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Kivonat

Komplex egyensiilyi és hatékonysdgi paraméterek vizsgdlata az ion- és
Jolyadékkromatogrdfiiban

A munka célja a folyadékkromatogrifia — mint az egyik legintenzivebben fejl6dé anali-
tikai médszer — teriiletéhez tartozé alapkutatasok eredményeinek bovitése.

Az "Irodalmi 6sszefoglald" a kromatografids médszerek, alapfogalmak €s elvélasz-
tdsok (linedris- ill. ioncsere-kromatografia) elméletének bemutatdsa mellett kitér a fo-
lyadékkromatografids kolonndk legf6bb fizikai és kémiai tulajdonsagaira. A mérési ko-
rilmények, eszk6zok, anyagok €s az adatok feldolgozdsdnak matematikai ill. szoftveres
hattere a "Kisérleti rész"-ben talalhato.

A Jelolt az oszloptoltetek szemeseméret eloszlas (PSD) hatasanak, kolonnatoltés mi-
ndségétdl fiiggetlen, gyors, késziilék- és oldoszermentes vizsgalatara az dltaldnos sebessé-
gi modellt haszndlja fel. Az elvalasztasi hatékonysag PSD fliggését eltérd szemcseszerke-
zetek és molekulaméret tartomanyok esetében vizsgélja. Megéllapitja, hogy a tomormag-
vu fazisok szilikebb PSD-je hozzajarul az ezen fazisokkal toltott oszlopok megnovekedett
hatékonysagéhoz, kiilondsen nagyméretli molekuldk esetén.

A Jelolt az oszlopbeli nyomadsesés elvalasztasra gyakorolt hatdsat a Gibbs-féle sza-
badentalpia egyenlet és az egyenstlyi-diszperziv modell segitségével vizsgilja. Radmutat,
hogy a nyomadsesés és a komponens moldris adszorpcids térfogatviltozdsa a retencids
tényezd €s a vandorlasi sebesség mellett, a hatékonysagi paraméterek alakuldsdra is befo-
lyassal van, mely hatds nagyméretli molekuldk UHPLC elvélasztdsa sordn nem hagyhat6
figyelmen kiviil. Szamitdsokkal igazolja tovdbbd, hogy az oszlopbeli sdvszélesedést a
komponensek megndvekedett kilépési sebessége részben vagy teljes mértékben kompen-
zalhatja.

A dolgozat tovabbi része a komplexképzddés ioncsere-kromatografids szerepével
foglalkozik. A Jelolt Gd(II)-kelatok, szervetlen és szerves matrixionok retencidjanak
egyensulyi folyamatait vizsgdlja latex anioncserélén. Modellt vezet le a komponensek
mozg6fazis koncentracid/pH fiiggd retencidjanak elbrejelzésére, €s mintaelSkészitési el-
jarast dolgoz ki a métrixalkotok eltavolitasara. A Jelolt n-decil-2.2.2-kriptand csoportok-
kal funkcionalizdlt anioncserélén vizsgélja karboxildtok és szervetlen anionok retencids
viselkedését. Modellt vezet le tobbértékd, protondlhat6 anionok mozgéfazis ionerdsség/
fémiontartalom fiiggd retencidjanak eldrejelzésére. Vizsgdlja a kriptand fazison torténd

visszatartds termodinamikai jellemz6it, valamint mdodszerfejlesztési lehetdségeit.



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 Fliissigkeitschromatographie

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

Die "Literaturiibersicht" enthélt eine Beschreibung von chromatographische Metho-
den, Grundlegende Begriffe, Trennungstheorien, und wichtigsten physikalischen, chemis-
chen Eigenschaften von Fliissigchromatographiesdulen. Die Messbedingungen, Geriite,
Materialien, und mathematische Hintergrund sind im "Experimenteller Teil" beschrieben.

Die Wirkung der PartikelgroBenverteilung (PSD) der Sdulen wurde durch das all-
gemeines Geschwindigkeitsmodell untersucht. Die Effekt der PSD fiir die chromatogra-
phische Effizienz wurde erforscht fiir verschiedene Partikelstrukturen und molekularer
GroBenbereich. Es wurde gefunden, dass die Fused-Core-Partikeln verfiigen enge PSD
und dadurch mit ihrer Verwendung wird eine hohere Effizienz erreicht im Vergleich zu
die vollstindig pordsen Partikeln, speziell fiir groe Molekiile.

Die Effekte des Druckabfall in der Sdule wurde durch die Gibbs-Energie Gleichung
und das Gleichgewichts-Dispersions-Modell untersucht. Es wurde gefunden, dass der
Druckabfall und molare Volumenédnderung beeinflusst der Retention, Migrationsgesch-
windigkeit und Effizienzparametern, weiterhin dieser Effekt kann bei der UHPLC-Trennung
von gro3en Molekiile nicht ignoriert werden. Berechnungen zeigen auch, dass die Gesch-
windigkeitsgradient durch Druckabfall kann die Bandenverbreiterung kompensieren.

Die nichsten 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 fiir Vorhersagen der Retention bei variable Konzent
rationen/pH-Wert der mobile Phase, sowie eine Probenvorbereitung Methode fiir Mat-
rixkomponente zu entfernen wurde entwickelt. Der Autor untersucht die Retentionsver-
halten die Carbonsédure- und anorganische Anionen auf einer Anionenaustauscher funk-
tionalisierte mit Kryptand-Gruppen. Es wird Modelle fiir Vorhersagen der Retention —
unter isokratischer und Gradientenelution — bei variable Ionenstéirke, Metallionengehalt
und Methanolgehalt der mobile Phase beschreibt fiir mehrwertige und protonierungsfihi-

ge Ionen.
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Vy  élloéfazis térfogat

w  sulytényezd
csucsszélesség

félértékszélesség

mintaion toltése
mintaion latszolagos toltése

& molekula-pdérusatmérd arany

x,  szemcseszerkezetet lefr6 paraméter

Zs, feliileten porézus szemcse szerkezetét
leiré paraméter

Ty, teljesen pordzus toltetszemcse szerke-

zetét leiré paraméter
y  mozgofazisbeli ellenion toltése

z oszlop menti tdvolsag

2, gradiens profilt leir6 paraméter



Bevezetés

Az analitikai modszerek fejlesztésére folyamatos és egyre novekvd igény mutatkozik ipa-
r1, kOrnyezeti, és €lettani teriileteken egyarant. A vizsgdlati technikdkkal szemben tdimasz-
tott alapvetd elvdrdsok a rovid analizisidg, valamint a megbizhatésdg és az érzékenység.
A megoldand6 analitikai feladatok sokszinlisége és komplexitdsa mintaspecifikus méd-
szerek kidolgozasat teszi sziikségessé, mely az esetek tobbségében jelentds hattérmunkat

igényel a szakemberek részérdl.

A felmeriild analitikai feladatok megolddsa sordn a miiszerezettség mellett a rendelke-
z€sre all6 1d6 a legfébb korlatozo tényezd. Beldthato, kiillonosen komplex mintak esetén,
hogy a rendszer €s a vizsgdlandé komponensek illetve a mintamétrix tulajdonsdgainak

ismerete nélkiil a médszerfejlesztés nehézkes és hosszadalmas folyamat lehet.

Az alapkutatdsok 6 célja a gyakorlati tapasztalatok €s az elméleti ismeretek kozotti kap-
csolatok megtaldldsa, mely adott esetben a mar meglévd, és alapvetden elfogadottnak
tartott elméletek kibdvitését igényli. Ezen kutatdsok eredményei olyan, a késSbbiekben
kamatoztathaté tudast adnak a szakemberek szamara, mely jelent6sen megkonnyiti, €s
nem utolsé sorban meggyorsitja az adott analitikai probléma megoldasara leginkabb al-

kalmas médszer megtaldlasat, kidolgozasat.

A Pannon Egyetem Analitikai Kémia Intézeti Tanszékén miikodd Kromatografids Ku-
tatécsoporthoz 2009-ben, még alapszakos hallgatoként csatlakoztam. Az elvdlasztistu-
domadny, azon beliil is a folyadékkromatografia elméletében és gyakorlatdban egyarint
jelent6s eredményekkel rendelkez6 csoport munkdjiaba bekapcsolddva tobb kiillonbozd
témdju kutatdsban is részt vettem, betekintést nyerve ezdltal a nagyhatékonysdgu folya-
dékkromatografia és ioncsere-kromatografia fejlodésébe. Tudomédnyos munkdmat a BSc
majd MSc oklevél megszerzését kovetden, a PhD fokozat elnyerése érdekében doktori
képzés keretében is folytattam, mely kutatdsaim eredményeit jelen értekezésben kivanom

ismertetni.



Célkituzeés

A nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia teriiletén a széleskorti hasznélatnak koszon-
hetéen folyamatos fejlesztések zajlanak mind az oszloptoltetek mind a késziilékek te-
kintetében. A 6 cél természetesen az elvalasztasok hatékonysidganak novelése, mely
alapvet6en a sdvszélesedés csokkentésén alapul. A kromatografids oszlopok tekintetében
az egyik legf6bb hatékonysdgot befolydsold paraméter a toltet szemcseméret eloszldsa
(particle size distribution = PSD), melynek hatasa széles korben vizsgalt. Fontos azon-
ban megjegyezni, hogy az oszloptoltetek mindsége nehezen reprodukdlhatd, igy a mérési
eredmények komplexek és nehezen 0sszehasonlithatéak. ElSbbiek ismeretében doktori
munkdm egyik f6 céljaként olyan elméleti kutatdst fogalmaztam meg, mely lehetdséget ad
a szemcseméret eloszlds, oszloptoltés mindségétdl fiiggetlen, gyors, valamint késziilék-
és olddszerhaszndlat mentes vizsgdlatdara. A PSD hatdsat szisztematikusan, kiilonbdz6

szemcseszerkezetek (teljesen pordzus, tomormagvu) €s eltérd vizsgalandé molekulamé-

ret tartomdnyok szempontjabdl is vizsgélni kivantam.

A kromatografids oszlopbeli nyomdsesés elvélasztasra gyakorolt hatdsdnak vizsgilata,
kiilonosen a 2 pm alatti szemcsedatmérdji toltetek és az ultranagy-hatékonysaga folya-
dékkromatografidas (UHPLC) rendszerek megjelenésével djra el6térbe keriilt. A nyomads-
véltozds, els6sorban nagyméretli molekuldk (pl.: peptidek, proteinek) esetén jelentSs val-
tozast okozhat a komponensek retencidjdban, mely jelenség a linedris dramlési sebesség
¢és a moldris térfogat megvaltozasara vezethet6 vissza. Egy kordbbi kutatdshoz [1] csatla-
kozva elméleti szinten kivantam vizsgélni az oszlopbeli nyomdsesés és a molaris térfogat-
valtozds retencids €s hatékonysagi paraméterekre gyakorolt hatdsit. Ezen vizsgdlataimat
egy kordbban mar mérési eredményekkel igazolt matematikai modell alkalmazdsaval ki-

vantam megvaldsitani.

Az elmult években a gadolinium illetve a kiilonb6zd Gd(III) tartalmi komponensek kor-
nyezeti €s bioldgiai mintakban torténd vizsgélata egyre nagyobb figyelmet kapott, tekin-
tettel a szabad Gd(III) toxikus hatdsara. A Gd(III), mint kornyezeti szennyezd f6 forra-
sat a Gd-kelatok MRI kontrasztanyagként val6 felhasznaldsa révén a korhdzi szennyviz
kibocsatdsok jelentik [2]. A felszini vizekben és akdr ivdvizben is el6forduld, jellem-
z6en nyomnyi Gd(III) mennyiségi meghatarozasara az AAS, ICP-OES és ICP-MS tech-
nikdk, mig a kiilonb6z6 Gd(III) specieszek vizsgalatara csatolt technikdk (pl.: CE/ESI-

MS, HILIC/ICP-MS, HILIC/ESI-MS, HPLC/UV-VIS, HPLC/ICP-MS, HPLC-ICP-OES)



hasznélatosak [3]. Ezen mddszerek miiszer €s szerves olddszer igénye jelentds. Az ion-
kromatogréfids technikdk szintén lehet&séget nyujtanak a kiilonbozd Gd(III) specieszek
mindségi és mennyiségi meghatarozasara, tovabba az egyes szervetlen €s szerves mat-
rixionok meghatdrozasit is lehetdvé teszik, mindemellett miiszerigényiik jelentdsen egy-
szerlibb, és nem igénylik szerves olddszerek hasznalatat. El6bbiek ismeretében ionkro-
matogréfids kutatdsaim egyik irdnyaként a mintaoldatbeli komplexképzddés Gd-keldtok
példajan torténd anioncsere-kromatografias vizsgdlatat fogalmaztam meg. A protondlé-
dési és komplexképzddési tulajdonsdgok figyelembevételével tanulmdnyozni kivantam
kiilonboz6 keldtképzd ligandumok ligos eldcids tartomanyban valé alkalmazhatdsagit,
figyelembe véve az esetlegesen zavaré matrixkomponensek hatdsat. Szisztematikusan
valtoztatott mozgdfazis Osszetétel mellett méréseket kivantam végezni kiilonboz6 Gd-
kelat komplexek és szervetlen illetve szerves anionok elvédlasztdsara, retencids adatbazis
felépitése érdekében. Olyan elméleti modell levezetését tliztem ki célul, mely alkalmas
a kiilonbozd komponensek mérési koriilményektdl fiiggd retencidjanak megfeleléen pon-
tos eldrejelzésére. Célom volt tovabba olyan mintaelSkészitési eljaras kidolgozasa, mely
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a matrixkomponensek hatékony eltavolitdsa mellett lehetdvé teszi nyomnyi mennyiség-

ben jelenlévd GA(III) fémion reprezentativ mennyiségi meghatarozdsat kiilonbozo erede-

tl mintaoldatokbdl anioncsere-kromatografids modszerrel.

Alifés és aromds karbonsavak vizsgdlatara, egyszerl kémiai szerkezetiik ellenére szdmos
teriileten, kornyezeti mintdkban, élettudoményban, ipari folyamatokban (pl.: m{ianyag-
, €lelmiszer-, gyogyszer-, kozmetikai- és vegyipar), valamint kémiai kutatdsokban (pl.:
szerves szintézisek) igény mutatkozik. Ezen komponensek analizisére leginkabb az ion-
kizarasos, a forditott-fazisu, valamint az ioncsere-kromatografids modszerek terjedtek el.
Utobbi technika el6nye, hogy a szerves és szervetlen ionos komponensek szerves ol-
dészer felhaszndlds nélkiil, nagy érzékenységgel, szimultdn vizsgalhaték. Az ioncsere-
kromatogréfidban haszndlt 4ll6fazisok kevésbé elterjedt csoportja a makrociklikus mole-
kuldval funkcionalizdlt toltetek. ElSbbiek esetében az elvdlasztast meghatdrozé kémiai
folyamatok teljes részletességgel nem ismertek, melynek okén kutatdsaim masik irdnyvo-
naldnak az all6fazisbeli komplexképz6dés anioncsere-kromatografids szempontbdl valé
vizsgdlatét jeloltem meg. Méréseimet makrociklikus komplexképz6 ligandummal funk-
cionalizdlt all6fazison, a mozgdfazis Osszetételének €s koncentracidjdnak szisztematikus
véltoztatdsa mellett kivdntam elvégezni. Olyan adatbézis felépitése volt a célom, mely
tartalmazza kiilonb6z6 karbonsav- €s szervetlen anionok alkali-hidroxid eldcidval, krip-
tand all6fazison, eltérd elvalasztdsi koriilmények esetén mutatott retencids adatait. Elmé-
leti modellt kivantam levezetni, mely alkalmas egy- és tobbértékd, illetve protonalédni
képes anionok makrociklikus 4ll6fadzison mutatott retencids viselkedésének eldrejelzésé-
re alkdli-hidroxid eldcié esetén. Vizsgdlni kivdntam tovdbbd a kiilonb6zd analitok el-
védlasztdsanak termodinamikai jellemzdit, valamint médszer optimalizaldsi lehet&ségeit.
Utébbiak tekintetében hagyoményos koncentracidgradiens, kapacitasgradiens és szerves

eluensmoddosité alkalmazdsanak elvdlasztasra gyakorolt hatdsait kivantam kutatni.



1. Irodalmi osszefoglal6

1.1. Kromatografias moédszerekrol altalanossagbhan

Tobbalkotds rendszerek mindségi és mennyiségi Osszetételének meghatirozasa az anali-
tikai vizsgélatok terén rendszeresen el6forduld feladat, mely jellemzden csak az alkotdk
egymadstdl vald elvédlasztidsa utan lehetséges. Az analitikai szeparaciés feladatok meg-
olddsanak leggyakrabban haszndlt mddszere a kromatogréfia, mely az 1970-es évektdl
jelentds fejlddésen ment keresztiil és fiiggetlen tudomannya vélt. A kromatografids méd-
szerek szdmos szempont szerint csoportosithatok, melyek koziil a legelterjedtebbek az
1.1.1. 4bran lathatéak.

Csoportositasi szempont
Kolcsonhatas Mozgéfazis Allofazis
Kromatografias agy alakja , g, . Mozgéfazis/allofazis mindsége
tipusa halmazaillapota halmazaillapota
, , Adszorpcids , . apolaris / polaris
Papirk fi k afi 1a
apirkromatografia kromatografia Gézkromatografia szildrd (Normal-fazisi kromatografia)
Kétdimenzios
Vékonyréteg Megoszlasos . . . polaris / apolaris
Fol kk fi fol k
kromatografia kromatografia olyadékkromatografia olyadé (Forditott-fazisi kromatografia)
| . ., Oszlop , Szuperkritikus fluidum |  szilard fazison polaris+ionparképzd / apolaris
H Tonk t fi
dromdimenziés kromatografia onkromatogratia kromatografia kotott folyadék (Ionparkromatografia)
Méretkizarasos puffer / toltéssel rendelkezd
kromatografia (Ioncsere-kromatografia)
Affinitas puffer / kationcseréld
kromatografia (lonkizarasos kromatografia)
polaros v. apolaros / hidrofil v. hidrofob gél
(Gélkromatografia)
vizes oldoszer / polaros
(Hidrofil k6lcsonhatason alapuld
kromatografia)
kiralis v. akiralis / akiralis v. kiralis
(Kiralis kromatografia)

1.1.1. dbra. Kromatografids modszerek csoportositasa [4-6].

