakorlati mérésekkel − azt mutatják,
hogy különösen a nagyméretű molekulák (pl.: peptidek, proteinek) esetén az oszlop-
beli nyomásgradiens jelentősen befolyásolja a komponensek retencióját, mely hatás az
UHPLC rendszerek esetében már nem hagyható figyelmen kívül.
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3.2.2. Elválasztási hatékonyság nyomásgradiens esetén

Gradiens elválasztások esetén − az általános sebességi modell kapcsán − korábban már
tárgyalt (1.3.1.2. fejezet) sávszélesítő hatások mellett további tényezőkkel is számolni
kell a sávprofilok (= koncentrációprofilok) alakulásának vizsgálata során. Az egyik fon-
tos sávszélesedést okozó folyamat az injektálás. A kolonna elején kialakuló mintadugó
szélessége a

∆zin = ∆tinj
u0

1 + kin

(3.4)

egyenlet alapján függ az injektálási időtől (∆tinj), melyet az injektálandó mintatérfogat
határoz meg, a mozgófázis lineáris áramlási sebességétől (u0 = L/t0), valamint a kom-
ponens kezdeti retenciós tényezőjétől (kin) [89]. A 3.2.1.b és 3.2.2.b ábrákon látható, hogy
a komponens vándorlási sebessége a kolonna elején a legkisebb, melynek köszönhetően
a sáv két széle ezen a szakaszon kevésbé tud eltávolodni egymástól. Adott komponens-
sáv kezdeti szélességét a moláris adszorpciós térfogatváltozást nem szenvedő (∆Vm = 0)
komponenshez tartozó referencia értékhez (∆zin,∆Vm=0) viszonyítva (3.2.3. ábra) látható,
hogy a kezdeti sávszélesség a nyomás és a moláris adszorpciós térfogatváltozás értékek
növekedésével csökken.

3.2.3. ábra. A kolonna belépési pontján jellemző kezdeti sávszélesség nyomás és moláris
adszorpciós térfogatváltozással való kapcsolata.

Az oszlopbeli vándorlás során a koncentrációprofil alakulását a kolonna hatékonysága
mellett meghatározza a mintazóna széleinek egymáshoz viszonyított haladási sebessége.

Gradiens körülmények (pl.: oldószererősség, nyomás, hőmérséklet változás) esetén a sáv
frontjához illetve végéhez tartozó retenciós tényezők eltérnek, ezáltal a sáv két széle kü-
lönböző sebességgel halad. Amennyiben a sávfront retenciós tényezője kisebb mint a sáv
végéhez tartozó érték, úgy az izokratikus körülmények esetén jellemző kinetikai hatások
által okozott sávszélesedés további növekedése, fordított esetben pedig a sávszélesedés
csökkenése tapasztalható.

A mintazóna oszlopbeli szélesedésének modellezésére az egyensúlyi-diszperzív modellt,
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a Martin-Synge algoritmus alkalmazásával oldottam meg, melynek során a látszólagos
diszperziós tagot nullának (az anyagátadást végtelenül gyorsnak) tekintve, a (3.5) közön-
séges differenciál egyenletet minden egyes elméleti tányérra megoldva [89] számítottam
az adott koncentráció profilokat.

(1 + k)
dc[t]

dt
+ u0

cn − cn−1

∆z
= 0 (3.5)

ahol n a tányér sorszáma, c0 pedig az injektálási profil.

A különböző nyomásesés és injektálási térfogat értékek esetén kapott sávprofilok a 3.2.4.
és 3.2.5. ábrákon láthatóak.

(a) (b)

3.2.4. ábra. Koncentráció profil (c) alakulása az oszlop mentén (z) 400 bar nyomásesés
esetén 2 µL (a) és 1000 µL (b) injektálási térfogatok mellett (N = 1000).

(a) (b)

3.2.5. ábra. Koncentráció profil (c) alakulása az oszlop mentén (z) 1000 bar nyomásesés
esetén 2 µL (a) és 1000 µL (b) injektálási térfogatok mellett (N = 1000).

A komponenssávok oszlop menti koncentráció profilját jellemző variancia értékeket a
moláris adszorpciós térfogatváltozás függvényében, különböző nyomásértékek esetén a
3.2.6. ábrán tüntettem fel.
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3.2.6. ábra. Komponenssáv variancia értékének alakulása különböző nyomás és moláris
adszorpciós térfogatváltozás értékek esetén.

A 3.2.4. és 3.2.5. ábrák alapján megállapítható, hogy az injektálási térfogat növeke-
désével növekszik a sávok hosszirányú varianciája, különösen a nagyméretű molekulák
irányába. A 3.2.6. ábrán látható továbbá, hogy a nyomás növekedésével, a -50 cm3/mol
vagy annál nagyobb moláris adszorpciós térfogatváltozással jellemezhető komponensek
esetén a sávok hosszirányú varianciájának növekedése már igencsak számottevő.

Fontos azonban figyelembe venni, hogy a mintasávok vándorlási sebessége a töltetágy
ellenállásának csökkenése révén az oszlop vége felé egyre növekszik. A komponensek
injektálási térfogattól független kilépési sebesség értékeit az uex = u0/(1 + kex) össze-
függés alapján számítva a 3.2.7.a ábrán látható eredményeket kaptam.

(a) (b)

3.2.7. ábra. Kilépési sebesség (a) és sávszélesség kilépési sebességgel korrigált értéke (b)
különböző nyomás és moláris adszorpciós térfogatváltozás értékek esetén.

Bár a nyomás és a molekulaméret emelkedése jelentős növekedést okoz a sávszélességben
(3.2.6. ábra), figyelembe véve az adott körülmények között számított kilépési sebesség
értékek növekedését (3.2.7.a ábra) látható, hogy a komponens sávok szélessége a kilépés
során jelentősen csökken (3.2.7.b ábra). A kilépési sebesség növekedése tehát egyfajta
sávkompressziós hatásként értelmezhető, mely részben vagy akár teljes mértékben kom-
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penzálhatja a korábban már említett oszlopbeli sávszélesedést. Fontosnak tartom tehát ki-
emelni, hogy a fent vizsgált tényezők együttesen alakítják ki a kromatogramon megjelenő
csúcsok alakját és bázisszélességét, tehát a mérhető hatékonyság a korábban szeparáltan
vizsgált paraméterek és folyamatok komplex eredménye.

Az elválasztás hatékonyságára vonatkozóan, a komponensek oszlopról való elúcióját kö-
vetően a kromatogramon megjelenő csúcsok elemzésével kaphatunk információt. A kro-
matogramon megjelenő csúcsszélességet (∆tout) az oszlopon belül kialakuló sávszélesség
és a komponenssávok oszlopból való kilépésének sebessége a (3.6) összefüggés [89] sze-
rint határozza meg.

∆tout = ∆zout
1 + kout

u0

(3.6)

ahol ∆zout és kout az oszlopból kilépő komponenssáv szélessége és retenciós tényezője.

Munkám során az egyensúlyi-diszperzív modell felhasználásával számított elúciós kon-
centráció profilokból (cn) momentumanalízissel, a (3.7) összefüggések

µ0 =

∫ ∞
0

cinj dt (3.7a)

tR = µ1 =

∫∞
0
cinj t dt

µ0

(3.7b)

σ2 = µ2 =

∫∞
0

(t− µ1)2 cinj dt

µ0

(3.7c)

σ2
z = µ2 uout =

µ2 u
2
0

(1 + kout)2
(3.7d)

AS = µ3 =

∫∞
0

(t− µ1)3 cinj dt

µ0

(3.7e)

N =
µ2

1

µ2

(3.7f)

felhasználásával meghatároztam a várható retenciós idő (tR), továbbá az elválasztás ha-
tékonyságát jellemző időbeli (σ2) és hosszirányú variancia (σ2

z ), az aszimmetria tényező
(AS), valamint a tányérszám (N) nyomásgradiens esetén várható értékét.
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(a) (b)

3.2.8. ábra. Relatív csúcsvariancia alakulása a moláris adszorpciós térfogatváltozás függ-
vényében különböző nyomásesések, valamint 2 µL (a) és 1000 µL (b) injektálási térfoga-
tok esetén (N = 1500).

A relatív csúcsvariancia (σ2
rel = σ2

i /σ
2
∆Vm=0) értékek mind a nyomás mind pedig a moláris

adszorpciós térfogatváltozás emelkedésével növekedést mutatnak, míg az injektált min-
tamennyiség növelésével csökken a változás mértéke (3.2.8. ábra). Látható tehát, hogy
a megfelelő injektálási térfogat megválasztása, különösen a nagyobb molekulaméret és
nyomás tartományban egy további fontos paraméter az elválasztási hatékonyság szem-
pontjából.

Hasonló körülmények között vizsgálva a kromatográfiás csúcsok várható aszimmetria ér-
tékeit a 3.2.9. ábrán látható eredményeket kaptam.

3.2.9. ábra. Várható aszimmetria értékek relatív alakulása az oszlopnyomás és a moláris
adszorpciós térfogatváltozás függvényében 1500 N elérendő tányérszám esetén (Vinj =
2 µL).

A nyomás és moláris adszorpciós térfogatváltozás emelkedésével a csúcsaszimmetria ese-
tében is növekedést tapasztaltam, mely nagyméretű molekulák és magas nyomásesés ér-
tékek esetén elérte a közel 6-szoros relatív értéket. Az injektálási térfogat változtatásának
hatása ez esetben elhanyagolható volt.
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A fentieket figyelembe véve megállapítható, hogy a nyomás és az azzal szoros kapcso-
latban álló moláris adszorpciós térfogatváltozás növekedése, továbbá az injektálási tér-
fogat növelése egyaránt meghatározó a kromatográfiás csúcsszélesedés szempontjából.
Az elválasztás hatékonyságának nyomásesés, moláris adszorpciós térfogatváltozás és in-
jektálási térfogat függvényében való változását az elérhető tányérszámok relatív értékén
keresztül az alábbiakban ismertetem.

(a) (b)

3.2.10. ábra. Relatív tányérszám értékek alakulása az oszlopbeli nyomásesés és a moláris
adszorpciós térfogatváltozás függvényében 2 µL (a) és 1000 µL (b) injektálási térfogatok
mellett N = 1500 elméleti tányérszám esetén.

A 3.2.10.a és 3.2.10.b ábrák alapján megállapítható, hogy kis injektálási térfogatok mel-
lett az elérhető tányérszám értékét alapvetően a nyomás és a moláris adszorpciós térfo-
gatváltozás határozza meg. Vinj értékét növelve a nyomás és a moláris adszorpciós tér-
fogatváltozás hatása csökken. Ez összhangban van a korábban bemutatott csúcsszélesség
értékek változásával, ahol a nagyobb injektálási térfogat mellett szintén kisebb mértékű
változás volt tapasztalható. Utóbbi arra enged következtetni, hogy növelve az injektált
mintamennyiséget, az oszlop elején kialakuló mintadugó szélességéhez képest adott kö-
rülmények között a többi sávszélesítő hatás hozzájárulása egyre inkább háttérbe szorul.

Eredményeimet a kromatográfiás elválasztások gyakorlatára vonatkoztatva megállapítha-
tó, hogy fehérjék és egyéb makromolekulák esetén az oszlopbeli nyomásgradiens jelen-
tősen befolyásolja az említett komponensek retencióját és elválasztásuk hatékonyságát.
Fontos következtetés továbbá, hogy a kisebb nyomásesésű kolonnák, szemben a nagyobb
nyomáseséssel jellemezhetőekkel, különösen nagyméretű molekulák esetén nagyobb el-
választási hatékonyságot biztosítanak.

A fent ismertetett kutatómunkám alapelve és felépítése megegyezik a [89] irodalmi hi-
vatkozásban megjelölt publikációnkban közöltekkel, azon eredmények kiterjesztésének
tekinthető.
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ANIONCSERE-KROMATOGRÁFIÁS ELVÁLASZTÁSOK VIZSGÁLATA
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3.3. Mintaoldatbeli komplexképződésen alapuló anioncsere-
kromatográfiás elválasztások vizsgálata gadolínium-
kelátok példáján

Doktori munkámban gadolínium komplexek anioncsere-kromatográfiás meghatározásá-
nak lehetőségeit vizsgáltam különböző kelátképző ligandumok használata mellett. Kuta-
tásaimban EDTA, DTPA és DCTA poliamino-karbonsavakat alkalmaztam komplexkép-
zőként.

3.3.1. Protonálódási és komplexképződési egyensúlyi folyamatok le-
írása

Adott anion protonálódásának egyensúlyi reakcióit, valamint a kapcsolódó egyensúlyi
állandókat és az egyes specieszek mólarányát leíró összefüggéseket az alábbi általános
formában adtam meg.

Ax− + jH+
Kj−−⇀↽−− HjA

(x+j) (3.8a)

Kj =
[HjA

(x+j)]∏j−1
i = 0 Ki [Ax−] [H+]j

(3.8b)

Φj =
HjA

(x+j)∑x
j = 0[HjA

(x+j)]
(3.8c)

ahol Ax− az x értékű aniont (minta-, ligandum-, eluens- vagy mátrixanion), j a protonált-
sági fokot, Kj a protonálódási reakció egyensúlyi állandóját, Φj pedig az adott j-szeresen
protonált speciesz mólarányát jelenti.

A (3.8a), (3.8b) és (3.8c) összefüggéseket felhasználva, a protonálódási egyensúlyi állan-
dók (Függelék: 2. táblázat) ismeretében kiszámítottam a fent említett szerves ligandumok
különböző specieszeinek móltörteloszlás görbéit a pH függvényében (3.3.1. ábra).
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3.3.1. ábra. A vizsgált kelátképző EDTA (a), DCTA (b) és DTPA (c) ligandumok protonált
formáinak móltörteloszlása a pH függvényében.

Az eredmények alapján megállapítottam, hogy mindhárom kelátképző (EDTA, DTPA,
DCTA) szabad anionos formában van jelen az általam alkalmazni kívánt elúciós (pH = 10-11)
és detektálási (pH = 7-8) pH-tartományban, azaz anioncsere-kromatográfiás módszerrel
elválaszthatóak és detektálhatóak.

Az egyes poliamino-karboxilát ligandumok, gadolínium fémionra vonatkozó komplex-
stabilitási állandóinak (Függelék: 3. táblázat) felhasználásával, vizsgáltam a ligandum /
fémion koncentráció arányok komplexkialakulásra gyakorolt hatását.

L (kelátképző-, karbonát-, hidroxo- vagy egyéb mátrix-) ligandum M fémionnal való
komplexálódása során lejátszódó reakciót, valamint a komplexképződés egyensúlyi ál-
landóját illetve az egyes specieszek mólarányát leíró összefüggéseket az alábbi általános
formában adtam meg (3.3.1).

Lx− + Mk+ KML−−−⇀↽−−− [ML](x+k) (3.9a)

KML =
[ML](x+k)

[Lx−] [Mk+]
(3.9b)

ΦX =
[X]

[L] + [Mk+] + [ML](x+k)
(3.9c)
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ahol X: Lx−, Mk+ vagy ML(x+k). A (3.3.1) és (3.3.1) összefüggések felhasználásával
vizsgáltam a Gd3+ fémion komplexáltságát különböző fémion : ligandum koncentrációk
esetében (3.3.2. ábra).
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3.3.2. ábra. Gd3+ fémion komplexáltsági fokának alakulása a fémion : ligandum koncent-
rációarány függvényében.