A felsorolt tulajdonsdgok szdma ol tiikrozi a kromatogréfia széleskori — kornyezeti, bio-
16giai, laboratériumi, ipari stb. — alkalmazhatésagat. Az illékony komponensek vizsga-
latdra alkalmas gazkromatografia, valamint a természetes és szintetikus polimerek elva-
lasztdsara széles korben hasznalt szuperkritikus fluidumkromatografia mellett a leginkabb

elterjedt elvalasztastechnika a nagynyomadsu-/nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
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1.1. KROMATOGRAFIAS MODSZEREKROL ALTALANOSSAGBAN

(HPLC), mely analitikai és preparativ célokra, kis- és nagyméretli molekuldk (peptidek,
proteinek), enantiomerek, aminosavak stb. elvdlasztasira, tovabba csatolt technikak alkal-

mazdsa mellett proteomikai és glikonomikai kutatdsokban is széles korben hasznalt [4].

Jelen dolgozat az adszorpcids folyadékkromatogréfia, valamint az ionkromatografia targy-
korébe tartoz6 problémdkkal foglalkozik.

1.1.1. Folyadékkromatografias modszerek csoportositasa

Mint az kordbban mar emlitésre keriilt, a kromatografids médszerek kiilonbozé szem-
pontok szerint vizsgdlhatok. Az 1.1.1. dbran szerepld, taldn legfontosabb csoportositasi
szempont az elvalasztds soran haszndlt kromatografids fazisok mindsége. Az alkalma-
zand¢ 4ll6- illetve mozg6fazis az adott folyadékkromatografids feladattdl fiiggéen keriil

megvdlasztasra, ugyanis az egyes elvalasztisi médok eltérd tulajdonsdggal rendelkezd

mintakomponensek analizisét teszik lehetové.

A normdl-fazisu kromatogrdfidban (NPC — normal-phase chromatography) az oszloptol-
tet poldris (pl.: szilika), mig a mozg6fazis kevésbé poldris szerves oldészerek (pl.: he-
xdn/diklérmetan) elegye. Ez az elvdlasztdsi mddszer leginkdbb a vizoldhatatlan mintdk, a

preparativ folyadékkromatogréfia, valamint izomerek elvalasztdsa sordn haszndlatos.

A vizoldhaté komponensek vizsgélatara leginkabb elterjedt forditott-fdazisi kromatogrdfia
(RPC — reversed-phase chromatography) valamilyen apolaris (pl.: Cig) all6fézist, illetve
poldris tulajdonsdgokkal rendelkezd, viz és szerves olddszer tartalmi mozgdéfazist alkal-

maz6 folyadékkromatografids médszer.

A nem-vizes forditott-fazisu kromatogrdfiadban (NARP — non-aqueous reversed-phase ch-
romatography) az RPC-hez hasonl6éan apolaris (pl.: C;g) all6fézist, de azzal ellentét-
ben vizmentes, csak szerves olddszerekbdl all6 mozgdfazist (pl.: acetonitril/diklérmetan)
haszndlnak. Ez a mdédszer az erdsen hidroféb, vizoldhatatlan komponensek vizsgalatat
teszi lehetdvé. Az NPC, RPC és NARP modszerek az adszorpcids (1.1.2.a dbra) kroma-
togréfia teriiletéhez sorolhatok.

A hidrofil-kolcsonhatds kromatogrdfia (HILIC — hydrophilic interaction chromatogra-
phy) egy specidlis, megoszlason (1.1.2.b dbra) alapulé elvélasztdsi technika az er&sen
polaros, igy a forditott-fazisu tolteteken retencidét nem vagy csak alig szenvedé kompo-
nensek vizsgédlatara. Ezen modszer esetében mind az all6fazis (pl.: szilika vagy amid
kotésiti) mind a mozgdfazis polaris karakteri. Az eluens, hasonléan az RPC technikéhoz,
viz és szerves olddszer (pl.: acetonitril) keveréke, azonban ebben az esetben a viztartalom
novelésével érhetd el az elicids erd novekedése [4].
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(a) (b)

mozgofazis mozgofazis
mintamolekula

szilard hordozo
allofazisként modositatlan hordozd

(c)

mozgofazis
ionos T T
mintamolekula™~ — @ @ T &5 T )

allofazis
kovalensen koétott ionos csoportokkal

1.1.2. dbra. Adszorpcién (a), megoszlason (b) és ioncserén (c) alapulé kodlcsonhatasok
sematikus abrazolasa [5].

1.1.2. Ionkromatografias modszerek csoportositasa

A folyadékkromatogréfia masik nagy teriiletét az ionkromatogréafidas modszerek jelentik,
melyeket alapvetéen az elvdlasztandé mintaalkoték mindsége kiillonboztet meg a korab-
ban emlitett, hagyomdnyos technikdkt6l. Az ionkromatogréfia azon folyadékkromatogra-
fids modszerek gytijtoneve, melyek ionos vagy ionizdlhaté komponensek analizisét teszik
lehetové. Az aldbbiakban a harom legelterjedtebb ionkromatografids technikat ismerte-
tem részletesebben.

Az ioncsere-kromatogrdfia alapvetden az allofazis és a mozgofazis kozott lejatszodo ion-
csere-folyamatokon (1.1.2.c dbra) alapszik, de polarizdlhat6 ionok esetén tovabbi, nemi-
onos adszorpcids folyamatok is befolydsoljdk az elvalasztdsi mechanizmust. A kompo-
nensek visszatartdsa a sztirol, vinil-benzol, metakrilat vagy polivinil-alkohol alapt poli-
mer gyantdn elhelyezkedd funkcids csoportokkal valé kolcsonhatdsokon alapul. Ezzel a
modszerrel, megfelelden funkcionalizalt 4ll6f4zist haszndlva mind szervetlen, mind pedig
szerves anionok és kationok vizsgédlata megvaldsithaté. Kvaterner ammoénium funkcids
csoportokkal elldtott polimer 4ll6fazisok anionos, mig szulfonat vagy karboxilat ioncse-
rél6 helyekkel rendelkezd gyantdk kationos komponensek elvélasztasat teszik lehetové.
Az ionkizdrdsos kromatogrdfidban a visszatartds mechanizmusat a Donnan-kizarés, a
sztérikus-gétlds, valamint adszorpcids folyamatok, tovabba bizonyos toltetek esetén H-
hid kotések egyiittesen befolydsoljak. Ionkizardson alapuld elvélasztdsokban jellemz6en
nagykapacitasu, teljesen szulfondlt, polisztirol-divinilbenzol kopolimer alapu kationcse-
réld tolteteket haszndlnak. A mddszer alkalmas gyenge szervetlen és szerves savak vizs-

gdlatdra, valamint az emlitett 4ll6fdzisokon retenciét nem szenvedd erds savaktdl vald



1.2. FOLYADEKKROMATOGRAFIAS ALAPFOGALMAK, HATEKONYSAGI
PARAMETEREK

elvalasztisara. Megfeleld detektaldsi modot vdlasztva aminosavak, aldehidek és alkoho-
lok is vizsgélhat6ak ezzel a technikdval.

Az ionpdr-kromatogrdfidban alapvetéen adszorpciés folyamatok hatdrozzdk meg a kom-
ponensek visszatartasat. Az all6fazis jellemzden semleges, alacsony polaritdsu, nagy faj-
lagos feliilettel rendelkezé divinil-benzol vagy oktadecil-szilika. Az oszlop szelektivitd-
sat az alkalmazott mozg6féazis (pl.: viz, vizes puffer oldat) hatdrozza meg, mely szerves
modositot, a vizsgdlandé komponensnek megfeleld ionparképz6 reagenst tartalmaz. Az
ionpar-kromatografia anionos és kationos feliiletaktiv anyagok, valamint dtmenetifém-
komplexek elvédlasztdsdra alkalmas technika [6].

1.2. Folyadékkromatografias alapfogalmak, hatékonysagi

paraméterek

A folyadékkromatografids elvélasztdsok sordn a mintaalkotdk visszatartdsat azok all6fa-
zissal kialakul6 interakcidja hatdrozza meg. Amennyiben ezen kolcsonhatdsok erdssége
megfelel6 mértékben kiillonbozik az egyes komponensekre vonatkozdan, uigy lehetvé
valik azok fizikai elvélasztasa és 6ndll6 detektaldsa.
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° o -0
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\ o o o
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1.2.1. abra. Haromkomponensii minta kromatografids elvalasztdsanak mechanizmusa [4].

A vizsgélandé minta kis térfogatdt az oszlopra injektdlva az elvalasztandé komponensek

a mozgo6fazis hajtdereje révén folyamatosan haladnak a detektor irdnydba (1.2.1. 4bra).
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Els6ként a visszatartdst nem szenvedd oldoszer molekuldk 1épnek ki az oszlopbdl. Az 4l-
l6f4zissal kolcsonhatést kialakité mintakomponensek, annak eltérd erdssége fiiggvényé-
ben haladnak, és kiilonb6z6 idok alatt hagyjak el az oszlopot [4].

Habar az injektélds sordn igen keskeny mintasav keriil az oszlopra, a komponensek adott
szélességli, Gauss-jellegli csicsok formdjiban jelennek meg a kromatogramon. Ezen gor-
bék csicsmaximumadnak helye, illetve a gorbe alatti teriilet egyedi min8ségi és mennyisé-
gi informdciot szolgaltat az adott komponensrdl. Az injektdlt mintasav kiszélesedése az
oszlopban lejatszodo lassu adszorpcids kinetika, longitudindlis- €s orvénydiffizio, vala-
mint egyéb oszlopon kiviili hatdsok kovetkezménye. Altaldnossagban elmondhaté, hogy
minél nagyobb visszatartdst szenved egy adott komponens az 4ll6fazison, annél szélesebb
zoéndban hagyja el oszlopot, és anndl nagyobb bazisszélességii csicsként jelenik meg a

kromatogramon [4].

Az aldbbiakban a visszatartds mértékének, azaz a komponensek retencidjanak és az elva-

lasztds hatékonysdganak szdmszert jellemzésére szolgald alapfogalmakat ismertetem.

A komponensek oszlopban valé tartézkodasanak ideje azok vandorlasi sebességétdl fiigg,
melyet az 4ll6- illetve mozgdfazis kozotti megoszlas hatdroz meg. ElSbbi egyensilyi

7 z

folyamat az Gin. megoszldsi hdnyadossal (I{y) jellemezhetd, melynek szdmszer( értékét

Kg== (1.1)
Cm

az adott komponens all6- és mozgdfazisbeli koncentracidjanak (cq ill. ¢,,) hdnyadosa adja
meg. Az elvélasztas sordn lejatszod6 egyensulyi folyamatok €s az azokkal 0sszefiiggés-
ben 1év6 vandorlési sebesség er6sen fiigg az adott komponens molekuléris tulajdonsaga-
itél, a mozgofazis Osszetételétdl, az allofazis kémiai szerkezetétdl, valamint a hGmérsék-
lett6l. A nyomds retenciéra gyakorolt hatdsa jellemzden kicsi, a hagyomanyos késziilékek
esetében alkalmazott koriillmények kozott (pl.: < 5000 psi) tobbnyire elhanyagolhat6 [4].

Adott komponens visszatartdsa a retencids tényezé vagy mas néven kapacitasi faktor (k)
értékével irhat6 le a megoszlasi hanyados, valamint az 4ll6- és a mozg6fazis térfogatara-
nydnak ismeretében (1.2).

k= VK; Ky (1.2)
A retencids tényez6 a kromatogram kiértékelésével, az adott komponenscsiics maximu-
mahoz tartozd retencios idd (tgr), illetve az olddszercsicshoz tartozé holtidd (ty) alapjan
i1s meghatdrozhat6 (1.3).

o (tr—to)
to

El6bbi megkozelitéssel a retencids tényezd egyszerlien és pontosan szamithatd, mely je-

(1.3)

lentésen megkonnyiti a gyakorlati munkat mind a rutin analizisek mind pedig a médszer-

fejlesztés soran [4].



1.2. FOLYADEKKROMATOGRAFIAS ALAPFOGALMAK, HATEKONYSAGI
PARAMETEREK

A komponensek retencids id6 értékei mellett a hozzdjuk tartoz6 csticsok geometridja
is fontos informdcidval szolgdl az elvdlasztast illetden. Idedlis esetben szimmetrikus,
Gauss-gorbe jellegli csticsok alkotjak a kromatogramot, azonban gyakran taldlkozhatunk
el6bbitdl eltérd csticsalakokkal (1.2.2.a dbra), melyek jellemzésére az aszimmetria (Ag) il-
letve "tailing" (1'F') faktorok szolgdlnak. Er6sen aszimmetrikus csicsok esetén (T'F' > 2),
melyet el6idézhet a kolonna mechanikai ill. kémiai sériilése, a nagy injektélési térfogat,
termosztaldsi probléma, nem megfelelden megvélasztott minta ill. eluens koncentricio,

pH stb., jelentdsen romlik az elvélasztds hatékonysaga.

(a)

Aszimmetria faktor (As) Tailing faktor (TF)
= B/A (10% H) = (A +B)/2A (5% H)

cslcsmagassag 10%-a _>|:

(b)

Je«— cslUcsmagassag 5%-a

tg (/) ‘
tr (/)

v

3.93 min

1.2.2. dbra. Kromatografids csucsok geometridjanak jellemzése aszimmetria (a) illetve
csucsszélesség (b) alapjéan [4].

Mint ahogy az az 1.2.1. &dbrdn is lathatd, a mintaalkotok oszlopbeli viandorldsa sordn a
mintasdv kiszélesedik, ezaltal a komponensek a kromatogramon adott szélességii csticsok
formdjéban jelennek meg. Konnyen beldthatd, hogy a csticsok szélessége hatdssal van az
elvdlasztis hatékonysdgdra. Utobbi egyik mérdszama az un. tdnyérszdam (IN'), amelynek

()
N=16 [ 2 (1.4)

értéke az

w

Osszefliggéssel, a retencids 1d6 és a csiicsszélesség (W) ismeretében szdmithatd. tr és
W egyarant komponenstdl, oszloptdl és elvalasztasi koriilményektdl fliggd paraméterek.
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1.2. FOLYADEKKROMATOGRAFIAS ALAPFOGALMAK, HATEKONYSAGI
PARAMETEREK

A csucsszélesség meghatdrozasanak modja az 1.2.2.b dbréan lathatd, mely szerint a bazis-
szélesség (alapvonali csucsszélesség) a kromatografids cstics oldalaira, az inflexids pon-
tokon 4t illesztett egyenesek altal kijelolt idoablak szélességét jelenti. A csucsszélesség
egyszerlibb €s pontosabb mérésére a félértékszélesség (W, 5) szolgél, mely a kromatog-
rafids csicsmagassdg felénél (1.2.2.b dbra) mért csicsszélességet jelenti. A tdnyérszam a

félértékszélesség ismeretében az (1.5) Osszefiiggés szerint szamithato [4].

2

lr

N =5,554 | — (1.5)
(Ww)

Az (1.4) és (1.5) egyenletek szimmetrikus csticsok esetén jol alkalmazhatéak, azonban
aszimmetrikus csticsok esetén haszndlatuk nem javasolt. Az egyik széles korben elter-
jedt, tinyérszam meghatarozasara alkalmas Osszefiiggés erésen aszimmetrikus (7'F' > 2)

csucsok esetében a Dorsey-Foley-egyenlet (1.6),

v — A7 (tr/Woa)®
~ (B/A)+1,25

mely a teljes csicsmagassag 10% -dndl mért aszimmetria faktor (Ag, ,) €s cstcsszélesség

(1.6)

(Wo,1) ismeretében adja meg N értékét [7].

A kromatografids oszlop elméletben feloszthat6 olyan részekre, melyekben az elvélasz-
tand6 komponensek megoszldsa az all6- és a mozgofazis kozott az egyensulyi megosz-
lassal azonos. Ezen egyenstlyi egységeket nevezziik tdnyéroknak. Azt, hogy egy adott
oszlop hany darab ilyen tdnyérra oszthatd, az elméleti tdnyérszammal adhatjuk meg, mely
ezen megkozelitésben az adott L hosszisagu oszlopban elhelyezkedd, H magassagu ta-
nyérok szamat jelenti (1.7).
L
N=-+ (1.7)
A megfelel6 elvdlasztast biztosité kromatografids koriilmények kivélasztdsa sordn fontos
mérészam az adott médszerrel elérhetd felbontds (R).
R — 21tro) ~ tro) (18)
Wi + W,
A felbontds szamitdsandl a két egymads utan eludlédé komponens (i és 7) retencids ide-
jének kiilonbségét és a csticsok szélességét egyiittesen vessziik figyelembe. Kiilondsen
mennyiségi meghatdrozas sordn, az alapvonali elvélasztds preferdlt, mely két kozel azo-
nos méretl csucs esetén Ry > 1,5 felbontds értéket jelent. Az (1.8) egyenletbdl lathato,
hogy a felbontds javitdsa a retencios 1dok kiillonbségének novelésével és/vagy a csicsszé-
lességek csokkentésével érhetd el. Fontos megjegyezni tovabb4, hogy a csticsok aszim-
metridjdnak novekedése jelentdsen rontja a felbontést, igy adott esetben a csucsalak javi-

tasdra is sziikséges hangsulyt fektetni.

10



1.3. FOLYADEKKROMATOGRAFIAS ELVALASZTASOK ELMELETE

Moddszerfejlesztések sordn jellemzGen az (1.9) Osszefiiggés haszndlatos, mely egyszer(
(azonos csucssz€lességet feltételez) és emellett megbizhato leirast ad a felbontds szdmi-

tasdra a hatékonysag, a szelektivitas €s a retencio egyiittes figyelembevételével.

1 —1 k
Ro=-VNy (= — (1.9)
4 « m \1+ k ©

ahol a szelektivitasi tényezd

o= = (1.10)

A mddszer felbontdsa leghatékonyabban a szelektivitds valtoztatdsaval novelhets, azon-
ban a megfeleld elvalasztds érdekében mindhdrom tagot (a, b, c) célszeri optimdlni. A
modszerfejlesztések elsd 1€pése az oszlop kivalasztdsa (tanyérszam, oszlophossz, szem-
csedtmérd stb.), melyet a megfeleld retencids tartomédny (1 < &£ < 10) elérése, majd a
szelektivitds optimdldsa kovet. A végss 1épés a felbontds és az analizisidé kozott komp-

romisszumot adé médszer megtaldldsa.

Nagyszamu komponenst tartalmaz6é mintak esetén, ahol jellemz&en nincs sziikség teljes
alapvonali elvdlasztdsra, a felbontds helyett az Gn. csiicskapacitds (n.) szolgél a haté-
konysdg jellemzésére.

\/N thn
c=1+ " In—"=
n + 1 n 1o

ahol g max az utols6ként elualodo csucs retencids ideje. A csucskapacitdssal azon csu-

(1.11)

csok szamat adjuk meg, melyek R, =1 felbontassal az dltalunk megvalasztott analizisidon
beliil a kromatogramon azonosithatok. Ortogondlis elvdlasztas esetén a teljes csicskapa-
citds az egyes dimenzidk csucskapacitdsanak szorzata, mely jol mutatja a kétdimenzids

elvalasztasok 1étjogosultsagat a kiemelten komplex mintdk analizisében [4].

1.3. Folyadékkromatografias elvalasztasok elmélete

A folyadékkromatografias elvalasztdsok sordn lejatszodo fizikai és kémiai folyamatok is-
merete €s megértése jelentdsen megkonnyiti a kisérleti munka megtervezését, a mérési
eredmények feldolgozasat/értelmezését, valamint az adott rendszer adta lehet6ségek ha-
tékony kihaszndldséara irdnyulé médszerfejlesztést.

A kovetkezdkben a kutatémunkdmhoz szorosabban kapcsol6do, folyadékkromatogréfia-

ban ismert elméleti modelleket mutatom be.
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1.3.1. Elméleti modellek a linearis kromatografiaban

A kromatogréfia bonyolult, egymadssal jellemzden kapcsolatban 4116 hidrodinamikai, ter-
modinamikai és kinetikai folyamatokat foglal magdba, melyek egyardnt fontos szerepet
jatszanak az elvélasztds végs6 kimenetelében. Az eldcids profilok leirdsdra, a linedris
kromatogréfia fejlédési irdnyainak megfeleléen az alabbi harom modell tipus alakult ki.

e tanyérmodellek

e statisztikus modellek

e anyagmérleget és anyagataddsi kinetikat leir6 differencidlis egyenletek megolddsara

szolgalé modellek

A tanyérmodellek (Martin és Synge (1941) [8], illetve Craig (1944) modell [9]) a kroma-
togréifidas oszlopot adott szdmu, jol elkiilonitett, tokéletesen kevert celldra osztjdk, mely
egységekben a mozgo- €s az allofazis tokéletes egyenstlyban van. Ezek a modellek em-
pirikus modellnek tekinthetdk.

A statisztikus modellek (Giddings és Eyring (1955) [10], Dondi (1986, 2002) [11, 12],
Felinger (1999, 2004) [13,14]) a "mikroszképikus valdszintiségi" modszert alkalmazzak,
mely a kromatografids elvalasztédst sztochasztikus folyamatként kezeli, és a komponensek

oszlopbeli vandorldsara, a savprofilok leirdsdra valdszintiségi stirliség fliggvényt vagy ka-

rakterisztikus fiiggvényt alkalmaz.

A kolonna mentén folyamatosan haladé mintakomponens savok profilja a megfeleld to-
megmérleg egyenlet rendszerek megoldédsdval irhaté le, melyhez sziikséges tovabbd a
kezdeti és peremfeltételek, valamint az 4ll6- és a mozgéfazisbeli koncentraciok kozotti
kapcsolat, azaz az adszorpcids izoterma definidldsa. Amennyiben feltételezziik, hogy az
elvalasztand6 komponensek a kromatogréfids oszlopban val6 tartézkodasuk alatt kémiai-
lag nem alakulnak at, igy minden komponensre felirhatjuk a differenciélis tomegmérleg
egyenletet.

Az elvalasztas sordn a mozgoéfazisra vonatkozdan felirhaté differencidlis tomegmérleg
szerint az i komponens Az szélességli kolonna részbe At id6 alatt belépd és azzal egy
id6ben kilépd mennyisége kozotti kiilonbség az adott oszlopszakaszban felhalmoz6dé

mennyiséggel azonos [15].

Ni,Z |Z+AZF

v

<

A ZAAZ

1.3.1. dbra. Differencialis tomegmérleg a kromatogréfids oszlop adott szakaszaban [15].
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Az emlitett kolonnaszakaszba belép6 és onnan kilép6 tomegaram az alabbi egyenletekkel

adhat6 meg.

le =cS (UO Ci DLi%) (1128.)
n0z )|,
oC;
Nizloin,=€S (uo C; DL,i—) (1.12b)
0z z+Az,t
d2
S=rR= W4C (1.12¢)

ahol € a toltet teljes porozitdsa, S a kolonna keresztmetszetének teriilete, ug a mozgo6fazis
atlagos dramldsi sebessége, C; és Dy,; a komponens mozgéfizisbeli koncentracidja illet-
ve axidlis diszperzids tényezdje, z az oszlop menti tdvolsdg, R. és d. pedig a kolonna
sugara illetve atmérdje. Az (1.12a) és (1.12b) egyenletekben a zdrdjelben szerepld elsd
tag a konvekcidt, mig a masodik tag a molekuldris és az 6rvénydiffizié okozta axidlis
diszperziét irja le. A be- és kilép6 tomegaramok kiilonbsége a vizsgélt SAz térfogati

kolonnarészben

1.1
“ot ot (1.13)

zZ,t

SAz ( % 1o 805’1)

ElSbbi osszefiiggéseket felhaszndlva, amennyiben Az nulldhoz tart, valamint a mozg6fa-
zis térfogatdram €s az axidlis diszperzid értékét allandonak tekintjiik, ugy a tomegmérleg
egyenlet az alabbi forméaban irhat6 fel.
oC; 0Cs; oC;, 92C4
F—= =Dyi— 1.14
ot * ot o 0z b9 (1.14)
ahol a fazisarany F' = V;/V,, = (1 — €)/e alakban az dll6- (V;) és a mozgéfazis (Vy,)

térfogat ismeretében szamithat6. Az (1.14) egyenlet bal oldalan a mozgé- illetve az all6-
fazisbeli visszatartds €s a konvekcid, az egyenlet jobb oldaldn pedig a diffuziot leird tag

szerepel.

Az oszlopban végbemend folyamatok tomegmérlegét és az anyagdtadasi kinetikat leird
masodfoku parcidlis differencidlegyenlet rendszerek megoldédsa kapcséan legismertebb el-
méletek

e a kromatografia idedlis modellje,

e az egyensulyi-diszperziv modell,

e az Osszevont kinetikai modell,

e az altaldnos sebességi modell és

e az Osszevont porusdiffizids modell.
A kromatografia idedlis modellje (Wicke (1939) [16], Wilson (1940) [17], DeVault (1943)
[18]) a legegyszeriibb elmélet, mely elhanyagolja az axialis diszperzi6 savprofilra gyako-

rolt hatdsat, tovdbb4 az anyagdtadds kinetikdjat végteleniil gyorsnak tekintve olyan végte-
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len hatékonysagu oszlopot feltételez, melyben az all6- és a mozgo6fazis dllandd egyensuly-
ban van. A fenti egyszer(sitéseknek kdszonhetden a modell jol alkalmazhaté nemlinedris

izoterma profilok esetén az oszlopban zajl6 termodinamikai folyamatok leirdsara.

1.3.1.1. Egyensiilyi-diszperziv modell

A kromatogréfia egyensiilyi-diszperziv modellje (Giddings (1965) [19], van Deemter (1956)
[20], Haarhoff és Van der Linde (1966) [21]) szerint amennyiben az anyagétadasi kine-
tika nem végteleniil gyors, igy minden nem-egyensulyi eredet(i, sdvprofil alakulasdhoz
hozz4jarul6 folyamat (anyagataddsi gatlds, véges adszorpcid-deszorpci6 kinetika) 0ssze-
vonhat6 egy un. ldtszolagos axidlis diszperzids tagba, mely az elvélasztds sordn dlland6
€s a koncentraciotdl fiiggetlen paraméter [15].

6Ci 8qi 801 . 6201
ot +Fat + ug 92 = Da7i_a,22 (1153)
HL Hug
D,; = 2_250 =5 (1.15b)

ahol ¢; a komponens all6fazisbeli egyensilyi koncentraciéja. A latszélagos diszperzids
koefficiens (D, ;) az oszlophossz (L), a mozg6fazis dramldsi sebessége (u) és a holtidé
(tp) ismeretében kapcsolatot teremt a tomegmérleg egyenlet, valamint az oszlop hatékony-
sagat (H) jellemzd elméleti tinyérmagassag (HETP = height equivalent to a theoretical
plate) kozott. Linedris izotermat feltételezve, ¢ = a C' ahol a izoterma paraméter a meg-
oszlasi hanyadossal azonos, ugy k = F' a és a modell az alabbi formédban adhaté meg.
2

% + UO% = Da% (1.16)
Az dsszevont kinetikai modellek (Ruthven (1984) [22]) esetében az altaldnos tomegmérleg

(1+k)

egyenlet kinetikai egyenletekkel boviil, ezéltal figyelembe vehetdk a savszélesedést oko-
z6 kinetikai eredet(i folyamatok. Amennyiben az adszorpcié/deszorpcid, azaz a retencids
mechanizmus a leglassabb folyamat az elvédlasztds sordn, ugy a reakcid-diszperziv mo-
dell, mig ha az anyagatadasi mechanizmus sebessége a meghataroz6 akkor a transzport-

diszperziv modell hasznalatos.

1.3.1.2. A kromatografia altalanos sebességi modellje

A legatfogdébb kromatografids elmélet az dltaldnos sebességi modell, mely minden a
sdvprofil alakuldsara hatdst gyakorl6 termodinamikai és kinetikai folyamatot figyelembe
vesz, beleértve az axidlis diszperzidt (molekuléris és 6rvénydiffuzid), az anyagatadasi gat-
last (kiilso és belsd film anyagétadasi gétlds), a porusbeli diffuziét, valamint az adszorp-

cid és deszorpcid kinetikdjat. Az altalanos sebességi modell elkiiloniti a toltetszemcsék
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kozott daramld (1.17a) illetve a szemcsék porusaiban stagnald (1.17b) mozgofazist és

azokra kiilon tomegmérleg egyenletet hatdroz meg.

oc oC Jq 0*C

— t —+ F—= =Dy —— 1.17
Yoy Tt T e T Pz (1.172)
oC, oC. 0%C 20C
TP (] — ) s = P, 277 1.17b
"ot (1=e) ot p<8r2 +7’ 87“) ( )

ahol ug a mozg6fazis linedris vandorlasi sebessége (L /ty), F az oszlop teljes porozitdsa-
nak ((1 — €)/¢) ismeretében megadhaté fazisarany, Dy, az axidlis diszperzids koefficiens,
mely a molekuldris és az 6rvénydiffuzios dllandok Osszege, €, a szemcse belsd porozitésa,
(', a komponens porusbeli, Cy az dll6fazis 4ltal adszorbedlt koncentricidja, D), pedig a

porusbeli diffiziés koefficiens.

Az adott szemcsére vonatkozdan az dll6fazisbeli koncentrdcid (q) gdbmbszimmetrikus, 7,

sugard szemcse esetén
Tp

q:-% r? qdr (1.18)
3 Jo
Az (1.17a) egyenletben szerepl$ Jq/0t tag az adott szemcsére vonatkoztatott atlagos ad-
szorpcids sebesség, mely gomb alaki szemcsék esetén, mint a kiilsé feliiletre vonatkoz6
peremfeltétel az (1.19) egyenlettel adhaté meg, ahol £ a kiilsé anyagatadési tényezd.

9 319G,

ot 1, D, Or

31
= _(O_ Cp|

- 2 1.19
=rp ’I"p kf ( )

r:rp)

Ha feltételezziik, hogy az adszorpcid-deszorpcid sebessége végteleniil gyors, akkor a
komponens mozg6- és alléfazisbeli koncentracidjanak kapcsolatit az adszorpcids izoter-
ma adja meg, mely linedris kromatografidban Cs = K,C,,. Amennyiben az adszorpcié-
deszorpcio folyamata lassu, tgy a két fazisbeli koncentracié kapcsolata kinetikai egyen-
lettel, elsdrendd kinetika esetén az aldbbi Osszefiiggéssel irhato le.

oCs

* CS
a ka(Cp — Cp) = Fa (Cp - E) (1.20)

ahol k, és K, az adszorpcio sebességi illetve egyensilyi dllanddja, C') pedig az egyensu-

lyi pérusbeli koncentracio.

Az 4ltalanos sebességi modell 6sszetettségébdl adéddan kevésbé népszerii, mint az egyen-
sulyi-diszperziv modell, és haszndlata els6sorban a lassu anyagataddsi kinetikaval jelle-
mezhetd kromatografids elvédlasztasok esetén indokolt.

A parcidlis differenciél egyenletek rendszerén alapul6 altaldnos sebességi modell megol-
dasa numerikus médszer alkalmazdasat igényli. A modell linedris izotermdra vonatkozé
megoldasat Laplace-tartomanyba els6ként Kucera [23] és Kubin [24] (1965) irtak le. Bar
el6bbi megoldéds nem transzformélhat6 vissza idOtartomanyba, a kromatografids sdvokat

egyértelmiien leir¢ statisztikai momentumok kdnnyen szarmaztathatéak beldle.
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Az L hosszisagi oszlopbdl kilépd savprofil n-edik momentuma (1.21a), n-edik abszolut
vagy normalizdlt momentuma (1.21b) és n-edik centralizalt momentuma (1.21c) az alabbi
egyenletekkel adhat6é meg [15].

M, = / L)t" dt (1.21a)
M, _ [y Ct,L)t" dt

= — 1.21b

T, T O L) dt (1210
2O, L)t — pp)™dt

7= fo ( ) )( /‘Ll) (1210)

Hin JoSC(t, L) dt

A kromatografids cstiicsok alapvetéen harom momentummal jellemezhetok. A nulladik
momentum (1) a csucs teriiletét, az elsé abszolit momentum (x4 ) a komponens retencids
idejét, mig a masodik centralizalt momentum (7i,) a variancidt, azaz a cstcsszélességet
adja meg. Az 4dltalanos sebességi modell alapjan a kromatografids csuics els6 momentuma
a toltetszemcse porozitdsdnak (e,) figyelembevételével

L
[y =tg = " 1+ 2,(Ka(l =€) +6) (1.22)
A cstics masodik centralizdlt momentuma, az adszorpcié-deszorpcid kinetikdjat végtele-
niil gyorsnak tekintve a (1.23) egyenlettel adhaté meg.
2L
fiz =~ (Oax + 0 + a) (1.23)

ahol 6, és & az axidlis diszperzidra illetve a kiils6 anyagtranszportra vonatkozé tagok,

melyek az aldbbi Osszefiiggésekkel szamithatok.

Oax = % (14 2, (Ka(1 =€) + &) (1.24a)
5t = ~2 [1,(Ka(1 — ) + )] (1.24b)
3k

Az (1.24b) egyenletben kr a kiils6 anyagataddsi folyamat sebességét jellemzi. A fenti
Osszefiiggésekben szerepld z;, tag egy a toltetszemcse szerkezetét figyelembe vevo para-
méter, mely teljesen pordzus (totally porous = tp) illetve feliileten porézus (superficially

porous = sp) szemcs€k esetében az aldbbi Osszefiiggésekkel irhato le.

— ;ee) (1.252)
_ 3
— Ge)eil r) (1.25b)

ahol ¢, az oszlop porozitdsa, p pedig a tomor mag sugardnak (r....) a szemcse teljes su-

gardhoz (r,,) viszonyitott ardnya (p = reore/7p)-
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A toltetszemcsék porusaiban zajlo diffizio savszélesedéshez valé hozzdjaruldsa (dq) tel-

jesen illetve feliileten por6zus szemcsék esetében az aldbbiak szerint irhato le [25].

P I Gl N R S (1.26a)
W TIED, e ald =) T 6p 202
7,12) (1 - ee) 2
Odsp = b [Ka(1—€,) + €] (1.26b)
P e
1 2 2 _ 3 4
B (1-ppli2etsr — o — 5 (1.26¢)

T+ o+ 0P

Az éltaldnos sebességi modell Laplace-tartomdnyban valé megolddsaval kapott momen-

tumokat felhaszndlva az oszlop elméleti tdinyérmagassaga (/1)

H="1r (1.27)
Hi
Osszefliggést felhaszndlva az aldbbi formaban adhaté meg.
g2l 2 kN g (1.28a)
= — 4+ — — .28a
Uo F 1 + k‘l 15Dp Skf
1—e
ky = - (Ka(1—€p) +€p) (1.28b)

ahol uy a mozgdfazis linedris vandorlési sebessége, ' a fazisardny ((1 —e¢.)/€.), k1 a zona
visszatartdsi tényezd, r, a toltetszemcse sugara, [ pedig egy segédparaméter a kiilonbozd
szemcseszerkezetek (pordzus, tomormagvu) figyelembevételére (1.26¢). A fenti (1.28a)
Osszefiiggésben szerepld Dy, €s D, az axialis diszperziot és a porusdiffiziot jellemzd

faktorok, mig k; a kiilsé anyagatadasi tényez, melyek [25] alapjan az aldbbi Osszefiiggé-

sekkel adhat6ak meg.
1— e

Dy, = Dy, [% +— (1= 6%) Q| + heagy 7 10 (1.29a)
D, =Q Dy, (1.29b)

1,09 D

ki = ———2 (e, v)'/3 1.29
f € 27p (¢ v) ( 2
Q=€ 7 [(1—8*(1—2,104642,09¢ -0 95655)+3—K‘°‘ (1.30a)
p /p ’ ) ) 1+0, 5Ka .
ug 2rp

— 04 1.30b
V=D ( )

ahol Dy, €s heqqy a molekuldris- illetve drvénydiffuzids tényezd, e, €s €, a toltet illetve

a szemcse porozitasa, . €s 7, a toltetdgy, €s a szemcsebeli mezoporusok gatlasi faktora,
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p a tomor mag teljes szemcsesugarhoz viszonyitott ardnya, £ a molekula és az atlagos

poérusatmérd ardnya, v a redukalt sebesség, I, pedig az adszorpcid egyensilyi dllanddja.