A képződési állandók értékének megfelelően DTPA kelátképző esetén tapasztaltam a leg-
alacsonyabb, a komplex kialakulásához szükséges fém és ligandum koncentrációkat. A
vizsgált EDTA, DCTA és DTPA ligandumok esetén 10−15, 10−17 illetve 10−20 mol/L-nek
adódtak a teljes komplexáltsághoz szükséges fémion és ligandum koncentrációk.

A protonálódás és a komplexálódás egyaránt pH függő egyensúlyi folyamatok, melyek
egymás jelenlétében is végbemehetnek, azaz a fémion protonált ligandumhoz való komp-
lexálódása és/vagy a fém-ligandum komplex protonálódása is lejátszódhat (3.10).

DTPA5− K1
HDTPA4− K2

H2DTPA3− K3 ...
K

G
dL

GdDTPA2−
KH(GdL)

GdHDTPA−

K
G
d(H

L)

(3.10)

ahol K1, K2 és K3 protonálódási állandók, KGdL a komplexképződési állandó, KH(GdL) és
KGd(HL) pedig a kelátkomplex protonálódási illetve a protonált ligandum komplexálódási
állandói.

Előzetes vizsgálataim alapján úgy találtam, hogy a tervezett mérési körülmények között
mindhárom ligandum (EDTA, DCTA, DTPA) alkalmazható a gadolínium fémion nega-
tív töltésű, stabil kelát-komplexének kialakítására, a kialakuló kelát-komplex anionok
anioncsere-kromatográfiás módszerrel vizsgálhatók. A komponensek retenciójának ala-
kulását a mozgófázis ionerőssége és annak pH-ja függvényében is vizsgálni kívántam,
ezért a lúgos elúciót karbonát puffereluens alkalmazásával valósítottam meg. A mérési
körülményekre tekintettel, a Függelék: 5. táblázatban szereplő adatok felhasználásával és
a (3.9a), (3.9b) és (3.9c) összefüggések segítségével vizsgáltam gadolínium karbonát- il-
letve hidroxokomplexek kialakulásának lehetőségét. Megállapítottam, hogy bár az alkal-

58



3.3. MINTAOLDATBELI KOMPLEXKÉPZŐDÉSEN ALAPULÓ
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mazni kívánt elúciós és detektálási pH tartományban a Gd3+ fémion Gd(CO3)−2 karbonát
komplexe egy potenciális speciesz (3.3.3.a ábra), a vizsgált poliamino-karboxilát ligandu-
mok (EDTA, DCTA, DTPA) mellett Gd-karbonát komplexek jelenlétével csak a karbonát
ion és kelát-komplex koncentráció ≥ 2 nagyságrendi eltérése esetén kellene számolnunk
(3.3.3.b ábra). Utóbbi, esetünkben nem teljesül, így Gd-karbonát komplexek képződé-
sétől eltekinthetünk. Gadolínium-hidroxid, elsősorban Gd(OH)−4 komplex kialakulásával
pH > 11 esetén kell számolnunk.
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3.3.3. ábra. Gadolínium-karbonát és -hidroxo komplexek kialakulásának pH függése (a),
valamint a mozgófázis karbonát tartalmának hatása Gd-EDTA kelát komplex mólarányá-
nak alakulására (b) (Gd3+ = 10−8 M, [EDTA4−] = 10−8 M, pH = 11).

Tekintettel arra, hogy valós minták esetén a jellemzően nyomnyi mennyiségben lévő cél-
ion(ok) mellett számottevő lehet a mátrixionok koncentrációja, vizsgáltam a leggyakrab-
ban előforduló szervetlen (Cl−, NO−3 , SO2−

4 , PO3−
4 ) és néhány szerves anion (karboxilá-

tok) gadolínium fémionnal való komplexálódásának lehetőségét is. A mátrix ligandumok
komplexképzési állandóinak (Függelék: 4. és 5. táblázat) ismeretében megállapítottam,
hogy azok kelát komplex kialakulását befolyásoló hatása jellemzően elhanyagolható. A
potenciális mátrixionok közül legmagasabb komplexképzési állandóval a foszfát ligan-
dum rendelkezik, így ennek a mátrixionnak Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA kelátok
kialakulására gyakorolt esetleges zavaró hatását részletesebben is vizsgáltam.
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3.3.4. ábra. Mintamátrix foszfát tartalmának hatása Gd-EDTA (a), Gd-DCTA (b) és Gd-
DTPA (c) kelát komplex mólarányának alakulására (b) (Gd3+ = 10−5 M, ligandum =
10−5 M, pH = 8−11).

A 3.3.4.a, 3.3.4.b és 3.3.4.c ábrákon bemutatott móltörteloszlás görbék alapján megálla-
pítható, hogy foszfát ion magas mintamátrixbeli koncentrációja mellett esetlegesen Gd-
foszfát csapadék képződésével is számolnunk kell. pH = 8−11 kémhatású mintaoldatban,
Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA komplexek kialakulása 50:1, 250:1 illetve 20 000:1
foszfát:kelát koncentrációviszonyok esetén jelentősen visszaszorul. Ezen eredményeket
figyelembe véve, Gd3+ fémion kelát formában, foszfát (vagy hasonlóan erős komplex-
képző) mátrixból történő anioncsere-kromatográfiás meghatározása esetén szükségesnek
tartom olyan mintaelőkészítési eljárás alkalmazását (pl.: szilárd-fázisú extrakció), mely
biztosítja ezen mátrixkomponensek hatékony eltávolítását.

3.3.2. A kromatográfiás módszer jellemzése, retenciós adatbázis fel-
vétele

Kutatómunkám során jellemzően standard oldatokkal dolgoztam. Elsőként egy Gd-EDTA-
DTPA komplex tesztoldatot állítottam össze, ezen komponensek ionkromatográfiás el-
választásának eredménye az alábbi kromatogramon (3.3.5. ábra) látható. Az egyes,
kelát komplexként azonosított csúcsokból frakciókat gyűjtöttem, melyek Gd3+ fémion
tartalmának igazolása off-line ICP-OES technikával történt. Az eredmények alapján az
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anioncsere-kromatográfiás módszert alkalmasnak ítéltük gadolínium kelát komplexek ana-
litikai elválasztására.

3.3.5. ábra. Ionkromatográfiás módszerrel elválasztott gadolínium kelát komplexek Gd3+

tartalmának igazolása ICP-OESa technikával frakciógyűjtést követően. (Mozgófázis:
3,5 mM karbonát/hidrogén-karbonát puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min, mintaoldat:
[GdDTPA2−] = 0,01 mM, [GdEDTA−] = 0,1 mM)

Ezt követően, a magas komplexstabilitási állandóra és a gyakorlati alkalmazásra tekin-
tettel DTPA ligandum mellett vizsgáltam a detektálás érzékenységét. Gd-DTPA törzs-
oldatából hígítási oldatsort állítottam össze, és külső standard módszerrel elkészítettem
az említett komponens analitikai mérőgörbéjét (3.3.6.a ábra). A görbe paramétereit fel-
használva, az Amerikai Egyesült Államok Környezetvédelmi Hivatala (EPA) által [90]
ajánlott RMSE (root mean square error) módszert (3.11) alkalmazva számítottam a kimu-
tatási határkoncentrációt (LOD = limit of detection).

LOD =
3RMSE

m
=

3

m

√√√√√√
n∑

j=1

E2
j

n− 2
(3.11)

ahol m a kalibrációs mérőgörbe meredeksége, E az egyes koncentrációk esetén mért
illetve számított detektorjelek közötti abszolút hiba, n pedig a mérési pontok száma.
A módszer kimutatási határa [GdDTPA]2− komplex anionra vonatkozóan 0,2 µg/L-nek
(0,365 nM), Gd3+ fémionra átszámítva 0,06 µg/L-nek (0,382 nM) adódott, mely megkö-
zelíti egyes, az irodalomban korábban publikált [91] csatolt analitikai módszerek érzé-
kenységét.

aAz ICP-OES mérésekért köszönet Dr. Halmos Pál† Tanár Úrnak.
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3.3.6. ábra. GdDTPA2− komplex anion mennyiségi meghatározására felvett kalibrációs
görbe (a) és a felhasznált hígítási sor kromatogramjai (b).

A detektálás érzékenységének meghatározását követően különböző összetételű modell ol-
datokkal teszt méréseket végeztem annak érdekében, hogy előzetes információt szerezzek
a módszer szelektivitásáról. A vizsgált elúciós körülmények mellett PO3−

4 és Gd-DTPA
ionok esetében nem volt megfelelő felbontású az elválasztás (3.3.7.a ábra). Gd-DCTA
ionra a magas mozgófázis ionerősség ellenére meglehetősen elnyúló csúcsalakot tapasz-
taltam (3.3.7.b ábra), így ennek a komplex anionnak a további vizsgálatát elvetettem.
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3.3.7. ábra. [GdDTPA]2− kelát komplex elválasztása szervetlen és szerves (a), valamint
egyéb Gd-kelátok jelenlétében (b). (Mérési körülmények: 3,6 mM (a) ill. 7,2 mM (b)
karbonát/hidrogén-karbonát puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min.)
(a) felső kromatogram: 1−laktát, 2−Cl−, 4−[GdDTPA]2−, 5−szukcinát, 7−maleát
alsó kromatogram: 2−Cl−, 3−[GdDTPA]2−, 4−PO4

3−, 6−SO4
2−

(b) 1−Cl−, 2−[GdDTPA]2−, 3−[GdEDTA]−, 4−[GdDCTA]− (1−1−1−1 mM)

A fenti eredmények alapján szükségesnek láttuk a módszer optimalizálását. A hatékony
módszerfejlesztés érdekében szisztematikusan vizsgáltuk szervetlen anionok, valamint
Gd-DTPA és Gd-EDTA komplex anionok retenciós viselkedését. Az egyes mintaionok
mozgófázis pH és koncentráció függvényében rögzített retenciós tényező értékeit a 3.4.
táblázat tartalmazza.
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3.4. táblázat. Szervetlen és gadolínium kelát komplex anionok mért retenciós tényező
értékei különböző mozgófázis pH és koncentráció esetén.

Retenciós tényező
Koncentráció pH Cl- NO3

- [GdDTPA]2- PO4
3- SO4

2- [GdEDTA]- RSD% átlag

3,0 mM

9,9 0,41 1,20 2,71 2,77 3,80 19,39 0,94
10,2 0,34 0,99 1,91 2,08 2,65 15,22 0,27
10,5 0,30 0,90 1,48 1,77 2,05 12,52 0,56
10,8 0,28 0,84 1,28 1,79 1,76 11,11 0,44

3,5 mM

9,9 0,39 1,16 2,29 2,27 3,12 17,08 0,59
10,2 0,32 0,92 1,56 1,63 2,17 12,98 0,60
10,5 0,29 0,86 1,29 1,50 1,76 11,20 0,83
10,8 0,26 0,79 1,11 1,50 1,53 9,85 0,37

4,0 mM

9,9 0,34 1,02 1,87 1,86 2,57 14,45 0,61
10,2 0,28 0,83 1,32 1,39 1,80 11,07 0,27
10,5 0,26 0,80 1,05 1,23 1,44 9,20 0,39
10,8 0,23 0,71 0,88 1,18 1,20 7,77 0,42

4,5 mM

9,9 0,33 0,98 1,69 1,65 2,31 13,30 0,50
10,2 0,26 0,82 1,20 1,24 1,65 10,14 1,07
10,5 0,23 0,71 0,94 1,06 1,29 8,20 1,07
10,8 0,22 0,69 0,79 1,08 1,09 7,00 0,36

3.3.3. Mintakomponensek és mátrixionok retencióját leíró modell le-
vezetése, alkalmazása

A megfelelő szelektivitást és felbontást biztosító elúciós körülmények megtalálása érde-
kében részletesen vizsgáltuk az elválasztás során lejátszódó ioncsere-egyensúlyi folya-
matokat.

xR−OH + Ax− KA/OH−−−−⇀↽−−−− Rx − A + xOH− (3.12a)

R−OH + HCO3
− KHCO3/OH−−−−−−−⇀↽−−−−−−− R− HCO3 + OH− (3.12b)

2 R−OH + CO3
2− KCO3/OH−−−−−−⇀↽−−−−−− R2 − CO3 + 2 OH− (3.12c)

2 R− HCO3 + CO3
2− KCO3/HCO3−−−−−−−⇀↽−−−−−−− R2 − CO3 + 2 HCO3

− (3.12d)

KX1/X2 =
(X1

m−)n [X2
n−]m

(X2
n−)m [X1

m−]n
(3.12e)

ahol Xm−
1 és Xn−

2 az állófázis ioncserélő helyeiért versengő m és n töltésű anionok,
KX1/X2 a reakció egyensúlyi állandója, ( ) és [ ] zárójelek pedig az állófázisbeli illetve
mozgófázisbeli koncentrációkat jelölik. Korábban már bizonyításra került [82], hogy az
általunk használt oszlop esetén a latex réteg és az alatta található szulfon réteg töltéssű-
rűségét leíró súlytényező paraméter értéke w = 1. Ennek megfelelően munkánk során
egyszerű anioncsere folyamatokkal számoltunk. Az alkalmazott teljes elúciós pH tarto-
mányban a [GdEDTA]− és [GdDTPA]2− stabil kelát komplexként van jelen, így a retenció
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vizsgálatánál a komplexstabilitás pH függése illetve a komplexek protonálódása elhanya-
golható.

A komponensek retenciójának leírására egy a Hoover illetve a Hajós-féle többszörös min-
ta/eluens (1.46a) elméletekkel analóg modellt alkalmaztunk, de azokkal ellentétben a
HCO−3 helyett OH− referencia ionnal számoltunk. Az említett modell a részletes leve-
zetéstől eltekintve az alábbi formában írható fel.

k =
Vs

Vm

x−1∑
j=0

Φj,HjA KHjA/OH

(√
p2 + 2Q q − p

q

)(x−j)
 (3.13a)

p = KHCO3/OH [HCO3
−] + [OH−] (3.13b)

q = 4KCO3/OH [CO3
2−] (3.13c)

ahol [CO2−
3 ] = c Φ0 és [HCO−3 ] = c Φ1, valamint [OH−] = 10pH−14, j pedig a mintaion

protonáltsági fokát jelöli.

A korábbi elméletek matematikai átdolgozásának alapötlete az volt, hogy a hidroxid ion
minden vizes oldatban jelen van, így előbbit választva referencia ionnak a modell át-
alakítás nélkül használható magasabb pH tartományokban (pH > 12) is, ahol a karbonát
specieszek helyett már a hidroxid ion a domináns ellenion.

A fent bemutatott modellt és a kísérleti adatokat felhasználva görbeillesztéssel meghatá-
roztam az egyes ioncsere-egyensúlyi és intereluens állandókat, melyek számszerű értékeit
a 3.5. táblázatban tüntettem fel. Bár az ioncsere-kromatográfiás modellekben elfogadott
az egyes ionok elméleti töltésének használata, az illesztések során a mintaion töltését is
számítottam. Ez a látszólagos töltés (x′) a mintaion értékűsége mellett egyéb retenciót be-
folyásoló tulajdonságokat is magába foglal. A fent említett paraméterek illesztése során
első lépésben az elméleti töltés megadása mellett számítottam KA/OH, valamint KCO3/OH

és KHCO3/OH állandókat, majd utóbbiak egyes komponensekre számított értékeinek átla-
gát véve újraillesztettem KA/OH és x′ paramétereket.

3.5. táblázat. Szervetlen és gadolínium kelát komplex anionokra meghatározott ioncsere
egyensúlyi állandó és látszólagos töltés értékek, valamint a számított intereluens állandók.