1.3.1.3. A retencio termodinamikai alapjai

A komponensek elvédlasztdsa azok oszlopbeli retencidjin alapul, melyet a fazisok kozotti
megoszlds hatdroz meg. A komponens 4ll6- és mozgéfazisbeli koncentracidjanak viszo-
nyét az adszorpcids izotermdk irjak le. Ezen egyenstlyi izotermdk alakuldsat jelentGsen
befolyésolja a rendszer fizikai dllapota (pl.: homérséklet, nyomds). A hémérséklet (1)

egyensilyi dllanddval (/,) val6 kapcsolatat a van’t Hoff egyenlet (1.31) adja meg.

mK, = —— + — (1.31)

ahol AH és AS a folyamat entalpia és entropia véltozasa, R pedig az egyetemes gazal-
land6. A van’t Hoff Osszefiiggést egy a fazisardanyra (') vonatkozé taggal kiegészitve a
retencios tényezd az (1.32) egyenlet szerint szamithato.

lnk:—%+%+lnF (1.32)
Az egyensulyi dllandé homérsékletfiiggésének vizsgélata soran fontos figyelembe venni,
hogy a mozgofazis viszkozitdsa és ezaltal dramlasi sebessége a hdmérséklettel valtozhat,

mely kozvetetten nyomdsvaltozast idézhet el az oszlopban [15].

A rendszerbeli nyomés a mozgo6fazis strtiségére, viszkozitdsara, hGmérsékletére, a kom-
ponens diffizidjadnak sebességére, valamint az all6- és mozgofazis kolcsonhatdsaira is
hatdssal lehet [26]. A nyomds kromatogréfids elvélasztisra gyakorolt hatdsat — bele-
értve a kolonna holttérfogat és porozitds valtozdsat — elméleti szempontbdl Martin és
Guiochon (2005) [27] részletesen vizsgdlta. A komponensek retencidjdnak nyomasfiig-
gését HPLC koriilményekre (< 400 bar) vonatkozdéan mar 1993 és 1997 kozott szamos
tanulmany (Ringo, Evans, McGuffin et al. [28-33]) igazolta. Az UHPLC rendszerek
(400—1200 bar) megjelenésével 2006 és 2011 kozott tovabbi publikaciok (Fallas, Neue,
Hadley, McCalley, Guillarme, Sandra et al. [34-38]) foglalkoztak a retencids tényezd és

a rendszernyomds kozotti kapcsolat részletes leirdsdval.

A nyomds novelése mellett nagy molekulaméreti komponensek (pl.: peptidek, proteinek)

esetén, kismolekuldkkal szemben a retencid jelentGsebb novekedését tapasztaltak [39].

El6bbi jelenséget a komponens moldris térfogatdnak megvaltozasaval hoztdk kapcsolat-

ban, mely feltevés helyességét a termodinamika egyik alapegyenlete (1.33) is igazolja.
AFE AV

AG AS
mk__ﬁ—l—lnF__RT_pRT + 7 + InF (1.33)

ahol AG, AFE és AS a rendszer Gibbs-féle szabadentalpia, bels6é energia és entrépia
valtozasat, p a nyomast, mig F' a fazisaranyt, AV;, pedig a moldris térfogatvaltozast je-

16li. A nyomds hatdsa a moldris térfogat mellett, melyet els6ként Giddings (1965) [19]
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irt le, az alléfazis és a komponens szolvatacids illetve hidratacids folyamataira is kiter-
jed. Forditott-fazisi kromatografidban, amennyiben csokken a komponenst koriilvevd
szolvatacios réteg vastagsdga ugy a molekula hidrofobicitdsa, és ennek eredményeként a

visszatartasa is novekszik [40].

Bar a moldris térfogatvéltozas j6 indikator a nyomds retencidra gyakorolt hatdsdnak vizs-
gdlataban, fontos megjegyezni, hogy el6bbi, kiilondsen nagyméretli molekuldk esetén egy
igen Osszetett jelenség. Egy 2012-es tanulmény [39] szerint magas nyomdstartomanyban
feltételezhet6 a nagyméretli biomolekuldk konformaciéjdnak, azaz moldris térfogatanak
¢és hidrofobicitdsdnak egyiittes valtozdsa. Lathatd tehdt, hogy makromolekuldk esetén
az oszlopbeli nyomdsvéltozds retencidra gyakorolt hatdsanak modellezése meglehetésen
komplex feladat [39,40].

Fekete, Horvath és Guillarme 2013-as tanulmanyukban, a sirl6dési hd hatdsatdl fiiggetle-
niil részletesen vizsgéltak terapids peptidek UHPLC elvélasztdsa sordn a nyomds molaris
térfogatra és retencidra, valamint termodinamikai paraméterekre gyakorolt hatdsat [1].
Az 4ltaluk levezetett modell alkalmas a retencids tényezd és nyomasesés adatok ismere-
tében a vizsgalt komponens moldris térfogatvéltozdsanak megfeleléen pontos becslésére.
A szerzSk a (1.33) egyenlet dtrendezésével a retencids tényezd (k) adott nyomdsra vonat-

koz6 értékének szamitdsdra az alabbi Osszefiiggéseket irtdk le.

A
k = ko exp <—R—‘;Tp> (1.34a)
AE AS

ahol kg a retenciés tényezd nulla nyomdsra vonatkozé hatarértéke. Fontos kiemelni, hogy
a fenti Osszefiiggések csak dlland6 oszlopnyomds esetén érvényesek. Izokratikus koriil-
ményeket, linedris nyomdsgradiens profilt és dlland6 fazisaranyt feltételezve az L hosszu-
sagu oszlop adott z pontjan jellemzd lokdlis nyomas:

plz] = pin — %z (1.35)
ahol p;, a kolonna elején mért belépd nyomads, Ap pedig a nyomasesés, azaz a be- és ki-
1ép6 nyomadsok kiillonbsége. A kromatografids oszlop nyomadsesése az oszlop €s a mozgé-

fazis tulajdonsigainak ismeretében a Kozeny-Carman 6sszefiiggéssel (1.36) szamithato.

nuy L

Ap=F
d;

(1.36)

ahol 7 és up a mozgo6fazis viszkozitdsa €s dramldsi sebessége, d,, pedig a toltet dtlagos

szemcsedtmérdje. Az (1.34a) és (1.35) egyenleteket Osszevonva a komponens lokalis
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retencios tényezdje az (1.37) Osszefiiggéssel irhato le.

AV, Ap AV, Ap
klz| =k ———— | pn — —A = Kin —_—— 1.37
[2] Oexp{ T ( z)} exp(RT LZ> (1.37)
ahol k;,, a komponens oszlop elején jellemzd retencids tényezdje. A (1.37) egyenlet dtala-
kitdsdval nyomds-indukdlt sebesség gradiens esetén a retencids id6 szamitdsdra az alabbi

Osszefliggést kapjuk [1].

B ko RT Pin AVpy Ap AV,

Az (1.38) egyenlet segitségével a rendszerparaméterek és a vizsgdland6 komponensek
molekuléris tulajdonsdgainak ismeretében az adott komponens retencios idejének oszlop-

beli nyomdsgradiens esetén varhato értéke konnyen szamithato.

1.3.2. Retencios elméletek az ioncsere-kromatografiaban

Az ioncsere-kromatografids elvalasztdsok soran lejatszodé egyenstlyi folyamatokat leird

modellek kozott alapvetéen elméleti illetve empirikus modellek kiilonithetdek el.

A teoretikus modellek levezetése elméleti Osszefiiggések felhaszndlasaval torténik, mely
Osszefliggések valtozoi fizikai illetve kémiai jelentéssel birnak az elvélasztds sordn le-
jatsz6do folyamatok tekintetében. A retencids tényezd elméleti modell segitségével va-
16 szamitdsa eldzetes ismereteket vagy becsléseket igényel a mintaion, az alléfazis és a
mozgo6fazis tulajdonsdgaira vonatkozéan. Ezek a paraméterek (pl.: ioncsere-egyenstlyi
allanddk, ioncserekapacitds, gyantatérfogat stb.) jellemzden szisztematikusan véltozta-
tott kisérleti koriilmények mellett rogzitett mérési adatbazis alapjin keriilnek szdmitésra.
Amennyiben az emlitett paraméterek ismertek, igy lehet6ség van a retencids tényezd kii-
16nb6z6 mérési koriilmények (mozgdfazis osszetétel, koncentricid, pH, hdmérséklet stb.)

esetén varhato értékének becslésére.

Az anioncsere-kromatografidban ismert f6bb elméleti modellek a
e linedris olddszererdsségi modell,
e Hoover modell,
e kettGs eluens modell,
e Kuwamoto modell,
e bovitett kettds eluens modell,
e tObbszoros eluens/minta modell,
e latex modell és

e kriptand modell.
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Az empirikus modellek a retencids véltozasok hatterében all6 folyamatok leirdsara, elvi
magyardzatdra nem forditanak hangsilyt. Ezen modellek a retenciés tényezd két adott
mérési koriilmény (pl.: mozgdfazis pH, koncentracid) kozott torténd megvaltozasanak
modjat vizsgéljdk. A modell megalkotdsa sordn szintén sziikség van kisérleti adatok, jel-
lemz&en a mintakomponensek két ismert 6sszetételii mozgofizis mellett mért retenciods
tényezdjének rogzitésére. Ezt kovetSen a retencids viselkedés leirdsa kiillonb6zé mozgo-
fazis Osszetételekre interpolécids uton, valamilyen elére meghatarozott egyenlet felhasz-

nalasaval torténik [41].

Fontos megjegyezni, hogy a retenciot leiré paraméterek elméleti modellnél bemutatott
modon torténd meghatdrozasa egyfajta kozelités/becslés, mely bizonyos hibdval terhelt.
A kiilonbo6z06 szerzok altal publikdlt szamitasok eltér eredményei nem feltétleniil jelentik
az egyik vagy a mdsik médszer helyességét/helytelenségét, hiszen a retencids tényezdt az
egyes paraméterek egymashoz val6 viszonya, azaz az adott médszer teljes paraméterkész-
lete hatdrozza meg. Jellemz6 tehdt, hogy az azonos mérési koriilményekre meghatarozott,
de eltérd paraméterekkel a retencios tényezd értékére adott becslések megegyeznek.

A kovetkezdkben a dolgozat kisérleti részében targyaltakhoz kapcsol6d6 anioncsere-kro-
matogréfids elméleti modelleket ismertetem részletesebben.

1.3.2.1. Linearis oldészererdsségi modell

Az irodalomban legkordbban publikalt és legegyszerlibb ioncsere-kromatografidban hasz-
nalt elméleti modell a linedris olddszerer8sségi modell [42—44], mely az all6fazison kotott
mintaion €s a mozg6fazisbeli ellenion kozotti ioncsere-egyensulyi folyamatot sztdchio-
metrikus egyenlet (1.39) form4jdban irja le.

K
AL + oBYT == yA?" + sEY (1.39)

ahol "r" index az all6fazisban, mig "m" index a mozgdfazisban tartézkodé ionformékat
jeloli. Az ioncsere-reakcid egyensulyi dllanddja, mely az ionkromatogréfids gyakorlatban
szelektivitdsi allandoként (K5 r) ismert, az egyes ionformak moldris koncentracidjanak
ismeretében az (1.40) egyenlettel definidlhaté.

(A7)Y (R )"
(Ag)v (EX)”

ahol x és y a mintaion illetve a mozgo6fazisbeli ellenion toltését jeloli. Az eluens ion

(1.40)

Kaw =

allofazisbeli koncentricidja az oszlop ioncserekapacitdsanak (()) ismeretében

(B ) =< (1.41)

alakban frhat6 le. Az (1.40) és (1.41) osszefiiggések alapjan, az (1.1) és (1.2) egyenle-

tek felhaszndldsdval a mintakomponens ioncseréld oszlopon mutatott retencids tényezdje
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logaritmizalt formédban az (1.42) 6sszefiiggés szerint szamithato.

1
lgk:A:—ngA/E%—Eng—l—lgE—zlgEIyn_ (1.42)
y y "y VY

m
Mivel Q, Vi és V;, az oszlopot jellemzd dllandé paraméterek, K/ pedig adott oszlop
és mozgofizis esetén szintén dllandonak tekinthet6 egy adott komponensre, ezért ezen

paraméterek Osszevonhatédak (Cis,), igy az (1.42) egyenlet az alabbi alakra egyszertisodik.

lgka = Cio — — lgEY- (1.43)
y

A linedris oldészerer6sségi modell a mintakomponens retencids tényezgjének mozgofa-
zis koncentrécigjatdl valo fiiggését, logaritmizalt alakban linearis kapcsolatként adja meg,
ahol az (1.43) egyenlettel leirt egyenes meredeksége a minta- €s a mozgofazis ionok tol-

téseinek negativ hanyadosa.

A linedris olddszererdsségi modell kozvetleniil csak olyan rendszerek esetén alkalmazha-
td, ahol a mozgo6fazis egykomponensii (pl.: NaOH), azonban az tun. "uralkodé egyenstly
elve" és az "effektiv iontoltés elve" megkozelitésekkel tobbkomponensti mozg6fazisok
(pl.: CO3%~ /HCO3~ / OH™) esetére is kiterjeszthetd [45].

Az uralkodo egyensiily elve megkozelités szerint a mintaion elicidjaért csak a mozgofa-
zis legmagasabb toltéssel rendelkezd ellenionja felelSs fiiggetleniil att6l, hogy az eluens
tartalmaz-e tovabbi, akdr jelentds mennyiségben jelen 1évd, alacsonyabb toltésti ionfor-
makat vagy sem. Az effektiv iontoltés elve megkozelitésben a mintakomponensek vissza-
tartdsa a mozgdfazisban jelenlévé Osszes ellenion toltéssel stlyozott hatdsanak figyelem-
bevételével keriil leirdsra [46]. Fontos megjegyezni, hogy bér vizes oldatokrdl van sz6, ez
a megkozelités a protonalddni képes eluens ionok mellett jelenlév hidroxid ionok hatdsat
nem veszi figyelembe.

s

1.3.2.2. Hoover modell, kettos eluens modell és bovitett kettos eluens modell

A linedris olddszererdsségi modellnél komplexebb leirdst ad6 els6 modell a Hoover mo-
dell [47] volt, mely szdmos tovabbi retencids modell alapjat jelenti. A Hoover modell a
mozgo6fazis 0sszes ionjdnak hatdsit figyelembe veszi a mintaion retencidjanak leirdsa so-
rdn, hasonléan az effektiv iontoltés elvéhez, azonban attdl eltéréen az egyes ellenionokra
vonatkozdan kiilonb6z0, kisérletileg meghatarozand6 szelektivitdsi dllandékat definidl.
Fontos kiemelni, hogy ez az elmélet mar a hidroxid ion hatdsat is figyelembe veszi a min-
taionok retencidjdnak szamitasinal [46].

A kettds eluens modellt 1984-ben, a Hoover modell modositasaval Jenke és Pagenkopf
dolgoztak ki [48-50]. Ezen elmélet a hidroxid ionok retenciéra gyakorolt hatdsat nem
veszi figyelembe azzal a magyardzattal, hogy ezen versengd ion mozgd6fazisbeli koncent-
rdcidja altaldban nagyon alacsony, valamint hajtéerejét tekintve igen gyenge ellenion az

anioncsere-kromatografids rendszerben. A kettds eluens modell a kisérletileg meghataro-
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zand6 paraméterek szamat haromrdl kettdre csokkentve leegyszer(siti a Hoover modellt,
azonban a szelektivitasi allanddok értékének szamitasahoz tovabbra is numerikus modszer,
iterativ minimalizaci6 sziikséges [46].

Szintén a Hoover modell alapjin keriilt levezetésre az un. Kuwamoto modell (1989),
rendszerdllanddkat vezettek be, a hidroxidion minta anion eliciéjara gyakorolt hatdsat
szintén figyelmen kiviil hagyva [51]. A modell hatranya, hogy a retenciés tényezd szami-
tdsa az elicids rendszerdllandok eldzetes ismeretét igényli, melyhez specifikus kisérletso-

rozat elvégzése sziikséges.

1.3.2.3. Tobbszoros eluens/minta modell

Haj6s és munkatarsai 1995-ben publikéltdk az tGin. tobbszords eluens/minta modellt [52],
mely a legdsszetettebb anioncsere-kromatografidban alkalmazott elméleti modell. Ez a
modell, bar matematikailag igen hasonlé a Hoover modellhez, mégis jelentGsen eltér
attol, hiszen a mozg6fizis mellett a mintakomponensek lehetséges protolizisét is figye-
lembe veszi a retencids tényezd szdmitdsa sordn, valamint a hidroxidion eldcids hatdsat
sem hanyagolja el [46]. A modellt kisérletileg igazolva sikeresen alkalmaztidk komplex
1onok [53] és karbonsavak elvélasztasa [54,55], valamint amfoter tulajdonsdgu kationos

mozgo6fazissal tortént eliciok leirdsara [56].

Héaromértékl minta anion esetén a protondlddasi reakcidk az (1.44a), (1.44b) és (1.44c)

egyenletekkel
AP 4 HT = HA2 (1.442)
HAZ 4+ H* 22 H,A- (1.44b)
HoA~ + HY =2 H4A (1.44¢)

mig a kiilonb6z6 mértékben protondlt mintaspecieszek ioncsere-egyensulyi folyamatai az
(1.45a), (1.45b) és (1.45¢c) Osszefiiggésekkel irhatdak le.

Ka/mcoq

3R — HCO;3 + A3~ R; — A +3HCO;3~ (1.45a)
o HKua/ucog _
2R — HCO3 + HA*™ ——= R, — HA + 2 HCO;3 (1.45b)
Ky,a/nC04 _
R — HCO3 + HHA™ ———— R — HyA + HCOs4 (1.45¢)

23



1.3. FOLYADEKKROMATOGRAFIAS ELVALASZTASOK ELMELETE

A Hoover modell altal bevezetett intereluens allandokat felhasznalva a modell az alabbi

forméban (1.46a) adhat6 meg.

Vs

k= V—S (Ka/mcos 2° @0 + Kia/mco, 2° @1+ Kuya mco, 2 o) (1.46a)
7 .
2= rpra-r (1.46b)
4 Kco,/mco, [COs77]
p = [HCO3™] + Komnyuco, [OH™] (1.46¢)
q =8 Q Kco,/mco, [CO3°7] (1.46d)

ahol ® a protondlatlan, ®; és @, pedig az egyszeresen illetve kétszeresen protonélt minta-

/////

gbfazis pH-janak fliiggvényében szamithatok [52].

1.3.2.4. Latex modell

27 2

Latex-alapu pellikuléris anioncseréld all6fazisokon lejatszodo retencids folyamatok rész-
letes lefrdasat 2006-ban Horvéth és Hajés publikdlta [57]. Ezen modell, a linedris olddszer-
erdsségi modellt alapul véve az 4ltaldnosan ismert ioncsere mellett a szulfonalt réteggel
toltésegyensulyban 1év6 anioncseréld helyeken lejatsz6do ionparképzddési/disszocidcids

€s 1oncsere reakciokat is figyelembe veszi (1.47).

o E W Qo ’ (1 - w) ot v
=By Kl T Kon [OH‘]> § ( Fon [T ) } (147

A fenti egyenletben szerepld Un. silytényezd (w) a latex réteg €s az alatta taldlhat6 szulfon

réteg toltésslirliségétdl fliggd paraméter, melynek értéke kiilonbozd tipusu ioncseréldkre
eltérd lehet. Latex tipusu toltetek esetén, az elvdlasztandd mintaanion all6- és mozg6fazis
kozotti megoszldsa a két kotShely tipuson végbemend egyensiilyi folyamatok 0sszegeként
irhat6 fel [57].

1.3.2.5. Kriptand modell

z2. .z

Egyértékli minta anionok, makrociklus alapd anioncseréld allofazison torténd retenci-
6janak leirdsdra Hajos €s munkatdrsai 2007-ben publikéltdk az tn. kriptand modellt
[58]. Ezen modell az 4l16f4zison lejatszodé komplexképzddési, protondlddasi és ioncsere-
egyensulyi folyamatokat egyiittesen veszi figyelembe az adott mintaion retenciods ténye-

z0jének szdmitdsa sordn.

2

A makrociklikus gyfir(it tartalmazd, kriptand funkciés csoporttal rendelkezd anioncseréld

/////

allandéi az aldbbi (1.48), (1.49), (1.50) egyenletekkel irhatdak le.
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+ Ku + _ (CryM+)
Cry + M™ = CryM Ky = —(Cry) N (1.48)
Cry + H" = CryH K, = —(Cry) ] (1.49)
OnyIlt 11 22 ooyt Ky — (O (1.50)
’ R " (CryH) 7] |

ahol Cry az all6fazison 1év6 szabad és ioncsere szempontjabdl inaktiv kriptand csoporto-
kat, M™ a mozgéfazis fémiont, mig () és [ ] az dll6fazison kotott illetve a mozgdfazisban
1év6 szabad ionformdékat jelolik.

A protondl6dés vagy komplexdlddas révén 1étrejott aktiv anioncseréld helyeken lejatszo-

dé ioncsere-egyensilyi reakcidk alapegyenletei az aldbbiak.

CryM* + OH —22% CryM—OH Kn_on = (((fyrﬁ\f)_ [g?_] (1.51)
CryMb + A~ =22 CryM—A Ky a — % (1.52)
CryH' + OH™ —=2% CryH—OH  Kyon — (C(f;zﬁ)_ [g?_] (1.53)
CryH' + A~ 2 CoyH-A  Kpyop — &;ﬁ—m (1.54)

A modell, tekintettel az anioncsere-kromatogréafidban alkalmazott eliciés pH tartomédnyra
(pH > 10), nem szamol a kriptand funkciés csoport kétszeresen protondlt formdjanak
jelenlétével. A kriptand modell, az dl16fazis ioncserekapacitdsanak ((Q) lefrdsara az alabbi
(1.55)

Q = (Cry) + (CryH") + (CryM™) + (CryH—A) + (CryH—OH)+

(1.55)
+(CryM—A) + (CryM—OH)

Osszefliggést adja, mely az inaktiv, aktiv de szabad, valamint protonalt és komplexalt,
mintaiont illetve mozg6fazis elleniont kot formak dsszegeként definidlja az all6fazis tel-
jes ioncserekapacitdsit. A minta anion megoszlasi hanyadosdnak kordbbi leirdsit adé
(1.1) egyenlet a kriptand modellben az aldbbiak (1.56) szerint médosul.

(A7)  (CryM—A) + (CryH—A)

Pr=Ta = A (120
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Az (1.48—1.54) osszefiiggések ismeretében, (CryH—OH) tagot elhanyagolva az (1.55)

egyenletet (Cry)-ra rendezve a mintaanion retencids tényezdje kriptand all6fazison a

F= 2 Q
Vo (1.57)
Kt Knioa [MY] + Ky Ky_a [HY] '

I+ K (L4 Kra [A]) + Ko ML+ Kya [A]) + Kn—on [OH ]

Osszefliggéssel adhaté meg, ahol Ky, Ky—a, Ku-_a és Ky—on kisérletileg meghataro-
zandd, a mozgofazis komplexal6dd fémionjanak mindségétdl fiiggd paraméterek, vala-
mint [M*] = [OH™] [58].

1.3.2.6. Retencio leirasa gradiens ioncsere-kromatografiaban

Az el6z6ekben bemutatott modellek a vizsgdlt komponens retencidjanak eldrejelzésére
1zokratikus koriilmények mellett haszndlhatéak. Olyan esetekben, ahol nagyszamu, szé-
les retencids tartomdnyban eludl6dé komponens elvalasztisa a feladat, célszerd kiilonbo-
z0 gradiens programok alkalmazdsa. A mozg6fazis hajtéerejének az elucié alatt torténd
novelésével jellemzben jobb felbontds, nagyobb csticskapacitds (csticskompresszio jelen-

//////

vagy lépcsos, ritkdbban konvex vagy konkdv gradiens profil szerint valdsitjak meg. Mivel
a kromatografids oszlop az adott mozgofazis osszetételt eldallité egységhez nem kozvet-
leniil kapcsolddik, ezért un. gradiens késési idovel kell szdmolni. Az Uj eluens Osszetétel
oszlopra érkezéséhez sziikséges id6 alatt izokratikus koriilmények uralkodnak, mely kis
retencidji komponensek esetén kihaszndlhat azok megfelel6 felbontdsdra. A gradiens

késés hatdsa sziikség esetén, késleltetett injektalast alkalmazva kikiiszobolhet6 [59].

A komponensek gradiens koriilményekre mutatott retencidjanak leirdsira szolgal6 leg-
egyszerlibb modellt Rocklin és munkatérsai (1987) dolgoztak ki [60] a linedris oldészer-
erOsségi modell (1.43) atalakitdsdval. A gradiens eldcidt leird (1.58) Osszefiiggés bal
oldalan szerepl$ tag, mely izokratikus koriilmények kozott megegyezik a retencids té-
nyezdvel (k), figyelembe veszi, hogy gradiens elvdlasztds esetén a retencié az eluens

koncentracidval folyamatosan valtozik.

VR - Vm

1
ng

T
=lgC, — — g R 1.58
gl — " g Ry (1.58)
A fenti egyenletben szerepld Vi €s V;, a retencios €s holttérfogatot, 12, pedig a gradiens

meredekségét, az adott elicids térfogatra juté koncentracié véltozdst (mM/mL) irja le.

Cy, x és y az (1.43) egyenletben ismertetett paraméterekkel anal6g médon értelmezhetd.
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Az izokratikus illetve gradiens koriilményekre vonatkozd, linedris kapcsolatot leird dssze-

fliggéseket koz0s alakra hozva az aldbbi egyenleteket kapjuk.

lg kiso = Qigo — biso 1g [E] (159)
lg kgrad = Qgrad — bgrad lg Rg (1.60)

ahol "iso" és "grad" indexek az izokratikus illetve gradiens koriilményekre utalnak. Fon-
tos megjegyezni, hogy a kezdeti eluens koncentraciét véltoztatva az agraq €S Dgraq kons-

tansok értéke is valtozik, mely jelentdsen korlatozza a modell haszndlatit [61].

1974-ben Jandera €s Churacek [62] az aldbbi leirdsat adta a gradiens retencidnak (1.61).

. /Z
1 (Z 3 biso+1)/z 1/(Zg blSO+1) C(l) g
tR,g = u Bg [(Zg biso + 1) Bg Qiso to Ug + CO g g] B Bg N to
(1.61)
R
Bg = _g
Uo

ahol tg , a komponens gradiens koriilmények kozott mért retencids ideje, ug a mozgofazis
aramlasi sebessége, B, a normalizdlt gradiens meredekség (mM/mL), 2, a gradiens profilt
leir6 paraméter (linedris gradiens: z, = 1), ¢y a kezdeti eluens koncentracid, ¢, a holtidd,
Qiso €8 bis, pedig az izokratikus koriilményekre meghatdrozott paraméterek. Az elméle-
tet normdl-fazisu adszorpcids, illetve ionkromatografids gradiens eldcidra dolgoztdk ki.
A modellt késébb Baba és munkatérsai [63] sikeresen adaptaltdk polifoszfitok gradiens
ionkromatogréfids elvalasztisdnak modellezésére.

Komplex, izokratikus és gradiens 1épéseket egyardnt tartalmaz6 gradiens elvalasztasok
leirasara 2008-ban Shellie és munkatarsai [61] dolgoztak ki elméleti modellt, melyben a
teljes retencids id6t az egyes lépcsokre kiilon-kiilon szamitott retencids idok Osszegeként
definidltdk (1.62).

n—1
tr=te, + Y tuteps (1.62)
1

ahol ¢, az utolso, n-edik gradiens szakasz, i, pedig az azt megel6z0, x-edik gradi-
ens 1épcsé végén kialakuld retencids id6t jeloli. Az egyes retencids idok az adott 1épcsd
profiljatol fiiggden az (1.59) izokratikus vagy (1.61) gradiens egyenletek segitségével ke-
riilnek kiszdmitdsra. Adott gradiens szakaszra a kezdeti (Zscp,) €rt€k minden esetben az
azt megeldzo 1épesdre szamitott retencids i1do, a legelsd szakasz esetén pedig a rendszer
holtidé.

Bar gradiens eldcidval élesebb cstcsok érhetdek el, az elvilasztds hatékonysagat megha-
taroz6 csucsszélesség modellezése jelentGsen bonyolultabb, mint izokratikus esetben. A
Snyder €s munkatarsai (1979) [64], valamint Jandera és Churacek (1974) [62] altal leirt

modellek jellemzden aldbecsiilik a gradiens koriilményekre mért tényleges csucsszéles-
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séget. EI6bbi egy a gradiens meredekséghez kot6do csicskompresszids faktorral szamol,
mig utébbi az izokratikus koriilmények esetén mért tdnyérszadmot és az oszlopbdl kilépd
komponens retencids idejét veszi alapul. Egy "univerzdlis", az izokratikus és gradiens
elvdlasztdsokban egyardnt alkalmazhat6 6sszefiiggést Shellie és munkatarsai (2008) pub-
likaltak, mellyel az elvdlasztds hatékonysagat meghatdrozo csucsszélesség (1.63) Ossze-

fliggés alapjan egyszerlien szdmithato.

W= _Ar ( fr ) (1.63)

Ninit tR,init

ahol tg az adott elucios profilnak megfelelden szdmitott retencids id0, ¢R init €5 Ninit pe-
dig a kezdeti mozg6fazis koncentracional, izokratikus koriilményekre mért retenciods id6
illetve tanyérszam. Az egyenlet elss fele a csticsszélesedést, mdsodik tagja pedig a csucs-
kompressziot fejezi ki. Izokratikus elvélasztasokra vonatkozodan, ahol tg €s tg jnit meg-

egyezik, visszakapjuk az éltaldnosan ismert (1.4) Osszefiiggést [61] .

1.4. Folyadékkromatografias kolonnak jellemzése

A vizsgadlandé komponensek egymastdl €s a mintamatrixtdl valé elkiilonitése a folyadék-
kromatografids oszlopban torténik. A mintaalkotok elvalasztasanak hatékonysagat elso-
sorban a kolonna geometridja (4tmérd x hossz), valamint az oszloptoltet fizikai és kémiai

tulajdonsdgai hatarozzdk meg.

Az aldbbiakban els6ként a folyadékkromatografias toltetek legfontosabb fizikai és mecha-
nikai tulajdonsdgait ismertetem, majd azt kovetden kitérek azok kémiai jellemzésére.

1.4.1. Folyadékkromatografias oszloptoltetek fizikai szerkezete

A folyadékkromatografids toltetek egy un. hordozobdl (merev vaz), tovabba az annak
feliiletén — valamilyen fizikai vagy kémiai médon — kialakitott dllofdzisbol dllnak. A
toltetdgy jellemzden szemcsés vagy monolit felépitést. El6bbiek szabédlyos gomb alakd,
vagy szabdlytalan formdjd szemcsékbdl dllnak, mig utébbiak esetében egybefiiggd, jol
atjarhato "lyukacsos" kozegrdl beszéliink. A szemcsék teljesen pordzus, feliileten porézus
(= tomOrmagvu / héjszerkezetli / szabalyozott feliileti porozitasu), pellikularis, valamint

perfizids szerkezetliek (1.4.1. dbra) lehetnek.
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pellikularis szemcse

porézus szemcse atjarhato porusok
A

porézus diffuzios porusok

réteg
© (d) %

_

feltletileg porozus szemcse
perfuzios szemcse

1.4.1. dbra. Kiilonboz6 szerkezet(i folyadékkromatografids toltet szemcsék [4].

Legszélesebb korben a teljesen porozus toltetek (d, = 1,5-5 pm) terjedtek el, melyek szer-
kezetiikb6l adéddan nagy kapacitdssal rendelkeznek, tovabba a kiforrott gyartastechnol6-

gidnak koszonhetden szdmos véltozatban elérhetbek.

A pellikuldris toltetek (d, = 1,5-2,5 pm) tomor magbol és azt koriillvevd — az anyagat-
addsra nézve kedvezd — vékony 4ll6fazis rétegbdl felépiild szemcséket tartalmaznak. Az
alacsony fajlagos feliilet eredményeképpen (f6leg makromolekuldkra) hatékonyabb elva-
lasztast, ezzel egyidejlileg azonban kis kapacitést biztositanak, mely utébbi kdvetkeztében

nyomnyi szennyezOk vizsgdlatdra nem alkalmasak.

A feliileten porozus toltetek esetében egy tomor mag és azt koriilvevd pordzus réteg
(0,25-0,5 pm) alkotja a szemcsét (2-5 pm). Ezen toltetek hasznalatdval, a nagyobb fajla-
gos feliiletnek koszonhetéen novekednek a retencids idok, valamint az injektdlhaté minta-
mennyiség is nagyobb mint pellikularis toltetek esetén. A teljesen porézus szemcsékhez
képest tapasztalhaté gyorsabb és hatékonyabb elvdlasztds a tomor mag kialakitisaval el-
érhetd diffiziés dthossz csokkenés eredménye.

A leginkdbb makromolekuldk preparativ elvélasztdsdban hasznélt perfiizios toltetek (d, =
10 pum) jelentGsen nagyobb pérusatmérdkkel jellemezhetSk, mint a fent emlitett fazisok
(dpore = 8-30 nm). A szemcse teljes atjarhatésdgét biztosité (perfiiziés) makropdérusok-
ban (400-800 nm), valamint a nem atjarhatd, zsdkutcaszerd (diffizids) mezopdrusokban
(30-100 nm) az all6fazisbeli anyagatadast jelentdsen eldsegiti a mozgdfazis nagyobb se-

bességgel vald dramoltatdsa.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a toltet porozitdsa, a pérusok jellege és atmérdje, va-

lamint a szemcsé€k fajlagos feliilete egyarant meghatdrozza az adott oszlop — molekula-
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méret €s injektdlhaté mintamennyiség tekintetében valé6 — alkalmazhatésdgat. Konnyen
belathat6, hogy a pérusok atmérdjének csokkenésével novekszik a mintakomponensek
altal elérhetd fajlagos feliilet, azaz a fazisardny, mely a retencié €s a kapacitds noveke-
dését eredményezi. 8-12 nm atlagos pérusatmérdvel rendelkezd tolteteket (fajlagos felii-
let: 150-400 m?/g) leggyakrabban a < 10 000 Da molekulaméreti komponensek esetén
alkalmaznak. A > 10 000 Da molekuldkra — a pérusdiffuzids gatlas és az ezzel Osszefiig-
gésben 1évo hatékonysagesokkenés elkeriilése érdekében — a 15-100 nm porusdtmérdji

(5-150 m?/g) szemcsékkel t61tott oszlopok hasznélata javasolt [4].

A folyadékkromatografids oszlop hatékonysdgara a legjelent8sebb hatést a toltetszemcsék

atmérdje, valamint a szemcseméret eloszlds gyakorolja (1.4.2. dbra).

(a) (b)
20 3000
18 ] ) 2500 feluleten porézus
5 pm teljesen porozus © d, =2.77 pm (+ 6%)
16} £ £
N 2000
14 2]
D
_12r ® 1500 teljesen porozus
g 3.5 um teljesen pordzus £ dp=3.78 um (= 19%)
210 & 1000
I )]
8 -
. ) 500
6l 1.8 pm teljesen porézus
4 0

2.7 pm fellleten porézus 1 2

ol szemcseatmérd (um)

L
0 2 4 6 8 10 12
mozgofazis aramlasi sebesseég (mm/sec)

1.4.2. dbra. Az oszlophatékonysdg (a), valamint a szemcseméret eloszlds (b) alakuldsa

PorA

kiilonboz6 szerkezetl €s atmérdja toltetszemesék esetén [4].

A szemcseméret eloszlds lefrdsara jol alkalmazhat6 a lognormalis eloszlds, mely esetben
a valészintiségi stiriségfiiggvény az (1.64a) és (1.64b) osszefiiggésekkel adhaté meg [65].

1 (In(rp) — m)?*
frp (Tp; luT‘p7 Urp> = —,,,.p 27_(_ S eXp (——282 (1.643)
i &
m=1In| ——— és s=,|In{1+ ; (1.64b)
/L72"p + ng Tp

2
Tp

ahol p,., €s o, alognormilis eloszlds varhato €rt€két €s variancidjat jeloli.