Egyensúlyi állandó Cl- NO3
- [GdDTPA]2- PO4

3- SO4
2- [GdEDTA]-

KA/OH 0,324 0,969 1,637 13,10 2,256 13,25
x’A 1,12 0,99 2,10 3,34 2,13 1,66

KHA/OH - - - 1,366 - -
x’HA - - - 2,27 - -

KCO3/OH 3,128
KHCO3/OH 0,365

A számított retenciós tényező értékeket a mérési adatokkal összevetve megfelelő egye-
zést kaptam (3.3.8. ábra). Előbbiek alapján megállapítottam, hogy a modell alkalmas
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különböző elúciós körülmények között a komponensek retenciójának előrejelzésére.

2 1 0 1 2 3
ln k (mért)

2

1
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ln
 k

 (s
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tt)
y = 0,9978 * x + 0,0073
R2 = 0,998
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3.3.8. ábra. Szervetlen anionok és Gd-kelát komplex anionok változó mozgófázis pH és
koncentráció esetén mért és számított retenciós tényező értékei közötti korreláció.

A 3.5. táblázatban szereplő paraméterek ismeretében, karbonát pufferrel végzett lúgos
elúció során, bármely mozgófázis koncentráció és pH esetén előrejelezhető az adott kom-
ponens retenciós tényezője, amely jelentős segítséget nyújt a módszerfejlesztésben.

A 3.3.9. ábrán bemutatott, számított retenciós felületek alapján látható, hogy a mozgófá-
zis koncentrációjának illetve pH-jának növelése jellemzően csökkenést okoz a komponen-
sek retenciójában. Előbbiek közül az ionerősség növelésének retenciócsökkentő hatása jól
ismert. A pH növelése mellett tapasztalható retenció csökkenés a teljesen protonálatlan
CO2−

3 eluens ion túlsúlyba kerülésével magyarázható. Utóbbi ellenion hajtóereje ugyanis
értékűségéből adódóan nagyobb.

Bár PO3−
4 ion tekintetében a protonálatlan illetve egyszeresen protonált specieszek a gyors

átalakulás miatt egy csúcsban eluálódnak, szükséges mindkét forma jelenlétével számol-
ni. A többi komponenssel ellentétben PO3−

4 esetén, a mozgófázis pH-jának emelése mel-
lett a retenció kismértékű növekedése figyelhető meg, mely a háromszorosan negatív töl-
tésű, erősebben kötődő forma túlsúlyba kerülésével magyarázható.
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3.3.9. ábra. GdDTPA2− (a) és GdEDTA− (b) kelát komplex, valamint klorid-nitrát (c) és
szulfát-foszfát (d) szervetlen anionokhoz tartozó retenciós felületek alakulása a mozgófá-
zis koncentráció és pH függvényében (CO2−

3 / HCO−3 puffer eluens).

A fent bemutatott retenciós modellt (3.13a) a felbontás számítására szolgáló egyik alap-
összefüggéssel (3.14)

Rs =
1

4

√
N

(
α− 1

α

) (
k

1 + k

)
(3.14)

kombinálva meghatároztam az egyes komponens párok felbontásának alakulását a moz-
gófázis pH és koncentráció függvényében. Eredményeimet a 3.3.10.a, 3.3.10.b, 3.3.10.c,
3.3.10.d és 3.3.10.e ábrákon szemléltetem. A számított felbontás felületek mellett a gya-
korlatban általánosan elfogadott Rs = 1,3 referencia értékhez tartozó felbontás felületet
is feltüntettem (világosszürke sík). Az egymást követően eluálódó komponensek közötti
felbontás felületeken látható töréspontok azt a mozgófázis összetételt jelzik, melynél a
két komponens retenciója megegyezik.
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3.3.10. ábra. Egymás után eluálódó komponensekre számított felbontás felületek alaku-
lása a mozgófázis koncentráció és pH függvényében (Nelmleti = 3000).

Az ábrák alapján megállapítható, hogy az alkalmazott elúciós körülmények elsősorban
[GdDTPA]2−, PO3−

4 és SO2−
4 ionok esetében kritikusak. Utóbbiak esetén a pH = 11-12

tartományban történő elúcióval érhető el megfelelő felbontás. Ezen pH tartományban a
Cl−, NO−3 , valamint [GdEDTA]− ionok elválasztása is megvalósítható.

A retenciós és felbontás felületeket együttesen értékelve azonban meghatározható a vizs-
gált komponensek megfelelő felbontású, szelektív elválasztását biztosító mozgófázis össze-
tétel. Az alábbi ábrákon néhány gyakorlati példát kívánok ismertetni.

A 3.3.11.a kromatogramon látható, hogy 3 mM koncentrációjú, 10,8-as pH-jú karbo-
nát puffer mozgófázis esetén a SO2−

4 és PO3−
4 ionok koelúciója okoz problémát, míg
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ANIONCSERE-KROMATOGRÁFIÁS ELVÁLASZTÁSOK VIZSGÁLATA

GADOLÍNIUM-KELÁTOK PÉLDÁJÁN

4,5 mM / 10,2 pH összetételű eluens esetén a [GdDTPA]2− és PO3−
4 ionok elválasztása

nem megfelelő (3.3.11.b ábra). A retenciós modell alkalmazásával azonban meghatá-
rozhatóak az elválasztás szempontjából optimális elúciós körülmények, melyre példa a
3.3.11.c kromatogramon látható.
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3.3.11. ábra. [GdDTPA]2− komplex anion elválasztása szervetlen ionok jelenlétében.
(Mérési körülmények: 3,0 mM / 10,8 pH (a), 4,5 mM / 10,2 pH (b), 3,0 mM / 10,5 pH (c)
karbonát puffer, v = 1,2 mL/min.)
1−Cl−, 2−NO3

−, 3−[GdDTPA]2−, 4−SO4
2−, 5−PO4

3− (0,1−0,02−0,01−0,01−0,05
mM)

3.3.4. Mátrixhatások csökkentésére szolgáló mintaelőkészítési eljárás
kidolgozása és minősítése

Az elválasztás hatékonysága és a detektálás érzékenysége megfelelő mintaelőkészítéssel
jelentősen javítható, így az előzőekkel párhuzamosan olyan mintaelőkészítési módszer
kidolgozását tűztük ki célul, mely a mátrixalkotók hatékony eltávolítása mellett lehetővé
teszi nyomnyi mennyiségben jelen lévő Gd-kelátok minőségi és mennyiségi meghatáro-
zását.

A Gd3+ fémion mintamátrixból való szeparálásához kationcserélő szilárd fázisú extrakci-
ós (SPE) töltetet választottunk, melyről a megfelelő lépéseket követően DTPA5−
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komplexképző ligandummal a fémion az alábbi reakcióegyenlet szerint eluálható.

(R− SO3)3Gd + DTPA5−+ 3 Na+ KSPE−−−⇀↽−−− 3 R− SO3Na + [GdDTPA]2− (pH ≈ 11)

(3.15)
Látható, hogy az elúció komplexképződési és anioncsere-reakciók együttes eredménye.
A nátrium anioncsere révén az állófázis szulfoncsoportjáról eltávolítja a gadolínium fém-
iont, mely a DTPA ligandummal komplexet képez. Mivel a kialakult kelát komplex an-
ionként van jelen, ezért retenciót nem szenvedve eltávolítható a töltetről, majd anioncsere-
kromatográfiás módszerrel vizsgálható.

A kidolgozott, nyomnyi mennyiségű Gd-DTPA illetve közvetett módon Gd3+ fémion
meghatározására alkalmas analitikai módszer lépéseit a 3.3.12. ábrán ismertetem.

Visszanyerés
Mosás

   Minta
hozzáadás

Kondícionálás

pl.:
Mátrixalkotók:

Analit:

kationcserélő
SPE oszlop

MINTAELŐKÉSZÍTÉS

Hulladék

Szupresszor

Vezetőképességi cella

Elválasztó oszlop

Minta

Pumpa

Eluens tartály

Eluens:

Minta:

ADAT-
RÖGZÍTÉS

DETEKTOR 
BLOKK

SZÁLLÍTÓ
BLOKK

ELVÁLASZTÓ
BLOKK

3.3.12. ábra. Gadolínium fémion közvetett elemzésére kidolgozott mintaelőkészítéssel
kombinált analitikai módszer vázlata.

Munkánk során a mintaelőkészítés minden lépését részletesen kidolgoztuk és minősítet-
tük. Első lépésben savas körülmények között kondícionáltuk az SPE töltetet, ezzel bizto-
sítva a Gd3+ fémion hatékony visszatartását és a mátrix anionok retenciójának elkerülését.
Ezt követően egy ismert összetételű, mátrix anionokat (Cl−, Br−, NO−3 , SO2−

4 ) és Gd3+

fémiont tartalmazó modell oldatot (1 mL) vittünk fel a töltetre. Az effluenshez DTPA
komplexképzőt adagolva, anioncsere-kromatográfiás módszerrel ellenőriztük a gadolíni-
um visszatartásának hatékonyságát. Eredményeink alapján a töltet a mintaoldatbeli Gd3+

teljes mennyiségét megkötötte.
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A mintaelőkészítés harmadik lépéséhez kapcsolódóan a mátrixkomponensek eltávolításá-
hoz szükséges mosóoldat mennyiségét vizsgáltuk. Az SPE töltet többszöri, 1-1 mL térfo-
gatú nagytisztaságú vízzel való mosása során az egyes részleteket külön gyűjtve off-line
IC technikával követtük nyomon a mátrix anionok eltávolítási hatékonyságát (3.3.13.a áb-
ra). Úgy találtuk, hogy az említett zavaró ionok töltetről való megfelelő eltávolításához 6
mL mosóoldat térfogat szükséges.

A mintaelőkészítés utolsó lépéseként elvégeztük a Gd3+ fémion visszanyerését, melyhez
DTPA kelátképző ligandum nátrium sójának oldatát (1 mL, 0,2 mM Na2DTPA) alkalmaz-
tuk. Az elúciót lúgos körülmények között (pH ≈ 11) végeztük. Bár a reakció egyensúlyi
állandója magas (KSPE > 1018), és ezáltal a Gd-kelát komplex energetikailag stabilabb,
mint a Gd-szulfoncsoport ionpár, a reakció kinetikája is meghatározó. Előbbi ismeretében
vizsgáltuk a komplexkialakulás időigényét, melynek eredménye a 3.3.13.b ábrán látható.
Megállapítottuk, hogy az "áztatási" idő növelésével növekszik az SPE töltetről eluálha-
tó komplex mennyisége. 30 perces kontaktidő alatt ∼ 91%-os visszanyerést értünk el.
Előbbi értéket az oldatok anioncsere-kromatográfiás analízisével, 3 párhuzamos mintára
kapott eredmény átlagából határoztuk meg.

(a) (b)

3.3.13. ábra. Szervetlen mátrixionok eltávolítása a mosási térfogat függvényében (a),
valamint a Gd3+ fémion DTPA-kelát komplex formájában való visszanyerése különböző
áztatási idők mellett (b) szilárdfázisú extrakciós (SPE) töltetről.
1−Cl−, 2−Br−, 3−NO3

−, 4−SO4
2− (1−0,1−0,1−0,01 mM)

A fent bemutatott analitikai módszer gyakorlati alkalmazhatóságára az alábbiakban adok
példát. A 3.3.14. ábrán közönséges csapvíz, valamint [GdDTPA]2− komplex anionnal
(0,33 µM) addícionált csapvíz injektálását követően rögzített kromatogramok szerepel-
nek. Látható, hogy az említett komponens, nagy mennyiségben jelen lévő mátrix ionok
mellett is szelektíven és érzékenyen detektálható. Az eljárás ("spike") ellenőrzése céljából
[GdDTPA]2− komplex anionra a (3.16) összefüggés alapján határoztam meg a visszanye-
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rés hatékonyságát (%RC).

%RC = 100×
(
SPS − S
SP

)
(3.16)

ahol S és SPS a vizsgált komponens mintabeli, illetve addícionált mintabeli mennyi-
ségét, SP pedig az addícionált mennyiséget jelöli. Az általánosan elfogadott tartomány
%RC = 90−110%, így az általam meghatározott %RC ([GdDTPA]2−) = 96,8% vissza-
nyerési érték megfelelőnek tekinthető.

3.3.14. ábra. Gd-DTPA komplex anion (0,33 µM) elválasztása ivóvíz mintában spike-
olást követően. (Mozgófázis: 2,0 mM karbonát puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min, szűrés:
0,45 µm.)
1−Cl−, 2−NO3

−, 3−[GdDTPA]2−, 4−SO4
2−

A fent bemutatott, Gd-kelát komplexek, valamint szervetlen és szerves mátrixionok ion-
kromatográfiás elválasztásával kapcsolatban született eredmények 2016-ban [92] kerültek
publikálásra.
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3.4. Állófázisbeli komplexképződésen alapuló anioncsere-
kromatográfiás karbonsav elválasztások kriptand-
funkcionalizált tölteteken

Vizsgálataim során egy n-decil-2.2.2 kriptand ligandumokkal funkcionalizált állófázist al-
kalmaztam, melyen az egyes komponensek elválasztását alkáli-hidroxidos elúcióval való-
sítottam meg. Kísérleti munkámban kálium-, nátrium- és lítium-hidroxid mozgófázisokat
használtam. Az egyes alkáli-hidroxid eluensek kémhatásának és fémion koncentrációjá-
nak függvényében, a függelékben szereplő 6. táblázat adatait felhasználva, meghatároz-
tam az egyes kriptand formák mólarányának, valamint az oszlop ioncserekapacitásának
változását, melyet a 3.4.1. ábrán szemléltetek.
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3.4.1. ábra. Az állófázison lévő kriptand molekulák komplexált, protonált és szabad for-
máinak mólaránya a pH függvényében KOH (a), NaOH (b) és LiOH (c) mozgófázisok
esetén, valamint az állófázis ioncserekapacitásának alakulása a fémion koncentráció függ-
vényében (d).
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A töltet teljes ioncserekapacitása (Q) az ioncserében részt nem vevő szabad kriptand
molekulák, valamint a protonált és komplexált állapotban lévő kriptand specieszek mól-
arányainak ismeretében adható meg (3.17a, 3.17b, 3.17c). A kapcsolódó protonálódási,
komplexálódási és ioncsere-egyensúlyi folyamatokat a (1.48-1.54) összefüggések írják le.