A 2000-es évektdl egyre inkabb elterjedtek a 3 pm alatti szemcsedtmérdvel rendelkezd
teljesen pordzus toltetek, melyekkel — a kordbban hasznalt 5 mikronos fazisokhoz ké-
pest — rovidebb analizisid6 és kisebb csticsszélesedés valt elérhetévé. A 3 pm-nél kisebb
toltetszemcsék adta lehet6ségek hatékony kihasznédlasa érdekében azonban a folyadék-
kromatogréfids rendszer fejlesztése is sziikségessé vilt, egyrészt a kolonnén kiviili sav-

sz€lesitd hatdsok csokkentése, masrészt a nagyobb nyomads biztositdsa irdnydba [4].
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Az elmult évtizedben megjelent 2 ym alatti szemcseatmér6jli kolonndk hasznélata je-
lent6sen magasabb nyomadsteljesitményi (1000-1300 bar) késziilékeket igényel, mellyel
Osszefiiggésben ez a technika az ultranagy-hatékonysdgu folyadékkromatografia (UHPLC
= ultrahigh-performance liquid chromatography) elnevezést kapta [66]. Ezen rendszerek,
a hagyomdanyos késziilékekhez képest 5-10-szer gyorsabb elvdlasztast tesznek lehetdvé,
melynek koszonhetden jelentésen csokken az olddszerfelhaszndlds, azonban magas piaci

aruk kovetkeztében széles korben egyeldre nem terjedtek el [67].

Az tgynevezett "fused-core" technolégidval (Fused-Core® technology, Advanced Ma-
terials Technology, Inc.), feliiletikon porézus réteggel kialakitott tomormagvu toltetek
2006-ban jelentek meg. Kiemelked6 hatékonysaguknak, és a hagyomanyos HPLC rend-
szerek altal biztositott nyomdason (300-400 bar) val6 alkalmazhatésdguknak készonhetéen
hasznalatuk igen elterjedt [68, 69].

A héjszerkezeti toltetek porézus fazisoknadl jelent6sen jobb hatékonysédgat a kiilonb6zd,
savszélesedést okozo folyamatok visszaszoritdsa eredményezi. A nagyobb szemcses(ri-
ségnek koszonhetden homogénebb toltetdgy alakithaté ki, melynek révén egyenletesebb,
szinte O6rvénydiffiizié mentes dramlds jon létre a szemcsék kozott, igy kozel 40%-kal csok-
ken ezen folyamat savszélesedéshez val6 hozzdjarulasa [70,71]. Mivel az 6sszpdrustér-
fogat kisebb mint teljesen pordzus toltetek esetén, ezért a longitudindlis diffuzié okozta
savszélesedés is csokken (kozel 30%-al). Annak kdszonhetden, hogy a mintamolekulak
szdmadra csak a tomor mag feliiletén kialakitott vékony porézus réteg bejarhato, a diffi-
zi0s uthosszak csokkenésével gyorsabb az all6fazison torténd anyagétadas, mely szintén
meghatarozé az oszlopban kialakul6 sdvszélesedés tekintetében [72,73]. A tomormagvi
illetve a teljesen porézus toltetek esetében az anyagatadds sebességével kapcsolatban ta-
pasztalhat6 kiilonbségek leginkabb nagyméretli molekuldk (pl.: proteinek), valamint nagy

.z

térfogatdram alkalmazdsa esetén szembetiindek [74].

Az els6 "fused-core" technoldgidval eléallitott szemcsékkel toltstt oszlopok a Halo® (Ad-
vanced Materials Technology, Inc.) terméknévvel keriiltek forgalomba. Ezen, kismo-
lekuldk elvélasztasara fejlesztett toltetek ma mar nagymolekuldk (peptidek, proteinek,
biomolekuldk) elvdlasztdsdra alkalmas pérusmérettel €s kiillonb6z6 szemcseméretekkel is
elérhetdek [75-77]. A leginkabb elterjedt, 2,6 mikronos tomormagvu fazisok altal bizto-
sitott elvalasztasi sebesség €s hatékonysdg a <2 um teljesen pordzus tolteteknél tapasz-
talhatéhoz hasonld, azonban azokkal ellentétben, az alacsony nyoméasesés miatt el6bbiek
hagyomanyos HPLC rendszerekben (max. 300 bar) is hasznalhatoak [72,78,79].

Jelenleg szamos gyarté kindl 2-3 um alatti szemcsedtmérdji héjszerkezetli oszlopokat
széles allofazis (Cyg, Cg, fenil-hexil, pentafluorofenil (PFP), bifenil és HILIC) véalaszték
mellett. A legismertebb termékcsalddok az Accucore (Thermo Fisher Scientific), Ascen-
tis Express (Sigma Aldrich), Cortecs (Waters), Halo (Advanced Material Technologies),
Kinetex (Phenomenex), és Poroshell (Agilent Technologies) [66]. 2013 6ta mar elérhe-

/////
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Phenomenex Inc.), melyek > 400 000 méterenkénti tdnyérszamot igérnek. Az UHPLC
rendszerek haszndlata a kis szemcsedtmérdji toltetek (1,3-1,7 pm) esetén nemcsak a nagy
nyomadsesés, hanem a kolonna hatékonysagat esetlegesen csokkentd oszlopon kiviili sav-

sz€lesitd hatdsok elkeriilése is indokolja.

1.4.2. Folyadékkromatografias oszloptoltetek kémiai szerkezete

A mechanikai és fizikai tulajdonsagok mellett a toltetek kémiai karakterisztikdja is fontos
szempont az adott feladatra alkalmas oszlop kivélasztasdndl. A hordozo anyaga alapve-
téen a pH, nyomads €s hostabilitds szempontjabdl meghatdrozd, mig az dllofdzis kémiai

szerkezete a kolonna szelektivitdsat, az elvalaszthaté mintakomponensek korét adja meg.

Hordozok és dllofazisok

Jelenleg a szilika vagy polimer alapu toltetek a leginkdbb elterjedtek, de 1éteznek szervet-

len hordoz6t tartalmazé oszlopok is.

A szilika hordozok kozott elkiilonithetiink tiszta szilika, szerves ill. szervetlen szilika,
polimer boritasu szilika, valamint hidrid-szilika tipusuakat [5]. A szilika alapu toltetek
leginkdbb a HPLC technikdkban terjedtek el. Mechanikai szilardsdguk mellett szerves
olddszerekkel és vizzel is kompatibilisek, tovdbba nem duzzadnak/zsugorodnak az oldé-
szervaltas soran. A feliiletiikon kialakithaté kiilonboz6 alléfazisok (Cg, Cyg, fenil, ciano
stb.) révén szelektivitasuk igen valtozatos, tovibbd mds hordozdkkal 6sszehasonlitva el-
vélasztasi hatékonysaguk is jelentdsen nagyobb. Kedveztlen tulajdonsdguk, hogy csak
2-8 pH tartomdnyban hasznilhat6ak megbizhatdan és hosszi élettartammal, valamint a
bazisuk komponensek elvélasztdsdra — a csicsok "tailing"-esedése kovetkeztében — ke-
vésbé alkalmasak. A pH stabilitds a szilika feliileti polimerizdldsdaval novelhetd, a bazikus

komponensek elvélasztdsa pedig nagytisztasidgu szilikak alkalmazésdval javithato.

A polimer alapu toltetek forditott-fazisu, ioncsere- €s méretkizardsos kromatografidban
egyarant el6fordulnak. Leginkédbb a kopolimerizalt, sztirol-divinilbenzol hordozok hasz-
nélatosak, a szubsztitualt metakrilatok, polivinil-alkoholok kevésbé gyakoriak. A polimer
alapd hordozok, hasonldan a szilikdhoz szintén derivatizdlhatéak RPC (reversed-phase
chromatography) ligandumokkal, tovdbba ioncseréld csoportokat (-COOH, -SOsH, -NH,,
-NRY) tartalmazé 4ll6fazisok is kialakithatéak. A polimer hordozok nagy elénye azok
sz€les (0-14) pH stabilitdsa, valamint a nagy ioner6sségli mozgdfazisokkal €s az er6sen
bazikus mintdkkal val6é kompatibilitds. Szilika fazisokkal szembeni f6 hatranyuk az ala-
csonyabb hatékonysag, valamint a szerves olddszerek hatdsara bekovetkezd duzzadasi /
zsugorodasi tulajdonsdguk. A szilika és polimer alapti hordozék mind a szemcsés, mind

pedig a monolit tipusu toltetek esetében hasznédlhatak.

A szervetlen hordozok jellemzden valamilyen fém-oxid (cirkénium, aluminium, titan)

magbol dllnak, melynek feliiletén polimerizaciot kovetden, kovalensen kotik meg a meg-
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felel6 ligandumokat. A szervetlen hordozok legf6bb elénye azok magas pH, hdmérsék-
let és nyomds ellendllésdga, azonban teljesitményiik jellemz&en elmarad a szilika alapu
toltetekétdl, utobbiakhoz hasonld hatékonysag csak nagy koncentracioban alkalmazott,
specidlis mozgofazis adalékokkal érhetd el. A szervetlen hordozék madsik csoportjat a
grafitizélt szén alapu toltetek jelentik, melyek forditott- és normél-fazisu elvilasztdsok-
ban egyarant alkalmazhat6ak. Ezen toltetek pH (1-14) és hdstabilitdsa (< 200 °C) nagy, de
mechanikai ellendllésaguk alacsony. Eldbbieket forditott-fazisa folyadékkromatografis-
ban leginkdbb poldros komponensek elvalasztidsara alkalmazzak, hatékonysdguk azonban
kisebb mint a hagyoményos toltetek esetében, tovabbi hatranyuk pedig, hogy szelektivi-
tasuk nehezen eldrejelezhetd. A grafitizalt szén alapu kolonndk azonban jol hasznalhatok

sztereo- és diasztereomerek , valamint helyzeti izomerek elvalasztasara [4].

A hordozé feliiletén — kémiai vagy mechanikai dton — kialakitott all6f4zisok elsGsorban
a komponensek retencidjét és az oszlop szelektivitasat hatdrozzak meg, de kiemelt sze-
repiik van a stabilitds, reprodukalhat6sag, csticsalakok és hatékonysag tekintetében is. A
legtobb all6fazis valamilyen szerves ligandum, mig a feliiletileg nem médositott hordozék
esetében az 4ll6fazis maga a hordoz6 szemcse feliilete (pl.: normal-fazisd kromatografia,
HILIC). A folyadékkromatografids oszloptoltetek funkcionalizalasara leggyakrabban Csg,
Cis és fenil, ritkdbban perfluorofenil, ciano és amino ligandumokat alkalmaznak. Pro-
teinek elvdlasztasara leginkdbb Cj, karotinoidok esetén Cs, méretkizarasos kromatogra-
fidban diol, ionos és ionizdlhaté komponensek elvalasztdsara pedig ioncseréld funkcids

csoportokkal rendelkez6 fazisok hasznalatosak [4].

Ionkromatografidban a funkcionalizalt vagy polimerizalt szilika hordozok mellett aktiv
ligandumokkal szintetiz4lt, feliiletileg funkcionalizalt, valamint agglomeralt gyanték, to-
vabba szervetlen fém-oxidok és szilikdtok haszndlatosak. Hatékonysagi és diffuzids szem-
pontbdl elényds feliileti ioncseréldk szintézisét és ionkromatografids alkalmazdsat elsdk
kozott publikalta Hajos és Inczédy [80]. Funkcionalizéltsdgukat tekintve kation- €s an-
ioncseréld, valamint amfoter és ikerionos ligandumokkal rendelkezd fazisok allnak ren-

delkezésre. Az ioncseréld toltetek 6 csoportjait a 1.1. tabldzat mutatja be [5].

1.1. tdblazat. Toncseréld toltetek funkcionalizdldsdra leggyakrabban alkalmazott ligandu-
mok [5].

Kationcseréld Anioncserélé

Funkcios csoport Tipus Funkcios csoport Tipus

szulfonsav —SO;Ht erds | kvaterner amin —N(CH3)3]TOH™ erds
foszfonsav —HPO; H* kozepes | kvaterner amin ~ —N(CHj3)2(CH2CH2OH)|TOH~  kozepes
karbonsav —COO~H™* gyenge | tercier amin —NH(CH3)o]TOH™ gyenge
foszfinsav —HPO; H* gyenge | szekunder amin —NHy(CH;3)]TOH™ gyenge
fenoxi-csoport —CgHy — O"HT  gyenge | primer amin —NH3]TOH™ gyenge
szulfid —SRy]TOH™ gyenge
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Kutatémunkdam sordn latex-agglomeralt, valamint komplexképz6, makrociklikus ligan-
dumot tartalmazé anioncseréld toltetekkel dolgoztam. Az aldbbiakban ezen két specidlis

ioncseréld toltet szerkezetét mutatom be.

A polimer alapu fazisok HPLC teriileten val6 elterjedését alacsony mechanikai stabilitd-
suk és duzzadasi / zsugorodasi tulajdonsdguk korlatozta. Az emlitett toltetek kedvez6tlen
megitélése a latex-agglomeralt polimerek megjelenésével azonban jelentdsen javult. Ezen
toltetek, nagyobb mechanikai szilardsaggal, kisebb duzzadasi / zsugorodasi hajlammal és
ezek mellett kiemelked6 elvalasztdsi hatékonysaggal rendelkeznek. A latex alapu fazisok
nyomasesése (3 000 - 4 000 psi) mar megkozeliti a hagyomadnyos szilika alapu toltetekre

jellemz6 értéket.

A latex-agglomerdlt toltetek ioncsere-kromatografidban kiilondsen jol alkalmazhat6ak.
Az ionos csoportokat tartalmazé belsdé magra (PS-DVB, 5-25 um) vékony, monomoleku-
laris rétegben el6bbivel ellentétes feliileti toltést latex szemcséket visznek fel. A latex
gyongyok (0,1 um) feliiletén elhelyezkedd ionos csoportok ketts szerepe a szemcsék
hordozéhoz valé kotése, valamint ioncseréld helyek (0,03-0,1 mekv/g) biztositdsa az el-
vdlasztandé mintaionok szdmdra [6]. Latex-alapd anioncseréldk (1.4.3. édbra) esetében
a polisztirol-divinilbenzol (PS-DVB) kopolimer hordozé szulfondlt feliilete és a teljesen
amindlt kvaterner csoportokat tartalmazé latex gyongyok kozott kialakulé ionos kotés

rendkiviil stabil kémiai szerkezetet biztosit [45].
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1.4.3. dbra. Latex-agglomeralt anioncseréld all6fazis szerkezete [5].

Ionos komponensek ciklikus poliéterekkel modositott, térhaldsitott polimeren valé elva-
lasztasat els6ként Blasius €s munkatarsai [81] irtdk le. El6bbiek olyan toltéssel nem ren-
delkez6 makrociklikus molekuldk, melyek legaldbb 9 atombdl 4ll6 gy(rdje kiilonbdzd
donor atomok (O, N, S) révén szelektiv komplexképzd ligandumként miikodik. Ilyen,
ioncsere-kromatografiaban is alkalmazhaté makrociklikus molekuldk a plandris szerke-
zetll koronaéterek (pl.: 18-korona-6), valamint a térbeli elrendez6dést kriptandok (pl.:
n-decil-2.2.2 kriptand).

Makrociklus alapii ioncseréld dllofdzisok a koronaéter vagy kriptand molekuldk szilard
hordozo6n val6é adszorbedlasdval, polimer gyantdk kialakitasdval illetve az emlitett ligan-

dumok polimer vagy szilika hordozdéra kovalens kotéssel vald rogzitésével allithatdk el6.
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Amennyiben a ciklikus molekula kavitdsaba fémion komplexalddik, dgy pozitiv toltés,

anioncserél6ként funkciondl6 ligandum jon 1étre (1.4.4. dbra).

1.4.4. dbra. n-decil-2.2.2-kriptand funkcids csoportot tartalmazé all6fazison lejatszodd
anioncsere mechanizmusa [82].

A szilard polimer vagy szilika hordoz6 feliiletén immobilizalt makrociklikus ligandumo-
kat tartalmazé, mechanikailag stabil toltetek kationok és anionok elvilasztdsat egyardnt
lehetové teszik. 1994-ben Lamb és munkatarsai [83] olyan polisztirol gyanta alapu tolte-
tek allitottak eld, melyekre n-decil-2.2.2 kriptand funkcids csoportokat adszorbedltattak,
azonban ezen anioncseréld all6fazisok szerves oldoszerekkel szemben mutatott kémiai
stabilitisa nem volt megfeleld. Erre a problémara Woodruff és munkatarsai [84] adtak
megoldast, kriptand-2.2.2 monomerek PS-DVB hordozoéra torténd kovalens rogzitésével,

mely toltetek 2002-ben IonPac Cryptand A1 néven keriiltek forgalomba.

Mig hagyomdnyos ioncsere esetén a retencié elsésorban az ionerdsségtdl fiigg, addig
makrociklus alapu anioncsere-kromatografidban a komponensek visszatartdsit az ion-
erOsség és az oszlop kapacitds egyiittesen hatdrozza meg. A toltet ioncserekapacitasat
az aktiv funkcids csoportok, makrociklus alapt fazisok esetén a feliileten kotott, fémion-
nal komplexalt ligandumok szdma befolydsolja. Kiilonb6z6 fémionok esetén — az eltérd
komplexképzddési dllandokkal osszefiiggésben — eltér6 szelektivitas érhetd el. A fém-
1onok jellemzden nagyobb affinitdst mutatnak kriptandokra mint koronaéterekre, mely-
nek eredményeként a kriptand tipusu toltetek nagyobb ioncserekapacitassal rendelkez-
nek [85]. A komplexképzési hajlam novekedésével — mely szerves olddszerek jelenlété-
vel erGsithet6 — az ioncserekapacitds novekedése révén jelent6sen novekszik a kompo-

nensek visszatartasa [85].

Anioncsere-kromatografids elvalasztasok sordn jellemz&en alkali-hidroxid eluensek hasz-
nélatosak. A makrociklikus ligandum-alkéli fémion komplexek stabilitési dllandéi K™ >
Na™ > Li" irdnyban csokkennek. A mozg6fazis fémionjdnak az elvdlasztés alatt torténd
lecserélésével un. kapacitds gradiens érhetd el, mely alkalmas nem polarizdlhatd, és nagy
retencioval rendelkezd tobbértékii, valamint polarizdlhaté anionok szimultdn, hatékony
elvalasztdsara. Mivel kapacitds gradiens elucio esetén a mozgo6fazis koncentracidja dllan-

do, az alapvonal torzulds, kiilondsen szupresszor alkalmazasa esetén minimalis [6,45].
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2. Kisérleti rész

Alébbiakban a doktori munkdm részét képezd ionkromatografids vizsgalatok — mintaol-
datbeli illetve all6fazisbeli komplexképzés — sordn alkalmazott mérési koriilményeket,

eszkozoket, anyagokat ismertetem.