Q = Q0 +QH +QM (3.17a)

Q0 = ΦCry Q és QH = (ΦCryH + ΦCryH2)Q (3.17b)

QM = ΦCryM Q =
KM [M]

1 +K1 [H] +K2 K1 [H]2 +KM [M]
Q (3.17c)

ahol Q0 a teljes ioncserekapacitás ioncserében részt nem vevő szabad kriptand speci-
eszek formájában való része, QH a protonált kriptand molekulák, QM pedig a komplexált
kriptand molekulák biztosította ioncserekapacitás. Kriptand állófázisok esetén a moz-
gófázis hajtóereje és az oszlop ioncserekapacitása egymással szoros kapcsolatban van,
hiszen előbbit az ellenion, utóbbit pedig a fémion koncentrációja határozza meg, mely
alkáli-hidroxid oldatok esetében azonos. Erős bázisokról lévén szó, a mozgófázis pH-ja
könnyen számítható. Méréseimet pH ≥ 10,7 tartományban (c = 0,5−100 mM) végez-
tem, ahol mint az a 3.4.1.a, 3.4.1.b és 3.4.1.c ábrákon is látható, a komplexált és szabad
kriptand specieszek túlsúlya jellemző, az egyszeresen protonált forma csak Li+ fémion
esetén jelenik meg, míg a kétszeresen protonált ligandum jelenlétével nem kell számol-
ni. A komplexált forma mólarányát és ezáltal az oszlop hasznos ioncserekapacitását a
fém-ligandum komplex stabilitási állandója (KM) és a fémion koncentrációja határozza
meg (3.4.1.d ábra). A mozgófázis fémionjának változtatásával jelentős szelektivitásbeli
változás érhető el.
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3.4.2. ábra. Retencióbeli különbségek azonos koncentrációjú, de eltérő alkálifém iont
tartalmazó hidroxid eluensek esetén.
1−acetát, 2−propionát, 3−piruvát, 4−tartarát, 5−oxalát, 6−adipát, 7−pimelát, 8−TFA,
9−BCA, 10−ftalát, 11−benzoát
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A 3.4.2. ábrán bemutatott kromatogramok azonos koncentrációjú, de eltérő alkálifém
ion tartalmú mozgófázisok mellett kerültek rögzítésre. Látható, hogy különösen KOH
eluens esetén a kromatográfiás csúcsok meglehetősen aszimmetrikusak, melynek oka a
retenciós / elúciós folyamatok összetettsége. Ionkromatográfiás elválasztások esetében
az állófázis funkciós csoportjai és a komponensek között kialakuló ionos kötések erős
kémiai kötésnek tekinthetők, melynek következtében jellemzően nagyobb visszatartás és
csúcsszélesség tapasztalható, összehasonlítva az adszorpción alapuló HPLC technikák-
kal. Bizonyos komponensek az ioncserélő állófázison további, nemionos adszorpciós fo-
lyamatok révén is kötődhetnek. Amennyiben többféle retenciós mechanizmus is zajlik az
elválasztás során és ezen folyamatok eltérő mértékben befolyásolják az adott komponens
retencióját úgy "tailing"-esedés tapasztalható.

Kriptand állófázis esetében nemcsak annak funkciós csoportja és az elválasztandó an-
ion, hanem a kriptand gyűrű és a mozgófázis fémionja között is ioncsere zajlik. Ez a
„kétlépcsős" retenciós mechanizmus már alapvetően a csúcsok szélességének és aszim-
metriájának növekedését eredményezi. A fémion kötődési hajlamának növekedésével
a fémion-kriptand ioncsere-egyensúly retencióra gyakorolt hatása növekszik, melynek
eredményeként Li+ < Na+ < K+ irányban egyre jelentősebb a csúcsok „tailing"-esedése.
Ezen kevésbé előnyös tulajdonságuk mellett a kriptand állófázisok esetében több mód-
szerfejlesztési lehetőség áll rendelkezésre mint hagyományos anioncserélők alkalmazása
mellett. A fent bemutatott kromatogramok jól szemléltetik a fémion megválasztásának
jelentőségét, hiszen az egyes alkáli-hidroxidokkal jelentősen eltérő az elválasztás szelek-
tivitása. A kriptand fázisok ezen tulajdonsága ún. kapacitásgradiens alkalmazását teszi
lehetővé, melyről a 3.4.3.2 fejezetben értekezem részletesebben.

3.4.1. Komponensek retenciójának leírása kriptand típusú állófázis
esetén

3.4.1.1. Bővített kriptand retenciós modell levezetése

Makrociklus alapú ioncserélők esetében az eluens koncentráció és a retenciós faktorok
közötti kapcsolat nem írható le lineáris összefüggéssel. Előbbi azzal magyarázható, hogy
a kriptand típusú állófázison történő elválasztás a hagyományos ioncserélőkkel összeha-
sonlítva jelentősen komplexebb folyamatok eredménye. Előbbiek esetében az állófázison
szimultán zajlanak protonálódási, komplexképződési és anioncsere-egyensúlyi folyama-
tok. Korábban az irodalmi összefoglalóban (1.3.2.5) részletesen ismertetett részfolyama-
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tokat az alábbi egyenletrendszer segítségével kívánom összefoglalni.

CryM+

KM

Cry
K1

CryH+ K2
CryH2+

2K
H−

O
H

CryH−OH

KH
−A

CryHx−A

K
M
−
O
H

CryM−OH

KM
−A

CryMx−A

(3.18)

aholK1, K2 ésKM a kriptand molekula protonálódási illetve komplexképződési állandói,
KM−OH és KH−OH pedig az eluens anion komplexált illetve protonált kriptand funkciós
csoporttal kialakított kötési állandói. Ezen paramétereket a korábban leírt összefüggések-
nek (1.48-1.51, 1.53) megfelelően használtam fel. A kétszeresen protonált kriptand forma
jelenlétével a lúgos elúcióra (pH ≥ 10) tekintettel nem számoltam. A bővített kriptand
retenciós modell kidolgozása során a korábbi modellt kiterjesztettem többszörös töltéssel
(x) rendelkező mintaionok esetére, melynek során a mintaanion komplexált (KM−A) illet-
ve protonált (KH−A) kriptand molekulához kötődését a következő egyensúlyi állandókkal
jellemeztem.

KM−A =
(CryMx−A)

(CryM+)x [Ax−]
(3.19)

KH−A =
(CryHx−A)

(CryH+)x [Ax−]
(3.20)

Az elúciós körülmények között protonálódni képes mintaanion esetén a protonált forma
állófázison való kötődését az alábbi egyenletekkel írtam le.

(x-1)CryM+ + HA(x-1)− KM−HA−−−−−⇀↽−−−−− CryM(x-1)−HA (3.21a)

KM−HA =
(CryM(x-1)−HA)

(CryM+)(x-1) [HA(x-1)−]
(3.21b)

(x-1)CryH+ + HA(x-1)− KH−HA−−−−−⇀↽−−−−− CryH(x-1)−HA (3.22a)

KH−HA =
(CryH(x-1)−HA)

(CryH+)(x-1) [HA(x-1)−]
(3.22b)

A fentieknek megfelelően a töltet ioncserekapacitásának (Q) számítására szolgáló össze-
függést az alábbiak szerint módosítottam.

Q = (Cry) + (CryH+) + (CryM+) + (CryH−OH) + (CryM−OH)+

+(CryHx−A) + (CryH(x-1)−HA) + (CryMx−A) + (CryM(x-1)−HA)
(3.23)

A komponens álló- és mozgófázis közötti egyensúlyát leíró megoszlási hányadost az aláb-
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bi összefüggés szerint számítottam.

DA =
(A)

[A]
=

(CryMx−A) + (CryM(x-1)−HA) + (CryHx−A) + (CryH(x-1)−HA)

[Ax−] + [HA(x-1)−]

(3.24a)

[Ax−] = Φ0 [A] (3.24b)

[HA(x−1)−] = Φ1 [A] (3.24c)

ahol (A) és [A] a mintaanion állófázisbeli illetve mozgófázisbeli összkoncentrációját, Φ0

és Φ1 pedig a protonálatlan és az egyszeresen protonált anionos formák mólarányát jelöli.
Mivel az alkalmazott elúciós körülmények között a többszörösen protonált specieszek ki-
alakulása nem jellemző, ezért a modell levezetése során csak egyszeresen protonált forma
jelenlétével számoltam, azonban szükség esetén a modell tovább bővíthető.

A fent bemutatott összefüggéseket felhasználva többértékű, protonálódni képes mintaan-
ionok kriptand állófázison való retenciójának leírására az alábbi modellt vezettem le.

k = DA
Vs

Vm

=

[
Φ0 [A] Cryx [KH−A (K1 [H+])x +KM−A (KM [M+])x]

Φ0 [A] + Φ1 [A]
+

Φ1 [A] Cry(x−1) [KH−HA (K1 [H+])(x−1) +KM−HA (KM [M+])(x−1)]

Φ0 [A] + Φ1 [A]

] (3.25)

A retenciós modellben (3.25) szereplő Cry tagot az alábbi összefüggéssel definiáltam.

Cry =
Q

1 +K1 [H+] +KM [M+] + Φ0 [A] (p1) + Φ1 [A] (p2) + [OH−] (q)
(3.26a)

p1 =
(
KH−A K1 [H+]x +KM−A KM [M+]x

)
(3.26b)

p2 =
(
KH−HA K1 [H+](x−1) +KM−HA KM [M+](x−1)

)
(3.26c)

q =
(
KM−OH KM [M+] +KH−OH K1 [H+]

)
(3.26d)

3.4.1.2. Bővített kriptand retenciós modell alkalmazása

Munkám során különböző kémiai szerkezetű analitok, szisztematikusan változtatott elu-
ens összetételek esetén megvalósítható anioncsere-kromatográfiás elválasztását kutattam.
Szervetlen Cl−, BrO−3 , NO−2 , Br−, NO−3 , SO2−

4 és PO3−
4 anionok mellett szerves, egy- és

többértékű, alifás és aromás, valamint halogénezett karbonsav anionok retenciós tulajdon-
ságait vizsgáltam. Karboxilátok közül formiát, acetát, laktát, propionát, piruvát, oxalát,
malonát, szukcinát, adipát, pimelát, fumarát, maleát, tartarát, citrát, TFA, BCA, benzoát,
ftalát és szalicilát anionok retenciós adatait rögzítettem. Az említett komponensek közül
foszfát és szalicilát anionok esetében a teljesen disszociált forma mellett egyszeresen pro-
tonált speciesz jelenlétével is számoltam.
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Az egyes vizsgálandó komponenseket külön-külön injektáltam annak érdekében, hogy az
esetleges analit-analit interakciók retenciót befolyásoló hatását kiküszöböljem, továbbá
hogy a közel azonos retenciójú komponensekről is adatot gyűjthessek. A retenciós ténye-
ző értékeket jellemzően három párhuzamos mérés átlagából számítottam. A különböző
mozgófázis összetételeknél rögzített retenciós adatokat a függelékben szereplő 8., 9., 10.,
11., 12. táblázatokban tüntettem fel.

Az általam levezetett bővített kriptand modell helyességét kísérleti retenciós adatokra il-
lesztéssel ellenőriztem, melynek során a különböző egyensúlyi paramétereket is megha-
tároztam. A 3.4.3 ábrákon a vizsgált szervetlen és karboxilát anionok retenciós ténye-
zőjének alakulását tüntettem fel KOH mozgófázis koncentrációjának függvényében. Az
eluens ionerősségének növelésével minden esetben csökkenés volt tapasztalható a reten-
ciós tényezők tekintetében.

77



3.4. ÁLLÓFÁZISBELI KOMPLEXKÉPZŐDÉSEN ALAPULÓ
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3.4.3. ábra. Szervetlen anionok (a), monovalens (b), di- és trivalens (c), valamint halogé-
nezett és aromás (d) karbonsav anionok mért és számított retenciós tényezője az eluens-
koncentráció függvényében KOH mozgófázis esetén.
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3.4.4. ábra. Szervetlen anionok (a), monovalens (b), di- és trivalens (c), valamint halogé-
nezett és aromás (d) karbonsav anionok mért és számított retenciós tényezője az eluens-
koncentráció függvényében NaOH mozgófázis esetén.
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NaOH mozgófázis alkalmazása mellett az ionerősség emelésével kezdetben a retenciós
tényezők növekedését, majd ezt követően azok csökkenését tapasztaltam (3.4.4. ábrák).
A görbék ilyen jellegű lefutásának magyarázata, hogy a kezdeti szakaszban, a stabilitási
állandóval összefüggésben az állófázis ioncserekapacitásának emelkedése (3.4.1. ábra)
is hatással van a retenció alakulására, majd tovább növelve a mozgófázis koncentrációt
egyre inkább az elúciós erő válik meghatározóvá.

LiOH elúció esetén az ionerősség növelésével az általam vizsgált komponensek vissza-
tartása növekedett, mely szintén az ioncserekapacitás változására vezethető vissza.

(a)

0 10 20 30 40 50
Eluens koncentráció [mM]

0,000

0,025

0,050

0,075

0,100

0,125

0,150

0,175

0,200

R
et

en
ci

ós
 té

ny
ez

, k

formiát
acetát
laktát
propionát
piruvát

4,0 3,5 3,0 2,5 2,0 1,5
ln k (mért)

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

ln
 k

 (s
zá

m
íto

tt)

y = 0,7834 * x - 0,5280
R2 = 0,9474

formiát
acetát
laktát
propionát
piruvát

(b)

0 10 20 30 40 50
Eluens koncentráció [mM]

0,000

0,025

0,050

0,075

0,100

0,125

0,150

R
et

en
ci

ós
 té

ny
ez

, k

oxalát
malonát
szukcinát
adipát
pimelát
fumarát
maleát
tartarát
citrát

5 4 3 2 1
ln k (mért)

5

4

3

2

1

ln
 k

 (s
zá

m
íto

tt)

y = 0,9207 * x - 0,2188
R2 = 0,9670

oxalát
malonát
szukcinát
adipát
pimelát
fumarát
maleát
tartarát
citrát

(c)

0 10 20 30 40 50
Eluens koncentráció [mM]

0,00

0,25

0,50

0,75

1,00

1,25

1,50

1,75

2,00

R
et

en
ci

ós
 té

ny
ez

, k

TFA
BCA
benzoát
ftalát
szalicilát

5 4 3 2 1 0 1
ln k (mért)

5

4

3

2

1

0

1

ln
 k

 (s
zá

m
íto

tt)

y = 1,5869 * x + 0,5126
R2 = 0,8500

TFA
BCA
benzoát
ftalát
szalicilát

3.4.5. ábra. Monovalens (a), di- és trivalens (b), valamint halogénezett és aromás (c)
karbonsav anionok mért és számított retenciós tényezője az eluenskoncentráció függvé-
nyében LiOH mozgófázis esetén.
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A vizsgált komponensek retenciójával kapcsolatban jellemzően a hagyományos anioncse-
rélőknél tapasztaltak érvényesülnek. Szervetlen komponensek esetén a retenció a polari-
zálhatósággal és az értékűséggel növekszik, mely változás az anion töltésének növekedé-
sével egyre jelentősebb. Karboxilátok esetén a karboxil (−COOH) csoportok számának,
azaz az anion töltésének szerepe hasonló a szervetlen ionoknál tapasztaltakhoz. Előbbi-
ek mellett a szénlánc hosszának növekedésével a visszatartás növekszik, illetve azonos
alapszerkezetű komponensek esetén hidroxo (−OH) csoportok jelenlétével csökken a re-
tenció. Az acetát halogénezett formái esetében a molekula dipólusmomentumának növe-
kedésével szintén növekedés tapasztalható a komponensek visszatartásában. Az aromás
karboxilátok esetében jelentősen magasabb retenció figyelhető meg, mely a karbonsav
aromás gyűrűje és az állófázis makrociklikus gyűrűje közötti másodlagos π − π kötések
kialakulásával magyarázható.

A modell alkalmazása során minden esetben megvizsgáltam a mért és a számított retenci-
ós tényező adatok közötti korrelációt, melynek eredményét a fenti ábrákon is feltüntettem.
A mért illetve számított retenciós tényező értékek egyezőségét jellemző korrelációs egye-
nesek meredekségének számszerű értékei az egyes komponensek esetén a Függelék: 13.
táblázatban láthatók. A maximális ioncserekapacitást biztosító KOH mozgófázis eseté-
ben a kidolgozott modell által becsült értékek átlagos hibája szervetlen ionokra ±2%,
monokarbonsavakra ±5%, dikarbonsavakra ±2,5%, citrát, benzoát és ftalát anionokra
±2% volt. Nitrát, TFA és BCA ionok esetében az illesztés átlagos hibája ±12%-nak adó-
dott. Nátrium-hidroxid mozgófázis esetében szervetlen ionok és citrát retenciós tényezői
±3,5%-os illetve ±5%-o hibával voltak illeszthetők. A monokarboxilátok NaOH alkal-
mazása esetén közel holtidőben eluálódtak, így azok mért retenciós tényező értékeinek
meghatározása nehézkes volt, ezzel összefüggésben az illesztés átlagos hibája ezen kom-
ponensekre magasabb (±15%) volt. Dikarbonsavak esetében hasonló értéket (±17%-o)
határoztam meg. Nitrát, TFA és BCA, valamint aromás karboxilátok esetében az illesz-
tések hibája >±20%-nak adódott. Lítium-hidroxid mozgófázis esetében a mérések bi-
zonytalansága a komponensek alacsony visszatartásával összefüggésben nagyobb mérté-
kű volt. Ftalát és szalicilát esetében viszont alacsony ±2,5%-os hibával volt becsülhető a
retenciós tényező értékek változása.

A modell által számított eredmények összességében megfelelőek voltak (lásd 3.4.3, 3.4.4,
3.4.5 retenciós görbék), azok gyakorlatban való alkalmazása jelentős segítséget nyújt az
optimális elválasztási körülmények meghatározásához.
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A kísérleti adatokat és a modellt felhasználva számítottam az egyes komponensek külön-
böző alkálifém tartalmú mozgófázisok esetén mutatott retencióját meghatározó egyensú-
lyi állandókat, melyek számszerű értékeit az alábbi táblázatban tüntettem fel.

3.6. táblázat. Kriptand típusú állófázison lejátszódó ioncsere- és komplexképződési fo-
lyamatok iterációval meghatározott egyensúlyi paraméterei.

KOH NaOH LiOH
Komponens KM−A KM−HA x′ KM−A KM−HA x′ KM−A KM−HA x′ KH−A

klorid 1,47×102 - 0,98 4,56×101 - 1,58 - - - -
bromát 1,33×102 - 0,94 4,35×101 - 1,57 - - - -
nitrit 1,46×102 - 0,84 2,89×101 - 1,25 - - - -
bromid 1,63×102 - 0,76 2,35×101 - 1,03 - - - 4,81
nitrát 1,72×102 - 0,65 1,64×101 - 0,77 - - - -
szulfát 1,66×105 - 2,34 2,70×103 - 2,76 - - - -
foszfát 1,13×103 1,47×10 3,75 6,55×10−7 6,56×103 3,60 - - 1,88

formiát 3,12 - 0,61 1,71 - 0,93 2,24×102 - 1,45 3,76
acetát 6,81 - 0,77 3,51×10−1 - 0,31 2,67 - 0,63 0,20
laktát 7,09 - 0,78 3,18×10−1 - 0,28 3,82 - 0,69 0,22
propionát 8,59 - 0,78 4,26×10−1 - 0,33 6,32 - 0,76 0,60
piruvát 7,78 - 0,71 3,92×10−1 - 0,28 4,56 - 0,74 0,48

oxalát 2,04×103 - 1,77 4,83×101 - 1,94 6,07×101 - 1,20 1,33
malonát 1,91×103 - 1,75 3,56×101 - 1,83 9,13 - 0,89 0,35
szukcinát 1,87×103 - 1,72 3,20×101 - 1,77 3,79×101 - 1,11 2,14
adipát 2,13×103 - 1,72 4,04×101 - 1,82 3,78×101 - 1,11 1,64
pimelát 2,20×103 - 1,68 4,39×101 - 1,81 4,02×101 - 1,11 2,49
fumarát 2,42×103 - 1,66 1,55×101 - 1,36 7,33×101 - 1,23 2,22
maleát 1,45×103 - 1,68 1,60×101 - 1,51 4,60×101 - 1,16 -
tartarát 1,16×103 - 1,69 7,08×103 - 3,81 3,79×101 - 1,11 2,14

citrát 8,57×106 - 3,24 2,57×104 - 3,92 2,53×102 - 1,47 -

TFA 1,59×101 - 0,46 1,81 - 0,36 1,91×102 - 1,25 17,27
BCA 2,22×101 - 0,49 2,22 - 0,34 4,88×102 - 1,37 42,09

benzoát 4,63×101 - 0,55 3,98 - 0,34 2,0×102 - 1,13 20,59
ftalát 2,45×103 - 1,58 1,81×101 - 1,36 3,72×101 - 1,10 0,81
szalicilát - - - 6,91×103 1,74×101 1,43 2,85×103 1,07×101 1,34 0,99

KM 2,91×104 6,68×102 2,06
KM−OH 5,13×102 3,12×101 4,82×102

A számított ioncsere-egyensúlyi állandók önmagukban nem, de azok látszólagos töltés-
sel súlyozott értékei (K(1/x′)

M−A ) jól követik a vizsgált komponensek retenciójának sorrend-
jét. Előbbi az egyes ioncsoportokat külön illetve a teljes komponens sorozatot együtt
vizsgálva egyaránt teljesül. Az azonos értékűséggel rendelkező komponensek ioncsere-
egyensúlyi állandóinak nagyságrendje jellemzően megegyezik, KOH mozgófázis eseté-
ben alifás és aromás dikarbonsavakra 103, egyértékű szervetlen anionokra 102, halogéne-
zett és aromás monokarbonsavakra 101, míg alifás monokarbonsavakra < 10 az említett
állandók nagyságrendje.
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3.4.2. Komponensek kriptand állófázison való megkötődésének ter-
modinamikai jellemzése

Kutatómunkám során különböző egyértékű szervetlen anionok, alifás, aromás és halo-
génezett monokarboxilátok esetén vizsgáltam a hőmérséklet retencióra gyakorolt hatá-
sát kriptand típusú anioncserélő állófázison. A méréseket 10 mM koncentrációjú KOH
mozgófázis és 2-2 párhuzamos injektálás alkalmazása mellett, 20−38 ◦C hőmérséklet-
tartományban (∆T = 2 ◦C) végeztem. Az egyes komponensek retenciós tényezőjének
hőmérséklet függvényében tapasztalt alakulását a 3.4.6. ábrán ismertetem.
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3.4.6. ábra. Egyértékű szervetlen, aromás és halogénezett (a), valamint monokarbonsav
anionok (b) van’t Hoff diagramjai kriptand állófázison.

3.7. táblázat. Kriptand típusú állófázison történő retenció termodinamikai paraméterei
egyértékű anionok esetén (T = 35 ◦C).

Komponens ln k ∆H [kJ mol-1] ∆S [kJ mol-1 K-1] ∆G [kJ mol-1]

acetát -0,86 -11,20 -0,05 3,68
laktát -0,84 -8,65 -0,04 3,63
formiát -0,82 -12,58 -0,05 3,58
propionát -0,59 -7,42 -0,03 3,01
piruvát -0,41 -10,26 -0,04 2,55
klorid -0,42 -11,29 -0,04 2,57
nitrát 0,80 -18,80 -0,06 -0,56
TFA 1,69 -13,69 -0,04 -2,83
BCA 1,78 -15,99 -0,04 -3,07
benzoát 2,31 -23,57 -0,06 -4,43

Kriptand állófázison végzett kísérleteim során a hőmérséklet emelésével az általam vizs-
gált komponensek retenciója jellemzően csökkent. Előbbi elsősorban a komplexképződé-
si egyensúly eltolódásával, az ioncserekapacitás csökkenésével magyarázható [93]. Szer-
vetlen (Cl−, NO−3 ) ionok, valamint aromás (benzoát) karbonsav anion esetén közel lineá-
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ris, míg alifás (formiát, acetát, laktát, propionát, piruvát) és halogénezett (TFA, BCA) mo-
nokarboxilátok esetén a lineáristól kismértékben eltérő változást figyeltem meg. A mérési
adatokból a (1.32) egyenlet felhasználásával, iterációs úton meghatároztam az egyes kom-
ponensek kriptand állófázison történő retencióját jellemző moláris entalpia (∆H), entró-
pia (∆S) és szabadentalpia (∆G) értékeket, melyeket a 3.7. táblázatban tüntettem fel. Az
entrópiaváltozás retenciós folyamathoz való hozzájárulása az összes vizsgált anion eseté-
ben elhanyagolható (∆S =−0,03-0,06) volt. Az entalpiaváltozás értékek Cl−−NO−3 illet-
ve TFA−BCA-benzoát ioncsoportok esetében korreláltak a retenciós tényező értékekkel,
alifás monokarboxilátok esetében azonban ilyen kapcsolatot nem tapasztaltam. A molá-
ris entalpia és entrópia értékekből számított moláris szabadentalpia (∆G = ∆H − T∆S)
adatok egyértelműen követték a retenciós tényező értékek alakulását. A termodinamika
alapelvének megfelelően legmagasabb retencióval a legalacsonyabb moláris szabadental-
piaváltozással jellemezhető komponens (benzoát) rendelkezett.

Kutatásaimat homológ sorok vizsgálatára is kiterjesztettem. Számításaim során a reten-
ciós tényező hőmérsékletfüggő változásának a szénlánc hosszával való kapcsolatát [6]
alapján, egy a komponensek töltését is figyelembe vevő összefüggést vezettem le.

ln k = −
[

∆G0

R T
+

∆∗G

R T
n

(x+1)
i

]
+ lnF (3.27)

ahol ∆G0 a homológ sor első tagjának moláris szabadentalpia változása, ∆∗G a homológ
sorra jellemző, a szénlánc hosszának egy szénatommal való növekedésekor bekövetkező
szabadentalpia változás, ni a szénatomszám, x pedig a homológ sor tagjainak töltése. A
(3.27) összefüggés mérési adatokra történő illesztésével meghatároztam a vizsgált homo-
lóg sorokra jellemző ∆G0 és ∆∗G értékeket (3.8. táblázat).

3.8. táblázat. Mono- és dikarboxilát homológ sorokra meghatározott szabadentalpiavál-
tozás értékek.

∆G0 [kJ mol-1] ∆∗G [kJ mol-1]

monokarboxilátok 3,53 -0,23
dikarboxilátok -2,22 -0,01

A fenti táblázatban ismertetett szabadentalpia változás értékeket és a 3.27 egyenletet al-
kalmazva kiszámítottam az egyes homológ sorok retenciós felületeinek alakulását a szén-
atomszám illetve hőmérséklet változás együttes hatásának függvényében.
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3.4.7. ábra. Homológ sorok retenciós felületei a hőmérséklet és a szénlánc hosszának
változása függvényében.

Mono- (formiát, acetát, propionát, benzoát) és dikarbonsavak (oxalát, malonát, szukci-
nát, adipát, pimelát, ftalát) 3.4.7. ábrán bemutatott retenciós felületeinek vizsgálata során
úgy találtam, hogy a szénatomszám növekedésével monokarboxilátok esetén a retenciós
tényező növekedése nagyobb mértékű, mint dikarbonsav anionok esetében. A szénatom-
szám változása a retenciós tényező értékek hőmérséklettől függő alakulására vonatkozóan
elhanyagolható volt.

3.4.3. Koncentráció- és kapacitásgradiensek kriptand típusú állófázi-
son való alkalmazása

3.4.3.1. Koncentrációgradiens kriptand típusú állófázison való alkalmazása

A koncentrációgradiens programok alkalmazása az anioncsere-kromatográfiás gyakorlat-
ban széles körben elterjedt. A komponensek gradiens elúció esetén várható retenciójának
előrejelzésére több modell is rendelkezésre áll, melyek közül a legismertebbeket koráb-
ban a 1.3.2.6. fejezetben ismertettem. Ezen modellek lineáris ln k− ln c kapcsolat esetén
használhatóak, így az általam vizsgált kriptand rendszerre jelen formájukban nem alkal-
mazhatóak. Előbbieket figyelembe véve szükségesnek láttam egy olyan gradiens modell
kidolgozását, mely makrociklus alapú anioncsere elválasztás esetén is lehetővé teszi a
komponensek várható retenciójának becslését gradiens körülmények között.

Munkám során egy a kutatócsoportunk által korábban kidolgozott gradiens retenciós mo-
dellt [94] használtam fel. Előbbi, az irodalomban található egyéb modellekkel ellentétben
a komponensek gradiens késési idő alatt, a kezdeti izokratikus körülmények között történő
vándorlást is figyelembe veszi. Bár a gradiens késési idő hatása az injektálási és gradi-
ens indítási idők megfelelő programozásával kiküszöbölhető, annak tudatos kihasználása
jelentősen javíthatja a kisretenciójú komponensek mátrixionoktól (pl: lúgos elúciónál a
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savas mintaközeg) való elválasztását. A modell − a részletes levezetéstől eltekintve − az
alábbi formában adható meg. A gradiens késés hatásának figyelembevételére az egyenlet
jobb oldalának első tagja szolgál.

tR,g = td

(
1 + k0,g

k0,g

)
+ t0 −

c0

Rg

+

[(
c0

Rg

)(1+bg)

+
(1 + bg) k0,g c0 t0

R
bg
g

]( 1
1+bg

)
(3.28)

ahol t0 és td a holtidő illetve a gradiens késési idő, c0 a kezdeti mozgófázis koncentrá-
ció, Rg a gradiens meredekség (Rg = ∆c/tg), bg a töltésviszonyoktól függő gradiens
faktor (bg = x/(x + y)), k0,g pedig a retenciós tényező kezdeti értéke. Munkám során
bg paramétereket kísérleti adatokból illesztéssel (3.9. táblázat), míg a retenciós tényezők
kezdeti k0,g értékét a bővített kriptand modellt felhasználva határoztam meg. Számított
eredményeimet mérési adatokkal összevetve az alábbi ábrákon szemléltetem.
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3.4.8. ábra. Különböző szerkezetű anionok retenciójának alakulása (a) gradiens körülmé-
nyek között KOH mozgófázis esetén, valamint a mért és számított retenciós idők közötti
korreláció (b).

3.9. táblázat. Gradiens retenciós idő számításához szükséges bg paraméter elméleti és
számított adatokból iterációval meghatározott értéke a különböző komponensek esetén.

Komponens belméleti biterált

nitrit 0,50 0,544
nitrát 0,50 0,410
szulfát 0,67 0,653
foszfát 0,75 0,304
formiát 0,50 0,226
ftalát 0,67 0,818

A méréseket nitrit és ftalát anionok esetében 2-15 mM, míg formiát, nitrát, szulfát és
foszfát ionok elúciója során 5-25 mM koncentráció tartományokban végeztem. A számí-
tott eredmények megfelelő egyezést mutattak a mért adatokkal így a modellt alkalmasnak
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találtam a különböző szerkezetű komponensek kriptand állófázison, gradiens körülmé-
nyek között várható retenciós idejének meghatározására. A bővített kriptand és gradiens
modelleket együttesen alkalmazva a mozgófázis kezdeti koncentrációjának és a gradiens
meredekségének hatása a retenciós tényezőre együttesen is vizsgálható, melyre az alábbi
ábrákon adok példát (cmax = 50 mM).
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3.4.9. ábra. Egy- (a) illetve többértékű (b) anionok számított retenciós felületeinek ala-
kulása a gradiens idő és a kezdeti eluenskoncentráció függvényében KOH mozgófázis
esetén.