2.1. Felhasznalt eszk6zok, anyagok

2.1.1. Gadolinium-kelatok szerves és szervetlen matrixban valo elva-

lasztasa latex-alapi anioncserélo allofazison

2.1.1.1. Alkalmazott berendezések, eszkozok

A mérések egy Dionex DX 300 tipusu ionkromatogréfids késziiléken (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) torténtek, amely SAGP gradiens pumpét, Dionex ACI interfészt, CHA-6 nagy-
nyomasu kromatografids modult, SDM-II vezetOképességi detektort, Model 9125 injek-
tal6 egységet (Rheodyne, Rohnert Park, CA, USA), 50 pL térfogati mintabeviteli hurkot,
kémiai regenerdldssal (0,025 N HySO,4) miikodtetett AMMS-II (4 mm) mikromembran

szupresszort, valamint Dionex EDM eluens gédztalanité egységet tartalmazott.

A késziilék vezérlése, az adatok rogzitése, tovabba a kromatogramok kiértékelése a Di-

onex PeakNet 5.21 kromatografids szoftverrel tortént.

A mérések sordn hasznélt mozgdfazis, regenerdld és mintaoldatok elkészitéséhez sziik-
séges ultranagy-tisztasdgu (18,2 M{2cm) vizet egy 0,22 pm poérusatmérdjli, MilliPak-40
tipusu sztirdvel elldtott Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA) viztisztito készii-
1€k biztositotta. Az eluens oldatok levegdmentesitése ultrahangos fiirdé (Sonorex RK 52,
Bandelin) segitségével tortént.

Az ionkromatografids elvélasztdsok mellett kiegészitd ICP-OES mérésekre is sor kertilt
egy Spectroflame Modula E tipusu késziilék (SPECTRO Analytical Instruments Inc., Ger-
many) segitségével, 303,284 nm detektaldsi hullimhossz alkalmazdsa mellett.

2.1.1.2. Alkalmazott oszlopok

Az elvalasztasok sordn haszndlt Dionex IonPac AS4A-SC tipust kromatografids oszlop

(4x250 mm, d,, = 13 um) egy alkanol kvaterner ammonium csoportokkal funkcionalizalt,
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@ = 20 pekv osszioncserekapacitdsu, kozepes hidrofobicitasu, latex agglomeralt pelliku-
laris anioncseréld 4ll6fazist tartalmazo kolonna volt, melynek toltete 160 nm vastagsagu

anioncseréld latex réteggel rendelkezett.

A mintaeldkészitésként alkalmazott szilard-fazisu extrakcid Strata-SCX tipusu SPE ko-
lonnén (Phenomenex Inc.) tortént, mely 200 mg, 1 mekv/g kapacitasu, feliiletileg szulfo-
nélt erds kationcseréld toltetet tartalmazott.

2.1.1.3. Alkalmazott vegyszerek

A méréseket 3,0—4,5 mM Osszkoncentracio €s 9,8—10,8 pH tartomdnyokban végeztiik a
mozgo6fazisbeli karbondt (NasCOs) / hidrogén-karbonit (NaHCO3) ardny megfeleld vél-
toztatdsdval, 1,2 mL/min térfogatdram (v) mellett. Az eluens oldatok elkészitése krista-
lyos Nay,CO3 és NaHCOg3 nagytisztasagu ioncserélt vizben torténd olddsaval tortént. A
szupresszor regenerdldsdhoz sziikséges oldatot cc. kénsav (96 m/m% H,SO,) higitdsdval
allitottuk eld.

A manuélisan injektdland6 minték torzsoldatai klorid (CI ™), szulfat (SOi’), bromid (Br™),
nitrat (NOj3') és foszfat (POi_) anionokra vonatkozéan ionkromatografids standardok-
b6l (TraceCERT®, Na-sé 1 g/L koncentrici6ju vizes oldata) késziiltek. A keldt-komplex
mintaoldatokat kristdlyvizes gadolinium-klorid (GdCls;x6 H50), dietilén-triamin-penta-
ecetsav (HsDTPA), etilén-diamin-tetraecetsav (NaoH,EDTA x2 H,0) és transz-1,2-di-
amin-ciklohexan-tetraecetsav (DCTA x H,O) sok felhasznalasaval allitottuk 6ssze. A vizs-

galt fém-kelat komplexek éltalanos szerkezete a 2.1.1. dbran l4thatd.

(a) (b) (c)
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2.1.1. dbra. Kiilonboz6 tobbfogu szerves ligandumok fém-keldt M-EDTA (a), M-DTPA
(b) és M-DCTA (c) komplexeinek szerkezete. ?

Laktit (CH;CH(OH)COOLI), szukcinidt (NaOOC(CH3);COONax6 H,0) és maleat
(NaOOCCH=CHCOONa) mintaoldatok elkészitése szintén sokbdl tortént. Az eluens,
a regenerdldszer €s a mintaoldatok alapanyagit jelentd vegyszerek egyardnt a Fluka cég
termékei (Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) voltak.

2ACD/ChemSketch™™ 2.0 (ACD/Labs) szoftverrel készitett 4brak.
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2.1.2. Karboxilatok és szervetlen anionok elvalasztasa makrociklus ala-

pua anioncserélo all6fazison
2.1.2.1. Alkalmazott berendezések, eszkozok

A méréseket Dionex DX 500 tipusu ionkromatogréfids késziiléken (Dionex, Sunnyvale,
CA, USA) végeztem, amely automata gaztalanito egységgel ellatott GP40 gradiens pum-
pat, termosztalhatd AS50 tipust automata mintaadagold modult, 25 pL térfogati minta-
beviteli hurkot, AS50 tipusu, a kolonna termosztalasara alkalmas részegységet, valamint
CD20 vezetoképességi detektort €s 50 mA dramerdsség mellett elektrolitikus regenera-
lassal mikodtetett Dionex ASRS 300 (2 mm) mikromembréan szupresszort tartalmazott.

A késziilék vezérlése, az adatok rogzitése és a kromatogramok feldolgozédsa sordn a Di-

onex PeakNet 5.21 kromatografids szoftvert hasznaltam.

PorA

Az eluens és mintaoldatok elkészitéséhez 0,22 um pdrusatmérdjti, MilliPak-40 tipusu
szlirGvel ellatott Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA) viztisztit6 késziiléken els-
allitott ultranagy-tisztasdgu (18,2 M{2cm) vizet haszndltam. Az elvdlasztdsokat 0,5 mL/min
eluens térfogatdram mellett, a 3.4 fejezetben részletesen ismertetett, szisztematikusan val-
toztatott kromatogréfids koriilmények kozott végeztem.

2.1.2.2. Alkalmazott oszlopok

Az elvélasztasokat egy Dionex IonPac Cryptand Al tipusd (3x150 mm, d, = 5 ym), n-
decil-2.2.2-kriptand csoportokkal funkcionalizdlt (Q) = 85 pekv), véltoztathaté hidrofo-

/////

maz06 kolonndn valdsitottam meg.

2.1.2.3. Alkalmazott vegyszerek

Naétrium- (NaOH) illetve kalium-hidroxid (KOH) mozgd6fazissal tortént mérések esetén
kereskedelmi forgalomban kaphat6é 0,1 M koncentracidji ionkromatografids eluens olda-
tokat haszndltam, mig litium-hidroxid esetén s6bdl (LiOH xH50) éllitottam el6 a 0,1 M
toménységli mozgdbfazis torzsoldatot.

A vizsgaland6 komponensek mindegyikére, 1 g/L-es koncentracidju torzsoldat megfeleld
mértéki higitdsaval készitettem el az injektdland6 mintaoldatot. Szervetlen anionok, va-
lamint formidt és tartarat esetében ionkromatografids standardokat (TraceCERT®), mig a
tobbi karbonsav anion esetében sajat, a rendelkezésre all6 sokbdl illetve koncentratumok-

bdl készitett torzsoldatokat hasznaltam.

Karboxildtokra vonatkozé méréseimet 0,7 mM (formiat, propiondt), 0,5 mM (acetdt),
0,4 mM (szukcindt, trifluoracetdt (TFA), szalicilat), 0,3 mM (laktat, piruvat, oxaldt, ma-
lonét, fumarat, maleat, adipat, pimelédt, bromkléracetat (BCA), citrat) és 0,2 mM (tart-

arat, benzoat, ftalat) koncentracioji mintaoldatokkal végeztem. Szervetlen anionok ese-

38
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t%n 0,2 mM (NO3), 0,1 mM (C1-, NO;, Br~, SO%~, PO?™) és 0,02 mM (BrO; ) oldatokat

injektaltam.

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

2.2. Adatfeldolgozas, paraméterillesztés

A mérési adatok rogzitése, a kromatogramok kiértékelése és a sziikséges szamitdsok 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 tortént.

A kromatogrifids mddszerrel elvélasztani kivdnt mintakomponensek oszlopon vald re-
tencidjat befolydsold egyensulyi dllandok meghatarozdsara szamos modszer all rendelke-
zésre, melyek koziil a legismertebbek az adszorpcids izotermak leirdsan alapuld frontélis
analizis és inverz mddszer. EI6bbinél a nagy mintakoncentracié mellett mért elicids tér-

fogat, mig utobbinal a tultelitett csicsalak szolgal az izoterma meghatarozdsa [86].

Amennyiben ismert a mintakomponensek retencids viselkedését leir6 modell, valamint
rendelkezésiinkre 4ll egy megfelelden széles eluensosszetétel-tartomdny mellett rogzitett
kisérleti adatbdzis ugy az egyensulyi paraméterek iterdcids tton, tobbvaltozos regresszids

analizissel is meghatdrozhatdak.

Az iterdcids analizishez sziikséges, a mért retencids adatok és a keresett paraméterek ko-
zotti kapcesolatot leir6 fiiggvény az alabbi formdban irhato fel.

yi:f('riuplap%"ij)—'_éi (21)

ahol y; a mért retencids tényezdt, x; a fliggetlen rendszervaltozét (eluens koncentracio,
pH stb.), p; az illesztend6 egyensulyi dlland6t mig d; a mérési bizonytalansdgb6l ad6do
hibatagot jeloli. Munkdm sordn a regresszids analizist a legkisebb négyzetek modsze-
rével végeztem, mely mddszer a mérési pontok és a keresett fliggvény kozotti eltérések

négyzetdsszegének (2.2) minimalizél4san alapul.

n

>y — () (2.2)

i=1
ahol h(zx;) tag az illesztend? illetve az iteraciés folyamat sordn véltoztatott paramétere-
ket tartalmazé fiiggvény. Munkdm sordn az egyensilyi dllandok tobbvaltozés nemline-
aris regresszids analizissel torténd meghatarozasara az Anaconda Python szoftver SciPy
programcsomagjat hasznéltam. A szdmitdsok sordn a Levenberg-Marquardt algoritmust

kezdeti értékek megadédsa mellett alkalmaztam.
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3. Eredmények

Dolgozatom kovetkezd fejezeteiben a nagyhatékonysagu folyadékkromatografias oszlo-
pok szemcseszerkezetével (3.1.) €s nyomdsesésével (3.2.), valamint mintaoldatbeli (3.3.)
és éllofazisbeli (3.4.) komplexképzddésen alapuld ioncsere-kromatografids elvalaszta-

sokkal kapcsolatos elméleti és gyakorlati kutatdmunkdm eredményeit ismertetem.

3.1. All6fazis szemeseméret eloszlas hatasianak vizsgilata

a folyadékkromatografias hatékonysagra

Munkédm sordn a kromatografia, 1.3.1.2. fejezetben részletesen ismertetett dltalanos se-
bességi modelljét alkalmaztam, melynek (1.28a) alapegyenlete egyértelmiien mutatja az
elvdlasztis hatékonysdganak oszloptoltet szemcsemérettdl vald fliggését. Szamitdsaim-
ban a val6szintiségi stiriségfiiggvény (1.64a) és (1.64b) 6sszefiiggéseinek felhasznalasa-
val, a toltet szemcseméretének jellemzésére lognormalis eloszldst haszndltam. A vizsgél-
ni kivant 5 ym és 2,6 um atlagos szemcseatmérdvel (d,,) rendelkezd tolteteket az 3.1.1.

abran lathat6 szemcseméret eloszlassal (PSD = particle size distribution) jellemeztem.

3
= — 0p=0,1
-’
~ 4 —eem =03
>
\§ 1A I I I B op =05
e Ly o =07
&0
i 2
o0
Q
8
=] ! .
n . N e,
0 - = I -~ 2l b
0 2 3 4

Atlagos szemcsesugar, 1, [pm]

3.1.1. dbra. Szemcseméret eloszlas gyakorisdga 2,5 um és 1,3 um atlagos szemcsesugar
(rp) esetén kiilonbozd PSD szorasok (o, ) mellett.

A szemcseméret eloszlds elméleti tinyérmagassdgra, valamint az abbdl szdrmaztathat6

egyéb hatékonysagi paraméterekre (tanyérszam, felbontds, csucskapacitds) gyakorolt ha-
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tasat teljesen pordzus illetve tomormagvu szemcseszerkezetek, tovabba kiilonb6z6 mo-
lekulaméret tartomanyok (kismolekuldk, kdzepes méretii peptidek, nagyméretd peptidek,
proteinek) esetén vizsgéltam. Szamitdsaimat az altalanos sebességi modell megoldasa-
val, az (1.29a), (1.29b), (1.29¢), (1.30a) és (1.30b) egyenletek felhasznaldsaval, az 3.1.
tdblazatban szerepl6 paraméterbedllitisok mellett végeztem.

3.1. tdblazat. Szamitdshoz haszndlt paraméterek és értékeik [25, 87].

Paraméter Kismolekulak Kozepes méretii peptidek Nagyméretii peptidek Proteinek
M (kDa) <05 <SS ~5-10 ~ 60—100
Dy, (cm?/min) 6x1074 1,2x1074 6x107° 2,5%107°
Tp 0,55 0,45 0,35 0,31

Ve 0,6

€p 0,4 0,28 0,13 0,05

€o 0.4

13 0,08 0,21 0,32 0,69
K, 3

heady 1,3

L (cm) 15

3.1.1. Lokalis tanyérmagassag eloszlas matematikai leirasa

Konnyen belathatd, hogy amennyiben a toltet szemcsemérete eloszlast mutat, abban az
esetben a tdnyérmagassag is egyfajta eloszldssal lesz jellemezhets. A lokdlis tinyérma-
gassdg (h) eloszldsokat a PSD-t leiré f,, fliggvényt p,, = 2,5 ill. 1,3 vdrhat6 értékek,
valamint oy, =0,1-0,7 szoras €rt€kek esetére megoldva, majd az dltaldnos sebességi mo-
dell r, paraméterét az igy kapott PSD fiiggvénnyel helyettesitve szamitottuk kiilonb6z6
molekulaméret tartomédnyok €s szemcseszerkezetek esetén (3.1.2. — 3.1.5. dbrdk).

(a) (b)
1.4 14
= = — 0y =0,1
~— 1’2 >~ 1,2
=~ ~ “-- =03
:“; 1,0 E‘Z 1,0
N =y e op =0.,5
208 208 B o
80 e 1 |41 Tp =0
= 0,6 = 0,6
on o0
% 04 5 0.4
= =
502 502
0,0 i 0,0 =
0 15
Lokalis tanyérmagassag, h [pm] Lokalis tanyérmagassag, h [pm]

3.1.2. abra. Lokalis tinyérmagassag eloszlds gyakorisaga teljesen pordzus (a) illetve to-
mormagvi (b) toltetekre kiilonbozd PSD szorasok (o,.,) mellett , kismolekuldk" esetén
(fekete: d, =5 pum, sziirke: d, = 2,6 pm, up =20 cm/min, p =0,7).
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(a)
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3.1.3. dbra. Lokdlis tinyérmagassag eloszlds gyakorisdga teljesen pordzus (a) illetve to-
mormagvi (b) toltetekre kiilonbdz PSD szdradsok (o, ) mellett , kdzepes peptidek" esetén
(fekete: d,, =5 pum, sziirke: d, = 2,6 um, uo = 20 cm/min, p = 0,7).
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3.1.4. dbra. Lokalis tinyérmagassag eloszlas gyakorisdga teljesen pordzus (a) illetve to-
mormagvi (b) toltetekre kiilonboz6 PSD szérasok (o, ) mellett ,,nagy peptidek” esetén
(fekete: d, =5 pum, sziirke: d, = 2,6 pm, up =20 cm/min, p =0,7).
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3.1.5. abra. Lokadlis tinyérmagassag eloszlds gyakorisaga teljesen pordzus (a) illetve to-
mormagvi (b) toltetekre kiilonb6zd PSD szérdsok (o, ) mellett ,,proteinek” esetén (feke-
te: d, =5 pm, sziirke: d, = 2,6 um, up = 20 cm/min, p = 0,7).

A szamitott gorbék alapjan megéllapithatd, hogy a lokalis tinyérmagassag varhato értéké-
nek illetve szérdsdnak alakuldsa a PSD-re jellemzd valtozast koveti. A vizsgélt moleku-
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lacsoportok esetén a tomormagvu fazisok, a porézus toltetekkel 6sszehasonlitva minden
esetben szlikebb tdnyérmagassag eloszldst mutatnak. ElSbbi azzal magyardzhatd, hogy
a tomor mag ardnydnak (p) novelése révén mind az axialis diszperzids, mind pedig a
porusdiffizios tag értéke csokken, melynek eredményeként a tdnyérmagassag eloszlas
fuiggvény (f) varhato értéke és szdrasa is csokkenést mutat. Nagyobb atlagos szemcse-

mérettel rendelkezd toltetek esetében ez a csokkenés jobban észrevehetd.

A vizsgélandé molekula méretének novekedése a molekula és az dtlagos porusatmérd
ardnyédnak (&) novekedése mellett, a molekularis diffiziés tényezé (D), a mezopdrusok
gatlasi faktora (v;,) €s a szemcse porozitds (e,) csokkenését jelenti. E16bbiek, kozvetleniil
vagy kozvetetten a kiilsé anyagatadas (k¢) €s a porusbeli diffizié (D,) csokkentése, vala-
mint a zOnavisszatartasi tényezd (k) novelése révén H értékének novekedését okozzak,
mig ezekkel egyid6ben az axidlis diszperzi6 (Dy,) csokkenése csokkenti H értékét. Latha-
t6 tehat, hogy a lokdlis tdnyérmagassag eloszlds molekulamérettel 6sszefiiggd valtozasa

tobb folyamat komplex eredménye.