A bővített kriptand és gradiens modellek együttes alkalmazásával előrejelezhető az egyes
komponensek kriptand állófázison, adott alkáli-hidroxid mozgófázis koncentrációjának
különböző meredekségű változtatása esetén várható retenciója. Előbbi lehetőséget ad
az optimális gradiens elválasztási körülmények előzetes meghatározására. A 3.4.9.a és
3.4.9.b ábrák alapján formiát, NO−2 , NO−3 , SO2−

4 , PO3−
4 és ftalát megfelelő felbontású,

szimultán elválasztására alkalmas lehet egy KOH: 5→ 50 mM / 30 min lineáris koncent-
rációgradiens program.

3.4.3.2. Kapacitásgradiens kriptand típusú állófázison való alkalmazása

Makrociklus alapú anioncserélő állófázis esetén a mozgófázis fémionjának megválasztá-
sától függően az oszlop szelektivitása eltérő. A fémion minőségének az elválasztás alatt
történő változtatásával kapacitásgradiens elúció érhető el. Kapacitásgradiens elválasztás
során a mozgófázis ionerőssége, tehát annak hajtóereje állandó, azonban a fémionössze-
tétel változása révén változik az oszlop ioncserekapacitása. Előbbi az aktív anioncserélő
helyek, azaz a protonált és komplexált kriptand specieszek arányának megváltozásával
magyarázható.
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3.4.10. ábra. Kriptand állófázis ioncserekapacitásának alakulása a mozgófázis koncent-
rációjának függvényében eltérő kálium-lítium (a) és nátrium-lítium (b) fémion-arányok
esetén vizes közegben.

A 3.4.10.a és 3.4.10.b ábrákon különböző fémion összetételű alkáli-hidroxid eluensek
esetén látható az általam vizsgált kriptand típusú oszlop (3.29) egyenlet szerint számított
ioncserekapacitásának alakulása. „Kevert” eluensmód esetén a komponensek retenciós
tényezője az eltérő fémionnal (M1 ill. M2) komplexált kriptand funkciós csoportok mól-
arányának ismeretében, az alábbi összefüggések felhasználásával becsülhető.

Q = (Cry) + (CryH+) + (CryHx−A) + (CryH−OH)+

+(CryM1
+) + (CryM1,x−A) + (CryM1−OH)+

+(CryM2
+) + (CryM2,x−A) + (CryM2−OH)

(3.29)

DA =
(A)

[A]
=

(CryHx−A) + (CryM1,x−A) + (CryM2,x−A)

[Ax−]
(3.30)

A különböző fémion összetételű alkáli-hidroxid mozgófázisok esetén mért, illetve a (3.29)
és (3.30) összefüggésekkel módosított bővített kriptand modell segítségével számított re-
tenciós tényező értékek egyezőségére a 3.4.11.a és 3.4.11.b ábrákon adok példát.
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3.4.11. ábra. Különböző karbonsav anionok mért és számított retenciós tényezője kálium-
lítium fémion párt tartalmazó mozgófázis esetén a Li+-ion mólaránya függvényében.
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KRIPTAND-FUNKCIONALIZÁLT TÖLTETEKEN

Kriptand állófázis esetében a kettős fémiontartalmú mozgófázisok alkalmazása a nagy re-
tenciójú komponensek visszatartásának csökkentése mellett a kromatográfiás csúcsalakok
javítását is lehetővé teszi, melyre a 3.4.12. ábrán látható kromatogramok adnak példát.

(a)

KOH (5mM)

1 2

3

0 10 20 30 40 50 60 70
Retenciós id  [min]

90% KOH - 10% LiOH

1

2

3

(b)

NaOH (5mM)

1

2

3

4 5

6

0 2 4 6 8 10 12 14
Retenciós id  [min]

80% NaOH - 20% LiOH

1

2

4
3

5
6

3.4.12. ábra. Kriptand állófázison, eltérő fémion összetételű mozgófázisok esetén mért
kromatogramok.
(a): 1−TFA, 2−BCA, 3−ftalát
(b): 1−laktát, 2−oxalát, 3−TFA, 4−fumarát, 5−BCA, 6−citrát

A megfelelő retenciós modelleket felhasználva a mozgófázis koncentrációjának és fém-
ionösszetételének együttes hatása szintén vizsgálható, mely az optimális kapacitásgradi-
ens körülmények kiválasztásában nyújt segítséget.

3.4.4. Szerves oldószer, mint ioncsere-kromatográfiás eluensmódosító
használata kriptand típusú állófázis esetén

A szerves oldószerek a minták oldhatóságának javítása és az oszloptöltetek tisztítása mel-
lett az elválasztás szelektivitásának megváltoztatására és ezáltal módszerfejlesztésre is
alkalmazhatóak.

Előbbiek ismeretében vizsgáltam a MeOH, mint szerves eluensmódosító kriptand alapú
állófázison történő elválasztásra gyakorolt hatását. Az n-decil-2.2.2 kriptand molekula
megfelelő komplexstabilitási állandóit (Függelék: 6. táblázat) felhasználva a korábbiak-
hoz hasonlóan metanol tartalmú mozgófázis esetére is meghatároztam a ligandum speci-
eszek móltörteloszlását (3.4.13. ábra). A móltörteloszlás görbék számításához szükséges
protonálódási és komplexképződési állandókat a megjelölt térfogatarányra vonatkozóan
interpolálással becsültem.

A 3.4.1.b és 3.4.13.b ábrákat összehasonlítva megállapítható, hogy NaOH mozgófázis-
hoz 4 v/v %-ban metanolt adva a fémionnal komplexált kriptand speciesz mólaránya a
korábbi pH > 12 helyett már pH ≈ 11 (elúciós tartomány) esetén eléri az 1-et. Előbbinek
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köszönhetően a funkciós csoportok közel 100%-ban komplexált formában vannak jelen,
így az oszlop ioncserekapacitása maximális.
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3.4.13. ábra. Az állófázison lévő kriptand molekulák komplexált, protonált, valamint sza-
bad formáinak mólaránya KOH (a) és NaOH (b) mozgófázisok esetén 96:4 térfogatarányú
víz:metanol elegyben.

A karbonsav anionok retenciós viselkedését 15-15 mM KOH és NaOH mozgófázisok ese-
tén 4,25%, 8,5% és 12,75% metanol tartalom mellett vizsgáltam. Az alkalmazott elúciós
körülmények között a komponensek disszociációs egyensúlyának eltolódásának retenci-
óra gyakorolt hatása elhanyagolható. Kálium-hidroxid mozgófázis mellett a metanol tar-
talom növelése minden karboxilátra vonatkozóan a retenció csökkenését eredményezte,
míg nátrium-hidroxid esetében, benzoát és szalicilát kivételével növekedés volt tapasz-
talható. Előbbiek alapvetően a komplexképződési egyensúlyi állandók változásával ma-
gyarázhatóak. Míg KOH eluens alkalmazása esetén az állófázis ioncserekapacitása eleve
maximális, addig Na-kriptand komplexképződési állandójának MeOH hozzáadásával va-
ló növelése révén növekszik az állófázis ioncserekapacitása.

Az egyes karboxilátok retenciós tényezőjének az eluens szerves oldószertartalmának függ-
vényében való változását [6] szerint az alábbi lineáris összefüggéssel írtam le.

lg k′ = lg k′0 − S ′ Φ′ (3.31)

ahol k0’ a szerves oldószer mentes alkáli-hidroxid mozgófázis esetén mérhető retenciós
tényező, Φ’ a szerves oldószer térfogataránya, S ′ pedig az adott komponens visszatartásá-
nak metanol tartalom függvényében való változását jellemző paraméter. Mérési eredmé-
nyeimet, valamint a (3.31) összefüggést felhasználva meghatároztam az egyes karbonsav
anionokhoz tartozó S ′ paramétereket, melyek értékét a 3.10. táblázatban tüntettem fel.
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3.10. táblázat. A retenciós tényező változását, az alkáli-hidroxid mozgófázis metanol
tartalmának függvényében leíró S’ paraméter alkáli-hidroxid mozgófázisok esetén.

KOH NaOH
Komponens k0’ S’ R2 k0’ S’ R2

formiát 0,463 (-1,44) - 0,206 1,66 0,9906
acetát 0,420 -1,23 0,9644 0,156 2,91 0,9692
laktát 0,420 (-1,47) - 0,174 2,49 0,9853
propionát 0,585 (-3,58) - 0,261 0,64 0,9978
piruvát 0,714 (-2,45) - 0,279 1,16 0,9616
oxalát 2,859 -2,84 0,9833 0,668 3,29 0,9815
malonát 2,897 -2,70 0,9636 0,667 3,25 0,9899
szukcinát 3,229 -2,18 0,981 0,713 3,17 0,9709
adipát 3,845 -2,84 0,9992 0,814 3,10 0,9958
pimelát 4,913 -3,51 0,9996 0,947 2,42 0,9574
fumarát 6,257 -2,99 0,8461 1,118 3,15 0,9615
maleát 3,128 -2,33 0,8101 0,678 2,83 0,9294
tartarát 3,262 -2,09 0,7922 0,675 3,48 0,9789
citrát 25,733 -5,27 0,975 2,590 4,25 0,9743
TFA 5,570 -4,50 0,9674 1,403 0,63 0,8
BCA 6,862 -4,96 0,9636 1,920 (-0,05) -
benzoát 11,724 -6,35 0,9904 3,942 -2,14 0,9631
ftalát 7,755 -4,65 0,9481 1,327 2,83 0,9963
szalicilát 73,477 (-8,01) - 34,277 -3,07 0,96

A 3.6. táblázatban szereplő komplexképződési és ioncsere-egyensúlyi, valamint a 3.10.
táblázatban feltüntetett S’ paraméterek ismeretében a (3.31) egyenletben szereplő k0’ ta-
got a bővített kriptand modell alapján számítva meghatároztam az egyes komponensek
retenciós felületeinek mozgófázis koncentráció és metanol tartalom függvényében várha-
tó alakulását (3.4.14. ábra). Az eredmények alapján a metanol, mint szerves eluensmó-
dosító alkalmazása egy további optimalizálási lehetőség a koncentráció illetve kapacitás
gradiens módszerek mellett makrociklus alapú állófázisok esetén.

Metanol tartalmú mozgófázissal végzett elúció során a retenciós tényezők és ezáltal a sze-
lektivitás változtatása mellett az elválasztás felbontása is javítható. Kísérleti munkám so-
rán azt tapasztaltam, hogy n-decil-2.2.2 kriptand típusú állófázis esetén az alkáli-hidroxid
mozgófázishoz 4-5 v/v %-ban metanolt adva kedvező változás érhető el a vizsgált kar-
bonsav anionok kromatográfiás csúcsalakjai tekintetében (3.4.15. ábra).
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3.4.14. ábra. Monovalens, valamint halogénezett és aromás karbonsav anionokra szá-
mított retenciós felületek az eluens metanol tartalmának és koncentrációjának változása
függvényében KOH (a,b) és NaOH (c,d) mozgófázisok esetén.
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3.4.15. ábra. A mozgófázis metanol tartalmának elúciós csúcsalakokra gyakorolt hatása
KOH (a) és NaOH (b) eluensek esetén.
(a): 1−acetát, 2−piruvát, 3−maleinát, 4−TFA, 5−BCA, 6−benzoát, 7−ftalát
(b): 1−pimelát, 2−BCA, 3−benzoát, 4−ftalát, 5−szalicilát
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4. Összefoglalás

A folyadékkromatográfiás készülékek teljesítményének, érzékenységének és az elválasz-
tási módszerek hatékonyságának, szelektivitásának növelése folyamatos munkát ad a szak-
emberek számára. A felmerülő analitikai feladatok hatékony megoldása, különösen komp-
lex minták esetében a kromatográfiás rendszer és az elválasztandó komponensek, továbbá
a mátrixalkotók részletes ismeretét igényli. Ezen ismeretek megszerzése gyakorlati és el-
méleti alapkutatások révén lehetséges. Doktori kutatómunkám alapvető célja az említett
alapkutatások eredményeinek bővítése, folyadékkromatográfiás gyakorlatban is haszno-
sítható információk megszerzése volt.

Támaszkodva a folyadékkromatográfia és az ionkromatográfia általánosan elfogadott el-
méleteire, felhasználva az elválasztástechnika alapösszefüggéseit, célom volt a folyadék-
kromatográfiás kolonnák tulajdonságainak, különös tekintettel azok szemcseméret elosz-
lásának (PSD), valamint nyomásesésének elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatásá-
nak részletes megismerése, továbbá komplexképződési egyensúlyi folyamatok ioncsere-
kromatográfiás jelentőségének, alkalmazhatóságának vizsgálata.

A PSD elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatásával számos tanulmány foglalkozik,
azonban mivel az oszloptöltés minősége nehezen reprodukálható, a kísérleti adatok össze-
hasonlítása nem ad egyértelmű, teljes mértékben megbízható eredményt. Előbbire tekin-
tettel doktori munkám keretében olyan elméleti modellt dolgoztam ki, mely lehetőséget
ad a PSD hatásának, oszloptöltés minőségétől független, gyors, készülék- és oldószer-
használat mentes vizsgálatára.

Az oszloptöltetek PSD szórásának elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatását az általá-
nos sebességi modell segítségével vizsgáltam. Számításaim során a töltet szemcseméret
eloszlását lognormális eloszlással jellemeztem. A szemcseméret eloszlás szórásának ha-
tékonysági paraméterekre (tányérszám, felbontás, csúcskapacitás) gyakorolt hatását 5 µm
és 2,6 µm átlagos szemcseátmérőjű, teljesen porózus illetve tömörmagvú töltetek, vala-
mint különböző vizsgálandó molekulaméret tartományok esetében vizsgáltam.

Megállapítottam, hogy a tömörmagvú fázisok szűkebb PSD-vel jellemezhetőek, és a po-
rózus töltetekhez képest, különösen a nagyméretű molekulák esetén hatékonyabb elvá-
lasztást tesznek lehetővé. A porózus töltetek tekintetében a PSD szórásának csökkenté-
sét, elsősorban a kisebb szemcseátmérőjű fázisok vonatkozásában megfontolandónak ta-
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láltam, míg tömörmagvú fázisok esetén úgy tapasztaltam, hogy az alapvetően szűk PSD
értékek csökkentésével nem érhető el további, számottevő hatékonyság növekedés.

A < 2 µm szemcseátmérőjű kromatográfiás töltetek és az UHPLC rendszerek megjelené-
sével előtérbe került az oszlop nyomásesés elválasztásra gyakorolt hatásának vizsgálata.
Több tanulmány is igazolta, hogy nagyméretű molekulák (peptidek, proteinek) esetében
a nyomásváltozás észrevehetően befolyásolja az adott komponens retencióját. Előbbi hát-
terében a mozgófázis és ezzel együtt a komponens lineáris vándorlási sebességének, vala-
mint moláris térfogatának megváltozása áll. Munkám során az oszlopbeli nyomásesés
retencióra és elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatását a Gibbs-féle szabadentalpia
egyenlet és az egyensúlyi-diszperzív modell segítségével részleteiben vizsgáltam.

Magasabb nyomásesés és moláris térfogatváltozás esetén a retenciós tényező és a vándor-
lási sebesség jelentősebb mértékű változását tapasztaltam. Megállapítottam, hogy nagy-
méretű molekulák UHPLC körülmények között történő elválasztása során a nyomásesés
okozta sebesség gradiens retenciós tényezőre gyakorolt hatása nem hagyható figyelmen
kívül.

Az egyensúlyi-diszperzív modellt a Martin-Synge algoritmus alkalmazásával megold-
va számítottam az oszlopbeli sávprofilokat, majd az elúciós csúcsprofilokat. Utóbbiak-
ból momentumanalízissel meghatároztam a várható retenciós idő, csúcsszélesség, csúcs-
aszimmetria és elérhető tányérszám értékeket. Megállapítottam, hogy a nyomásesés és
moláris térfogatváltozás növekedése a sávok hosszirányú varianciájára, valamint a csúcs-
szélesség, csúcsaszimmetria és tányérszám értékekre egyaránt kedvezőtlen hatást gyako-
rol. Számításokkal igazoltam, hogy a komponens sávok oszlopból való megnövekedett ki-
lépési sebessége egyfajta sávkompressziós hatásként, különösen a magasabb ∆p és ∆Vm

tartományokban részben vagy teljes mértékben kompenzálhatja az oszlopbeli sávszélese-
dést.

A Gd(III) és Gd(III) specieszek analitikája az 1980-as évektől kezdődően egyre nagyobb
figyelmet kapott. A különböző Gd-kelátok MRI kontrasztanyagként való felhasználása
a szennyvíztisztítási technológiák alacsony eltávolítási hatásfoka következtében jelentős
környezeti terhelést jelent. A vízkezelés során komplexből felszabaduló Gd(III) erősen
toxikus, felszíni vizekben és potenciálisan ivóvizekben való megjelenése komoly kocká-
zatot jelent. A Gd(III) és specieszeinek vizsgálata jellemzően csatolt analitikai módsze-
rekkel történik, mely technikák műszer és szerves oldószer igénye magas. Az ionkro-
matográfiás módszerek jelentősen egyszerűbb készülékigényűek és szerves oldószerek
felhasználását sem igénylik, mindemellett lehetőséget adnak az egyes Gd(III) specieszek
mellett szervetlen és szerves mátrixionok szimultán minőségi és mennyiségi meghatá-
rozására, akár magas sótartalmú minták esetében is. Előbbiek ismeretében kutatómun-
kát végeztem különböző poliamino-karboxilát ligandumok Gd3+ fémionnal alkotott kelát
komplexeinek anioncsere-kromatográfiás elválasztására vonatkozóan.
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Protonálódási és komplexképződési egyensúlyi állandók felhasználásával meghatároz-
tam az egyes ligandumok (EDTA, DCTA, DTPA) és a Gd-kelát komplex specieszek pH
és koncentrációviszonyok függvényében jellemző móltörteloszlását. Lehetséges mátrix-
komponensek közül PO3−

4 ion esetében úgy találtam, hogy annak magas mintaoldatbeli
koncentrációja befolyásolhatja a kelát komplexek kialakulását.

Az anioncsere-kromatográfiás módszert, lúgos elúció (pH > 10) mellett alkalmasnak talál-
tam Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA kelátok meghatározására. Standard mintaoldatot
injektálva a kromatográfiás csúcsokból frakciógyűjtést követően igazoltam, hogy az el-
választott csúcsok valóban Gd-DTPA és Gd-EDTA komplexekhez tartoznak. Analitikai
mérőgörbe felvételét követően meghatároztam a módszer Gd-DTPA komplexre vonatko-
zó kimutatási határkoncentrációját (LOD = 0,2 µg/L (0,37 nM)).

Cl−, NO−3 , Gd-DTPA, PO3−
4 , SO2−

4 és Gd-EDTA anionokra retenciós adatbázist rögzítet-
tem. Elméleti modell vezettem le a komponensek retenciójának mozgófázis pH és ion-
erősség függvényében való leírására. A modellt mérési adatokra illesztve meghatároztam
az egyes anioncsere-egyensúlyi és intereluens állandók értékeit. Az illesztett paraméterek
és a modell felhasználásával kiszámítottam a komponensek retenciós, valamint felbontás
felületeit. Ezen felületeket együttesen értékelve megadtam a vizsgálni kívánt komponen-
sek szelektív elválasztását biztosító optimális elúciós körülményeket.

Erős kationcserélő SPE töltet és DTPA komplexképző ligandum alkalmazásán alapu-
ló mintaelőkészítési eljárást dolgoztam ki, mely a mátrixalkotók hatékony eltávolítása
mellett biztosítja nyomnyi mennyiségű Gd-kelát komplexek reprezentatív minőségi és
mennyiségi meghatározását.

Egyszerű kémiai szerkezetük ellenére a különböző karbonsavak és származékaik szá-
mos területen (pl.: környezeti minták, élelmiszeripar, gyógyszeripar stb.) fontos sze-
repet játszanak, minőségi és mennyiségi meghatározásuk gyakori analitikai feladat. A
fordított-fázisú folyadékkromatográfia mellett ionkromatográfiás technikák (ionkizárás,
ioncsere) is lehetőséget adnak az említett komponensek meghatározására. Az ioncsere-
kromatográfiában használt állófázisok között rendelkezésre állnak makrociklikus ligan-
dummal funkcionalizált állófázisok is, melyek bár széles körben nem terjedtek el, több
előnyös tulajdonsággal is rendelkeznek. Ezen töltetek esetében az elválasztást megha-
tározó kémiai folyamatok, különösen szerves analitok tekintetében teljes részletességgel
nem ismertek, így doktori kutatómunkámat szervetlen és karboxilát anionok n-decil-2.2.2
kriptand ligandumokkal funcionalizált makrociklus alapú ioncserélőn, alkáli-hidroxidos
elúció mellett mutatott retenciós viselkedésének vizsgálatára is kiterjesztettem.

Megállapítottam, hogy az alkalmazott elúciós körülmények között a komplexált és sza-
bad kriptand specieszek túlsúlya jellemző, az egyszeresen protonált forma megjelenésével
csak Li+ fémion esetén kell számolni, kétszeresen protonált ligandum jelenléte mindhá-
rom alkáli fémion esetében elhanyagolható.
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Mono- és multivalens, eltérő protonálódási hajlammal rendelkező komponensek kriptand
állófázison való retenciójának mozgófázis ionerősség és fémion tartalom függvényében
való alakulásának előrejelzésére retenciós modellt („bővített kriptand modell") vezettem
le. A számított eredmények kísérleti adatbázissal való összevetése mellett meghatároztam
Cl−, BrO−3 , NO−2 , Br−, NO−3 , SO2−

4 és PO3−
4 , valamint formiát, acetát, laktát, propionát,

piruvát, oxalát, malonát, szukcinát, adipát, pimelát, fumarát, maleát, tartarát, citrát, TFA,
BCA, benzoát, ftalát és szalicilát anionok esetén az elválasztást KOH, NaOH és LiOH
mozgófázisok esetén befolyásoló egyensúlyi paramétereket, illetve a retenció és a kémiai
szerkezet közötti alapvető összefüggéseket.

A hőmérséklet, kriptand állófázison való retencióra gyakorolt hatásának vizsgálata során
egyértékű anionok esetében a van’t Hoff összefüggés alapján meghatároztam a retenciót
jellemző főbb termodinamikai paramétereket. Homológ sorok retenciójának hőmérséklet-
függését vizsgálva mono- és dikarbonsavak esetére megadtam a szabadentalpia változás
szénatomszám függvényében jellemző változásának mértékét.

Retenciós modelleket vezettem le a komponensek kriptand alapú koncentrációgradiens és
kapacitásgradiens elúció esetén várható retenciójának előrejelzésére. Vizsgáltam továbbá
szervetlen és karbonsav anionok retenciójának metanol tartalmú mozgófázis esetén való
alakulását és megállapítottam, hogy alacsony v/v %-ban alkalmazott MeOH eluensmódo-
sító a csúcsalakok javítása révén növelheti az elválasztás hatékonyságát.

Doktori munkám eredményei elméleti és gyakorlati területen egyaránt hasznosíthatóak. A
szemcseméret eloszlás tekintetében végzett elméleti kutatásom a folyadékkromatográfiás
oszloptöltetek fejlesztési irányainak kijelölésére vonatkozóan szolgáltat hasznos informá-
ciót. A kolonnák nyomásesésének elválasztási hatékonyságra gyakorolt hatásával kap-
csolatos eredményeim a HPLC - UHPLC módszertranszferek során adhatnak segítséget a
retenciós viselkedés, elsősorban nagyméretű molekuláknál jelentkező változásának értel-
mezésében. Gd-kelátok anioncsere-kromatográfiás elválasztásával kapcsolatban született
eredményeimmel igazoltam, hogy a csatolt technikák mellett az egyszerűbb műszer és
kevésbé terhelő vegyszerigényű ionkromatográfia is alkalmas lehet a különböző Gd(III)
specieszek minőségi és mennyiségi meghatározására, míg a kidolgozott retenciós modell
mintamátrix-specifikus módszerek kidolgozásához nyújt segítséget. Kriptand alapú an-
ioncserélő állófázison végzett kísérleti munkám hozzájárul szervetlen anionok és karbo-
xilátok makrociklikus ioncserélőn történő elválasztása során lejátszódó egyensúlyi folya-
matok részletesebb megismeréséhez. A kidolgozott retenciós modellek és meghatározott
egyensúlyi paraméterek a megfelelő elúciós körülmények meghatározásában nyújtanak
segítséget.
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Tézispontok

I. A kromatográfiás oszloptöltet szemcseméret eloszlásának (PSD) elválasztási hatékony-
ságra gyakorolt hatásának vizsgálata az általános sebességi modell matematikai megol-
dásával.

a) Különböző molekulaméret tartományokban (. 0,5−100 kDa) és kétféle (teljesen
porózus és tömörmagvú) szemcseszerkezetű állófázis esetében végzett in silico kí-
sérletek alapján megállapítottam, hogy a PSD szélesedésével az oszlophatékonyság
csökken, mely csökkenés a vizsgálandó molekulák méretének növekedésével, illetve
a szemcseátmérő csökkenésével egyre jelentősebb, akár 15% is lehet.

b) A hatékonysági paraméterek (tányérmagasság, tányérszám, felbontás, csúcskapa-
citás) relatív változásának összehasonlító elemzése alapján, a gyakorlati szórástar-
tományokat is figyelembe véve, igazoltam, hogy a tömörmagvú fázisokkal töltött
oszlopok nagy hatékonyságához a fázisok szűk szemcseméret eloszlása is hozzájá-
rul. A teljesen porózus fázisok esetében, szemben a tömörmagvú töltetekkel, a PSD
szórásának további csökkentése révén lehetőséget látok a hatékonyság növelésére.

II. Az oszlopbeli nyomásviszonyok retencióra és az elválasztás minőségére gyakorolt ha-
tásának vizsgálata a Gibbs-féle szabadentalpia egyenlet és az egyensúlyi-diszperzív mo-
dell segítségével eltérő moláris adszorpciós térfogatváltozás értékek mellett.

Elméleti számításokkal alátámasztottam, hogy az elválasztandó molekulák adszorp-
ció során bekövetkező térfogatváltozása és az oszlopbeli hosszirányú nyomásgradi-
ens együttes hatásaként a komponensek vándorlási sebessége az elúció során folya-
matosan nő. Mindez a sávok hosszirányú varianciájának extra növekedését okozza,
azonban ezt a hatást némileg ellensúlyozza a sávok oszlopból történő megnöveke-
dett kilépési sebessége. Rámutattam, hogy a két hatás eredőjeként az elválasztás
hatékonysága jelentősen (10-50%-kal) csökkenhet a kolonna nyomásesésének és a
molekula adszorpciós térfogatváltozásának függvényében. Eredményeimmel alá-
támasztottam, hogy nagyméretű molekulák (fehérjék, polimerek) megfelelő elvá-
lasztására a nagy szemcseátmérőjű (∼ 5µm) tömörmagvú oszlopok alkalmasak kis
nyomásesésük és nagy hatékonyságuk miatt.
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III. Mintaoldatbeli komplexképződés ionkromatográfiás jelentőségének vizsgálata Gd(III)-
kelát komplexek latex-alapú anioncserélőn történő elválasztásának példáján.

a) A bázikus mozgófázis ellenionjának minőségétől függetlenül alkalmazható elmé-
leti modellt vezettem le egyszerű és protonálható anionok, eluens koncentráció és
pH függő retenciójának előrejelzésére. A modell mérési adatokra való illesztésével
megadtam az intereluens, illetve Gd-DTPA és Gd-EDTA kelátok, valamint a leggya-
koribb szervetlen anionok (Cl−, NO−3 , SO2−

4 , PO3−
4 ) ioncsere-egyensúlyi állandóit.

b) A kidolgozott retenciós modell és a számított egyensúlyi paraméterek felhasználá-
sával meghatároztam az optimális (Rs ≥ 1,3) elválasztási körülményeket, mellyel
anioncsere-kromatográfiás módszert adtam Gd-kelátok szervetlen mintamátrixból
történő szelektív és érzékeny (LOD = 0,37 nM = 0,2 µg/L Gd-DTPA;
0,06 µg/L Gd3+) minőségi és mennyiségi meghatározására. Mátrixalkotók eltávolí-
tására, nyomnyi Gd3+ mennyiségi meghatározására kationcserélő SPE töltet és DT-
PA ligandum alkalmazásán alapuló mintaelőkészítési eljárást dolgoztam ki.

IV. Állófázisbeli komplexképződés ionkromatográfiás szerepének vizsgálata szervetlen an-
ionok és karboxilátok n-decil-2.2.2 kriptand anioncserélőn történő elválasztása szem-
pontjából.

a) Többértékű ill. protonálható anionokra is alkalmazható modellt („bővített kriptand
modell") vezettem le a retenciós tényező alkáli-hidroxid mozgófázis koncentráció
és fémion-tartalom függvényében való változásának leírására kriptand állófázison.
Kapcsolatot írtam le a vizsgált szervetlen és karboxilát (egy-, többértékű, alifás, aro-
más, telített, telítetlen, halogénezett) anionok retenciós viselkedése és kémiai szer-
kezete között és megadtam az elválasztást befolyásoló egyensúlyi paramétereket.

b) Kimutattam, hogy a retenció és a hőmérséklet közötti kapcsolat kriptand állófázison,
egyértékű anionokra jellemzően lineáris, a moláris entrópia retencióhoz való hozzá-
járulása elhanyagolható (∆S = −0,03-0,06 kJ/mol·K) és a moláris szabadentalpia
(∆G) adatok egyértelműen követik a retenciós tényezők értékének alakulását.

c) Modellt vezettem le a komponensek kezdeti mozgófázis koncentráció és gradiens
meredekség függő retenciójának előrejelzésére (koncentráció gradiens elúció), va-
lamint összefüggést írtam le eltérő fémion összetételű alkáli-hidroxid mozgófázisok
(kapacitásgradiens elúció) esetén jellemző retenciós tényezők számítására kriptand
állófázison. Meghatároztam a vizsgált karboxilátok retenciójának metanol tartalom
függvényében való változását és rámutattam, hogy az említett szerves eluensmódosí-
tó alacsony, ∼ 5 v/v%-ban való alkalmazásával a csúcsalakok jelentősen javíthatók.
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Theses

I. To investigate the effect of the column particle size distribution (PSD) for the chroma-
tographic efficiency based on to solve the general rate model (GRM) numerically.

a) It was found that the broadening PSD decreases the column performance. The loss
of efficiency may be up to 15%, depending on the size of molecules analyzed and the
diameter of the column packing particles. The results based on theoretical studies
for various molecular size ranges (. 0,5−100 kDa) and two type (fully-porous and
core-shell) of particle structures.

b) By the comparative analysis of relative changes of the efficiency parameters (plate
height, plate number, resolution, peak capacity), taking into account the practical
PSD deviation ranges. It was proven that the narrow particle size distribution of
the core-shell phases contributes to the high efficiency of columns packed by these
phases significantly. It was shown, that it is possible to increase the chromatogra-
phic efficiency by further reducing the standard deviation of PSD of fully-porous
particles, as opposed to core-shell particles.

II. To study the effect of the column pressure for the retention and the separation quality
in case of analytes with different molar adsorption volume change, using the Gibbs free
energy equation and the equilibrium-dispersive model.

a) It was proven by theoretical calculations that migration velocity of compounds inc-
reases during elution as a simultaneous effect of the change of molar volume of the
solutes during adsorption and the longitudinal pressure gradient. This phenomenon
affects both retention and physical band broadening. As a result, the longitudinal
variances of the bands increase significantly. This effect is partially compensated by
the higher release velocity of the bands at the end of column. It was shown that the
efficiency can decreases significantly (10-50%) as the result of these two counterac-
ting processes, depending on the pressure drop and the change of molar adsorption
volume. It was confirmed that core-shell phases with large particle diameter (5 µm)
are optimal for separation of macromolecules (e.g. proteins, polymers) due to their
low pressure drops and high efficiencies.
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III. Complex formation equilibria in the sample solution− separation of Gd(III)-chelates
on latex-based anion exchanger.

a) A theoretical model was developed to predict the retention of simple and ionizable
anions at various concentrations and pHs of the mobile phase. The developed model
is independent from the type of the counter-ion of eluent. The intereluent selectivi-
ties and ion exchange equilibrium constants for Gd-DTPA, Gd-EDTA and the most
common inorganic anions (Cl−, NO−3 , SO2−

4 , PO3−
4 ) were calculated by fitting the

model to measured data.

b) The optimal elution conditions (Rs ≥ 1,3) were determined using the developed
model and the iterated equilibrium constants. As a result, an anion exchange chro-
matographic method was introduced for selective and sensitive determination of Gd-
chelates from inorganic sample matrices (LOD = 0,37 nM = 0,2 µg/L Gd-DTPA;
0,06 µg/L Gd3+). A sample preparation method based on a solid phase extraction
procedure using strong cation exchanger and DTPA ligand was developed to extract
traces of Gd3+ and eliminate the interfering matrix components.

IV. Complex formation equilibria in the stationary phase − separation of inorganic an-
ions and carboxylates on anion exchanger functionalized by n-decyl-2.2.2 cryptand lig-
and.

a) A mathematical model, named „extended cyptand model" was developed to predict
the retention of multivalent and ionizable anions at various ionic strength and me-
tal ion content of alkali hydroxide mobile phase on cryptand based anion exchanger.
The interdependences of chemical structure and retention behaviour of inorganic and
carboxylates (mono-, multivalent, aliphatic, aromatic, saturated, unsaturated, halo-
genated) anions were analyzed. The equilibrium constants determine the separation
were calculated.

b) It was shown that the retention factor of monovalent anions depends on the tem-
perature linearly on cryptand phase. It was proven that the contribution of molar
entropy to retention is negligible (∆S = −0,03-0,06 kJ/mol·K) and the molar Gibbs
free energy (∆G) data are followed the retention order clearly.

c) Theoretical models were developed to predict the retention factors of analytes, both
at various initial eluent concentration and slope of gradient (concentration gradi-
ent elution), and at different type of eluent metal ion (capacity gradient elution) on
cryptand stationary phase. The effect of methanol content of mobile phase on the
retention of carboxylates was determined. It was shown that using a low amount
(5 v/v%) of this solvent, the peak shapes can improve significantly.
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rencia előadások és poszterek

Nemzetközi konferencián bemutatott előadások és poszterek
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Függelék

1. táblázat. Az ionkromatográfiás mérések során vizsgált komponensek főbb fizikai-
kémiai tulajdonságai. [95–98]

Vegyület neve Kémiai képlet Moláris tömeg [g/mol] D a [× 10-5cm2s-1] pKa
b (25◦C)

klorid Cl- 35,45 2,032 - - -
bromát BrO3

- 127,91 1,483 - - -
nitrit NO2

- 46,00 1,912 - - -
bromid Br- 79,90 2,080 - - -
nitrát NO3

- 62,00 1,902 - - -
szulfát SO4

2- 96,06 1,065 - - -
foszfát PO4

3- 94,97 0,824 - - -

hangyasav HCOOH 46,03 1,454 3,77 - -
ecetsav CH3COOH 60,03 1,089 4,76 - -
tejsav CH3CH(OH)COOH 90,05 1,033 3,86 - -
propionsav CH3CH2COOH 74,05 0,953 4,87 - -
piroszőlősav CH3COCOOH 88,03 1,116 2,39 - -

oxálsav HOOCCOOH 90,02 0,987 1,25 3,81 -
malonsav HOOC(CH2)COOH 104,03 0,845 2,85 5,70 -
borostyánkősav HOOC(CH2)2COOH 118,05 0,783 4,21 5,64 -
adipinsav HOOC(CH2)4COOH 146,08 0,740 4,41 5,41 -
pimelinsav HOOC(CH2)5COOH 160,09 0,710 4,71 5,58 -
fumársav HOOCCH=CHCOOH 116,03 0,823 3,02 4,38 -
maleinsav HOOCCH=CHCOOH 116,03 0,824 1,92 6,23 -
borkősav HOOC(CH2)2(OH)2COOH 150,09 0,794 3,03 4,46 -
citromsav C3H4(OH)(COOH)3 192,06 0,623 3,13 4,76 6,40

TFA CF3COOH 114,01 1,092 0,52 - -
BCA CHBrClCOOH 183,39 0,104 1,40 - -

benzoesav C6H5COOH 122,05 0,863 4,20 - -
ftálsav HOOC(C6H4)COOH 166,05 0,696 2,94 5,43 -
szalicilsav HOOC(C6H4)(OH)COOH 138,05 0,959 2,98 13,6 -

aDiffúziós állandó (végtelen híg, vizes oldatban).
bSavi disszociációs állandó.
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2. táblázat. A vizsgált szerves kelátképző és szervetlen ligandumok protonálódási állan-
dói. [99, 100]

Ligandum lgK[HL] lgK[H2L] lgK[H3L] lgK[H4L] lgK[H5L] lgK[H6L] Ionerősség [M]

EDTA4− 10,34 6,24 2,75 2,07 1,60 0,90 0,1
DTPA5− 10,56 8,69 4,37 2,87 1,94 - 0,1
DCTA4− 11,78 6,20 3,60 2,51 - - 0,1

CO3
2− 10,1 6,4 - - - - 0,1

PO4
3− 11,7 6,9 2,0 - - - 0,1

3. táblázat. A vizsgált poliamino-karboxilát ligandumok gadolíniummal képzett komple-
xeinek stabilitási állandói (25 ◦C, 1 bar). [100]

Ligandum lgK[GdL] lgK[GdHL] Ionerősség [M]

EDTA4− 17,37 2,63 0,1
DTPA5− 22,46 2,39 0,1
DCTA4− 18,8 - 0,1

4. táblázat. Néhány karboxilát ligandum gadolíniummal képzett komplexének stabilitási
állandója (25 ◦C, 1 bar). [101]

Ligandum lgK[GdL] lgK[GdL2] Ionerősség [M]

formiát 1,77 1,00 0,0
acetát 2,43 1,93 -
laktát 3,35 2,60 -
propionát 2,54 1,94 -

oxalát 6,68 4,53 0,0
malonát 5,87 3,46 -
szukcinát 4,59 - 0,0
adipát 4,26 - 0,0
fumarát 4,00 - 0,0
maleát 4,95 2,58 -

benzoát 2,70 1,92 0,0
ftalát 4,87 2,24 0,0
izoftalát 3,85 - 0,0
szalicilát 2,32 2,35 -
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5. táblázat. A kelátképződés mellett feltételezhető mellékreakciókban kialakuló szervet-
len gadolínium specieszek képződési állandó. [102]

Ligandum lgK[GdL] lgK[GdL2] lgK[GdL3] lgK[GdL4] lgK[GdHL] lgK[Gd(HL)2] lgK[GdH2L]

OH− 6,0 5,8 5,7 4,6 - - -
CO3

2− 7,8 5,3 - - 2,1 - -
PO4

3− 12,2 8,5 - - 5,7 3,9 2,4
SO4

2− 3,4 1,7 - - - - -
NO3

− 0,8 - - - - - -
Cl− 0,3 - - - - - -

6. táblázat. n-decil-2.2.2 kriptand ligandum protonálódási (pK1, pK2) és komplexstabili-
tási állandói (lgKM) különböző alkálifém-kationok esetén. [103, 104]

lgKM

Oldószer pK1 pK2 Li+ Na+ K+

víz 7,28 9,60 1,25 3,9 5,4
víz/metanol (5/95) 6,64 9,85 1,8 7,21 9,75

metanol n.a. n.a. 2,6 >8,0 >7,0

7. táblázat. Ionátmérő (di) és kavitás kitöltési hányados, valamint hidratációs szabaden-
talpia (∆G◦, 25◦C) és a fém-ligandum komplex kialakulásának entalpiaváltozás értékei
különböző alkálifém kationok esetén. [93, 103, 105]

∆H [kJ mol-1]
Kation di [Å] di/dc

a ∆G◦ [kJ mol-1] [2.2.2]S
b [2.2.2]W

c

Li+ 1,48 0,53 -510,4 -50,79 -5,86
Na+ 1,99 0,71 -412,1 -28,70 -30,96
K+ 2,66 0,95 -336,8 -22,72 -47,95

aAz n-decil-2.2.2 kriptand ligandum kavitás átmérője (dc = 2,8 Å).
bAz állófázison végbemenő komplexképződés entalpiaváltozása.
cHomogén mozgófázisban végbemenő komplexképződés entalpiaváltozása (25◦C).

xii
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10. táblázat. Karbonsav anionok kriptand állófázison mért retenciós tényező értékei KOH
mozgófázis esetén.

Mozgófázis koncentráció [mM]
1,0 5,0 15,0 30,0 50,0

Mozgófázis aktivitás [mM]
Komponens 0,96 4,61 13,0 24,5 38,6

formiát 1,209 0,764 0,434 0,309 0,269
acetát 1,775 0,921 0,495 0,331 0,292
laktát 1,828 0,954 0,506 0,336 0,294
propionát 2,213 1,162 0,618 0,403 0,350
piruvát 2,362 1,347 0,720 0,517 0,399
oxalát - 10,696 2,497 0,820 0,547
malonát - 10,758 2,583 0,838 0,528
szukcinát - 11,462 2,809 0,937 0,582
adipát - 13,185 3,231 1,098 0,669
pimelát - 15,473 3,948 1,326 0,806
fumarát - 18,528 4,847 1,636 0,990
maleát - 10,224 2,593 0,893 0,551
tartarát - 7,990 1,920 0,793 0,476
citrát - - 24,855 3,707 1,395
TFA 8,385 7,390 4,460 2,631 2,380
BCA 10,972 9,249 5,485 3,221 2,852
benzoát 20,208 15,058 8,439 6,015 4,351
ftalát - 23,641 6,893 2,026 1,192
szalicilát - - - - -

RSD% átlag 0,72 0,86 0,57 0,41 0,21

11. táblázat. Karbonsav anionok kriptand állófázison mért retenciós tényező értékei Na-
OH mozgófázis esetén.

Mozgófázis koncentráció [mM]
1,0 5,0 15,0 30,0 50,0

Mozgófázis aktivitás [mM]
Komponens 0,96 4,61 13,0 24,5 38,6

formiát 0,210 0,317 0,301 0,244 0,216
acetát 0,160 0,260 0,280 0,272 0,256
laktát 0,154 0,251 0,277 0,268 0,255
propionát 0,175 0,292 0,322 0,309 0,293
piruvát 0,163 0,299 0,339 0,330 0,315
oxalát 0,159 0,702 0,669 0,492 0,370
malonát 0,183 0,683 0,666 0,487 0,371
szukcinát 0,202 0,697 0,711 0,525 0,385
adipát 0,193 0,753 0,789 0,582 0,424
pimelát 0,207 0,834 0,898 0,666 0,485
fumarát 0,349 0,909 1,015 0,771 0,553
maleát 0,236 0,681 0,684 0,505 0,370
tartarát 0,422 1,263 0,704 0,438 0,330
citrát 0,784 3,021 2,479 1,224 0,641
TFA 0,294 0,840 1,107 1,183 1,116
BCA 0,379 1,077 1,446 1,515 1,434
benzoát 0,914 1,954 2,630 2,747 2,540
ftalát 0,365 1,071 1,185 0,896 0,636
szalicilát 5,282 13,463 21,300 23,996 -

RSD% átlag 0,66 0,46 0,29 0,14 0,07

xiv



12. táblázat. Karbonsav anionok kriptand állófázison mért retenciós tényező értékei LiOH
mozgófázis esetén.

Mozgófázis koncentráció [mM]
1,0 5,0 15,0 30,0 50,0

Mozgófázis aktivitás [mM]
Komponens 0,96 4,61 13,0 24,5 38,6

formiát 0 0,029 0,073 0,119 0,137
acetát 0,043 0,075 0,124 0,139 0,158
laktát 0,037 0,072 0,121 0,139 0,166
propionát 0,051 0,081 0,122 0,151 0,185
piruvát 0,045 0,076 0,092 0,150 -
oxalát 0,008 0,038 0,084 0,124 0,148
malonát 0,016 0,039 0,092 0,089 0,141
szukcinát 0,016 0,043 0,091 0,127 0,154
adipát 0,014 0,044 0,093 0,131 0,157
pimelát 0,018 0,046 0,096 0,136 0,162
fumarát 0,010 0,040 0,090 0,133 0,159
maleát 0 0,040 0,086 0,128 0,143
tartarát 0,016 0,043 0,091 0,127 0,154
citrát 0 0,029 0,073 0,119 0,137
TFA 0,084 0,113 0,197 0,255 0,431
BCA 0,106 0,142 0,228 0,330 0,552
benzoát 0,191 0,256 0,405 0,613 0,786
ftalát 0,011 0,045 0,101 0,144 0,161
szalicilát 0,790 0,827 - 1,885 -

RSD% átlag 0,30 0,05 0,08 0,14 0,20

13. táblázat. Kriptand állófázison mért és becsült retenciós tényező értékek egyezőségét
jellemző korrelációs egyenesek meredeksége az egyes komponensek esetén.

klorid bromát nitrit bromid nitrát szulfát foszfát
KOH 0.9573 0.9745 0.9388 0.9115 0.8815 1.0199 1.0678
NaOH 0.9579 0.9750 0.9623 1.0023 0.7853 − 0.9292

formiát acetát laktát propionát piruvát TFA BCA
KOH 1.0144 1.0706 1.0717 1.0636 1.0304 0.8163 0.8332
NaOH 1.0011 0.8713 0.7944 0.8958 0.6915 0.5192 0.5112
LiOH 0.4894 0.6846 0.7468 1.1204 0.8757 1.9076 2.0859

oxalát malonát szukcinát adipát pimelát fumarát maleát tartarát
KOH 1.0410 1.0219 1.0190 1.0221 1.0065 1.0038 1.0181 1.0737
NaOH 0.7736 0.8244 0.8305 0.7602 0.7235 0.7713 0.8352 1.1249
LiOH 0.9995 0.7897 1.1474 1.0771 1.1889 1.0954 0.3417 1.1474

citrát benzoát ftalát szalicilát
KOH 0.9287 0.9046 1.1045 −
NaOH 1.0518 0.7556 0.6947 0.8651
LiOH 0.4993 1.9915 0.9505 0.9988
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