Egy kromatografids sav oszlopbeli vandorldsét elemi 1épésekre osztva az egyes 1épések-
hez tartoz6 Un. lokdlis tanyérmagassdgokat 0sszegezve megkapjuk az atlagos lokdlis
tdnyérmagassagot (H..1), mely azonos az oszloprol eludlédé csicsbdl meghatarozhat6 el-
méleti tanyérmagassdggal (HETP). Amennyiben a lokalis tinyérmagassagok folytonos
eloszlédssal frhat6ak le, igy a mérhetd elméleti tinyérmagassdg a lokélis tdnyérmagassa-

gok valdszintiségi stirliségfiiggvényének (f;) ismeretében a (3.1) alapjan szamithato.

Hcol = / HfH dH (31)
0

3.1.2. Szemcseméret eloszlas hatasa az oszlop hatékonysagara

A mozgdfazis linedris aramlési sebességének (1) oszlopbeli sdvszélesitd folyamatokra és
ezaltal az elvdlasztéasi hatékonysdgra gyakorolt hatdsa jol ismert. Mig az axidlis diszper-
zi6 csokken, addig az anyagétadasi folyamatok savszélesitd hatdsa novekszik az dramldsi
sebesség novelésével. A mozgdfazis dramlasi sebességének az elvélasztas hatékonysaga-
ra gyakorolt hatdsdnak vizsgélata fontos és hasznos informéciét nydjt a kromatografids
rendszer mlikodésérdl. ElSbbieket figyelembe véve, a toltet szemcseméret eloszldsanak
hatasétdl eltekintve kiszamitottam az egyes molekulacsoportok van Deemter gorbéit, me-

lyeket a 3.1.6. dbrdn ismertetek.
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3.1.6. abra. Eltér6 molekulaméreti komponensekre szamitott van Deemter gorbék telje-
sen porézus 5 pum (a) és 2,6 um (b), valamint tomormagva 5 um (c) és 2,6 um (d) szem-

oy

cseatmérdji toltetek esetén (o, =0,1).

A molekulaméret novekedésével az elméleti tinyérmagassag értékek jelentds novekedé-
sét, az elvdlasztds hatékonysidganak szamottevd csokkenését tapasztaltam. A mozg6fazis
aramlasi sebességének novelése kismolekuldk esetében 0-5 cm/min tartomanyban kedve-
z6en befolydsolta a HETP értékek alakuldsat, az dramldsi sebesség tovabbi novelésének
hatdsa elhanyagolhat6 volt. Kozepes méretii peptidek esetén a HETP értékek kismérték-
ben novekedtek az dramlési sebesség novelésével, mig nagyméretii peptidek és proteinek
esetében a mozgdfazis dramlési sebességének emelése jelentds hatékonysdgcsokkenést
eredményezett. A HETP értékek emelkedése a tomor mag ardnyanak novelésével illetve
kisebb szemcseméret esetén kisebb mértéki volt. Egy nagyméretl peptid példajat véve,
a szemcseatmérdt felére csokkentve a HETP kozel negyedére, mig a tomor mag ardnyat
nullarol 0,7-re emelve kozel felére csokkentheté a HETP értéke.

Az elméleti tdnyérmagassag szemcseméret eloszlastdl fiiggd alakuldsat, a konnyebb ér-
telmezhetdség érdekében a relativ valtozds bemutatdsdval jellemzem. A HETP relativ
értékét az adott 02 és 02 = () varianciaju eloszldsra szdmitott HETP értékek hanyadosa-

ként (3.2) szamitottam.

H
Hpg === 32
=1 (3.2)
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A szemcseméret eloszlds elvélasztasi hatékonysdgra gyakorolt hatdsat 5 um és 2,6 um
szemcsedtmérdk, pordzus illetve tomoérmagvu fazisok, valamint kiillonb6zd PSD szords és
molekulaméret tartomanyokban vizsgaltam. Eredményeimet a pordzus illetve tomormag-
vu oszloptoltetekre jellemzé gyakorlati szemcseméret szorastartominyok megjelolésével
(sziirke teriilet) a 3.1.7. és 3.1.8. dbrakon mutatom be.
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3.1.7. abra. Relativ HETP értékek alakuldsa a PSD szoérasdnak fiiggvényében 5 pym (a) és

vy

2,6 pm (b) atlagos szemcsedtmérdjli pordzus toltetek esetén (uy = 20 cm/min).
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3.1.8. dbra. Relativ HETP értékek alakuldsa a PSD szérdsanak fiiggvényében 5 ym (a) és
2,6 um (b) atlagos szemcseatmérdjli tomormagvu toltetek esetén (uy = 20 cm/min).

3.2. tablazat. Elméleti tdnyérmagassag értékek relativ valtozdsanak szamszerl értéke
(A HETP [%]) kiilonb6z6 molekulaméret tartomanyok esetén, amennyiben a PSD sz6-
ras o,, = 0,0-r0l 0, = 0,7-re emelkedik (ug = 20 cm/min).

dp:SIum dp=2,6um
Molekula csoport Porézus Tomormagvi | Porézus Tomormagvia
kisméretti molekulak 1,94 1,35 3,73 2,53
kozepes méretli peptidek 5,79 4,77 16,98 12,74
nagyméretti 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. abrdkon lathato, hogy szélesebb szemcseméret eloszlas esetén maga-
sabb relativ HETP értékek mérhet6k, mely novekedés a nagyobb molekulaméretti kompo-
nensek irdnyaba egyre jelentdsebb. El6bbi hatés az atlagos szemcseatmérd csokkenésével
egyre hangsulyosabb. A pordzus €s tomormagvu fazisokat 6sszehasonlitva a HETP érté-
kek PSD szoris fiiggvényében vald relativ valtozdsdban nem figyelhetd meg szamottevd
eltérés, azonban az emlitett toltetekre jellemzd gyakorlati szérdstartomédnyok jelentésen
eltérnek. Mig pordzus toltetek esetében 20—40%, addig tomormagvu fazisok esetében
5—10% szoérasértékek jellemzik a toltet szemcseméret eloszldsat. Elobbieket figyelembe
véve a PSD hatékonysdgra gyakorolt hatdsa tomormagvu fazisok esetében elhanyagolhat6
(< 1%), mig pordzus tolteteknél, nagyméretli molekuldk esetében 10%-os relativ HETP
novekedés is tapasztalhato.

A PSD elvélasztasi hatékonysdgra gyakorolt hatdsit a felbontdsok irdnyabdl vizsgilva
el6z6ekhez hasonld eredményre jutunk. A teljesen pordzus és tomormagvu fazisokat
Osszehasonlitva kozel azonos tendenciat figyelhetiink meg, azonban megjegyzendd, hogy
az emlitett szemcseszerkezetek esetén a gyakorlati szérdstartomdnyok jelentdsen eltérnek
(sziirke savok). Elobbit figyelembe véve a tomormagvu toltetek haszndlata, a gyakorlati
tapasztalatokkal 0sszhangban valéban elénydsebb. Az eredmények alapjan az is megélla-
pithatd, hogy mig porézus toltetek tekintetében a szemcseméret eloszlds tovabbi csokken-
tése megfontolando, addig tomormagvu fazisok esetén azok sziik gyakorlati PSD értékére

tekintettel nem érhetd el szamottevd hatékonysag novekedés.

Az adott analizisid6 alatt elvdlaszthat6 csticsok szdma, azaz a csiicskapacitds (n.) egy
tovabbi kromatografids elvélasztast jellemzé mérdszam (1.11), mely szintén fiigg a toltet
szemcseméret eloszlasatol. A mozgdfazis dramlési sebességének csucskapacitisra gyako-
rolt hatdsat vizsgalva, az egyes molekulacsoportokra kapott eredményeimet a 3.1.9. dbran

szemléltetem.
(a) (b)
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3.1.9. abra. Abszolut csucskapacitas értékek eltérd molekulaméretli komponensekre 5 ym
pordzus és 2,6 ym szemcseatmérdjli tomormagvu toltetek esetén a mozgofazis dramlasi
sebessége fliggvényében (L = 10 cm, £y = 1, tnax = 10 X tp).

Hasonl6an a HETP értékeknél tapasztaltakkal, a csucskapacitds tekintetében is jelen-

t6s kiilonbség van az egyes molekulaméret tartomanyba sorolhaté komponensek kozott.
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Kisméretli molekuldk esetén 1,5-szeres, kozepes méretli peptidek és proteinek esetén 2-
szeres, nagyméretli peptidek esetén kozel 4-szeres csucskapacitds novekedés érhetd el
amennyiben 5 pm-es porozus toltet helyett 2,6 m szemceseatmérdjil tomormagvu toltetet
alkalmazunk az elvélasztds sordn.

Tekintettel a korabbi megallapitdsra, miszerint a PSD csokkentésének pordzus toltetek
esetén van létjogosultsdga, a szemcseméret szords hatdsat relativ (ne e = ne(00.7) /nc(00))

csucskapacitas tekintetében ezen toltettipus esetén mutatom be.
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3.1.10. abra. Relativ csucskapacitas a PSD szoérasdnak fiiggvényében 5 ym (a) és 2,6 pm
(b) szemcsedatmérdjl pordzus toltetek esetén.

A 3.1.10. abra alapjan elmondhatd, hogy a toltet atlagos szemcsedtmérdjének csokke-
nésével és a PSD szords novekedésével egyre jelentdsebb a csicskapacitds csokkenése,
mely azt mutatja, hogy porézus fazisok esetén a PSD sziikitése elsdsorban a kisebb szem-
cseméret tartomanyban vezethet eredményre.

Az altalam alkalmazott modell paraméterkészlete lehetdséget ad tovdbbi, a kromatogra-
fids elvélasztast befolydsold tényezdk (pl.: tomor mag/pordzus héj ardny) vizsgélatara,
valamint a kiillonb6z6, szemcsemérettdl fiiggd savszélesitd hatdsok (pl.: axidlis diszper-
zi6, kiils6 anyagatadési tényez8) egymastdl fiiggetlen meghatdrozdsara.

A fent bemutatott, a kromatografids toltetek szemcseméret eloszldsanak elvalasztasi ha-
tékonysdgra gyakorolt hatasanak vizsgélatdval kapcsolatos eredményeimet a [87] és [88]

irodalmakban publikaltuk.
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3.2. Oszlopbeli nyomasviszonyok retenciora és hatékony-

sagra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az oszlopbeli nyomdsviszonyok komponensek retencidjara gyakorolt hatdsa egyrészt a
mozgofazis dramlési sebességének novekedéséhez (kiillonosen UHPLC esetén), masrészt
a komponensek adszorpcid sordn bekdvetkezd molaris térfogatdnak megvaltozdsahoz kot-
hetd. Utdbbi jelenség elméleti (Gibbs-féle szabadentalpia, (1.33)) és gyakorlati szempont-

bdl is részletesen vizsgalt és dokumentalt.

Munkdm sordn a fent emlitett nyomdsindukdlta sebesség gradiens, valamint adszorpcid
indukalta moldris térfogatvaltozas retencids tényezdre gyakorolt hatdsat az (1.37) Ossze-
fliggés [1] felhaszndldsaval tanulmanyoztam. El6bbiek mellett a kromatografids oszlop
nyomasesésének elvdlasztasi hatékonysagra gyakorolt hatdsat is vizsgaltam. Szdmitdsa-

im sordn a 3.3. tdbldzatban feltiintetett paramétereket haszndltam fel.

3.3. tablazat. Szamitdsok sordn haszndlt paraméterek és azok értékei.

Alland6 paraméter | Viltozé paraméter
R=8314J/molK | Ap=400 — 1000 bar

T =303 K Vinj =2 — 1000 pL
pin=Ap+2x10° | N =100 — 1500
L=10cm —AV;, =0 — 100 cm3/mol
v =1 cm®/min

d=2,1 mm

€ =65/100

tr =10

3.2.1. A retencio alakulasa az oszlopbeli nyomasesés fiiggvényében

A komponens retencidja és vandorlasi sebessége nyoméasgradiens esetén az oszlop mentén
folyamatosan valtozik. A retencios tényez6 kezdeti, az oszlop belépési pontjan jellemzd

értéke a (1.37) Osszefiiggés dtalakitdsaval az aldbbi formédban irhato fel.

ApAVn] | exp (Sp82) {tR o — L}
ko = 33
0 { RT } 1 — exp (Snbm) L (3-3)

Az (1.37) és (3.3) egyenletek felhaszndldsdval meghatdroztam az egyes komponensek

retencids tényezdjének és vandorldsi sebességének oszlop menti alakuldsat. Eredménye-
imet a moldris adszorpcids térfogatvéltozast nem szenvedd komponenshez viszonyitott

relativ valtozasok bemutatasaval a 3.2.1. és 3.2.2. abrakon ismertetem.
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3.2.1. dbra. A komponens relativ retencios tényezdjének (a) és relativ vandorlasi sebes-
ségének (b) alakuldsa az oszlop mentén 400 bar nyomdasesés mellett kiilonb6zd moldaris
adszorpciods térfogatvéltozassal (AV;, [cm®/mol]) jellemezhetd komponensek esetén.

() (b)
= N
ot —
L L
St S
g g
£ 2
L 3
s =
£ 2
N Z
N ~
E 2 0.0 —AVm:—Ocm3/mol -—- —lOcm3/mol —20cm3/m01
] [} >
ﬁ -=- AV =-50 cms/mol — =80 cm3/m01 — -100 cm3/mol m == AV =-50 Cm3/m01 — =80 Cm3/m01 — -100 cm3/mol
-05 -0,5
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Oszlopbeli tithossz, L [cm] Oszlopbeli uthossz, L [cm]

3.2.2. dbra. A komponens relativ retencids tényezdjének (a) és relativ vandorlasi sebes-
ségének (b) alakuldsa az oszlop mentén 1000 bar nyomasesés mellett kiilonbozé molaris
adszorpci6s térfogatvaltozdssal (AV, [cm3/mol]) jellemezhetd komponensek esetén.

Adott komponens retencids tényezdje €s annak vandorlasi sebessége egymassal reciprok
kapcsolatban all, hiszen u = 1/(1 + k), ennek megfelelen a gorbék lefutdsa ellentétes
irdnyu. El6bbi Osszefiiggés szerint a vandorlasi sebesség novekedésének relativ értéke ki-
sebb, mint a retencids tényezs relativ csokkenése, azonban az dbrakon ennek ellenkezdjét
latjuk. Az eldcids irdnynak megfelelGen, az atjarandé toltetagy térfogatdnak csokkenése
révén kisebb lesz annak ellendlldsa, amely a nyomdsesés mellett dramlési sebesség nove-
kedést idéz el6. El6bbit figyelembe véve, a vandorlasi sebesség ndovekedésének a retenci-
Os tényezd csokkenését meghaladé mértéke, véleményem szerint a mozgdfazis dramlasi
sebességének novekedésével hozhatd Osszefiiggésbe. A retencids tényezd oszlop menti
csokkenése a komponens moldris adszorpcids térfogatvaltozasdnak novekedésével egy-
re jelentGsebb, az oszlopbeli nyomdsesés novekedésével pedig még inkdbb szamottevd.
A szamitott eredmények — 0sszhangban kordbbi gyakorlati mérésekkel — azt mutatjak,
hogy kiilonosen a nagyméretli molekuldk (pl.: peptidek, proteinek) esetén az oszlop-
beli nyomasgradiens jelent6sen befolydsolja a komponensek retencidjit, mely hatds az

UHPLC rendszerek esetében mar nem hagyhaté figyelmen kiviil.

49



3.2. OSZLOPBELI NYOMASVISZONYOK RETENCIORA ES HATEKONYSAGRA
GYAKOROLT HATASANAK VIZSGALATA

3.2.2. Elvalasztasi hatékonysag nyomasgradiens esetén

Gradiens elvélasztasok esetén — az 4dltaldnos sebességi modell kapcsan — korabban mar
targyalt (1.3.1.2. fejezet) sdvszélesitd hatdsok mellett tovdbbi tényezdkkel is szdmolni
kell a savprofilok (= koncentrcidprofilok) alakuldsdnak vizsgdlata sordn. Az egyik fon-
tos sdavszélesedést okozd folyamat az injektalds. A kolonna elején kialakulé mintadugd
szélessége a

Uo

egyenlet alapjan fiigg az injektdldsi id6tSl (At;,;), melyet az injektdlandé mintatérfogat

Az, = At (3.4)

hatdroz meg, a mozgdfazis linedris dramldsi sebességétdl (ug = L/tg), valamint a kom-
ponens kezdeti retencids té€nyez6jétdl (ki) [89]. A 3.2.1.b és 3.2.2.b dbrdkon lathato, hogy
a komponens vandorlasi sebessége a kolonna elején a legkisebb, melynek koszonhetGen
a sav két széle ezen a szakaszon kevésbé tud eltdvolodni egymadstol. Adott komponens-
sav kezdeti szélességét a moldris adszorpcids térfogatvaltozast nem szenveds (AV;, = 0)
komponenshez tartozo referencia értékhez (Azi, av;,—0) viszonyitva (3.2.3. dbra) lathato,
hogy a kezdeti sdvszélesség a nyomads és a moldris adszorpcids térfogatvaltozas értékek

novekedésével csokken.
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3.2.3. dbra. A kolonna belépési pontjan jellemzd kezdeti savszélesség nyomas €s moldaris
adszorpcids térfogatvaltozassal val6 kapcsolata.

Az oszlopbeli vandorlas sordn a koncentracidprofil alakuldsat a kolonna hatékonysiga

mellett meghatdrozza a mintazéna széleinek egymashoz viszonyitott haladasi sebessége.

Gradiens koriilmények (pl.: oldoszererésség, nyomads, hdmérséklet valtozas) esetén a sav
frontjdhoz illetve végéhez tartozé retencids tényezdk eltérnek, ezdltal a sav két széle kii-
16nb6z6 sebességgel halad. Amennyiben a savfront retencids tényezdje kisebb mint a sav
végéhez tartozo érték, ugy az izokratikus koriilmények esetén jellemzd kinetikai hatdsok
altal okozott savszélesedés tovabbi novekedése, forditott esetben pedig a sdvszélesedés

csokkenése tapasztalhato.

A mintazona oszlopbeli szélesedésének modellezésére az egyensilyi-diszperziv modellt,
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a Martin-Synge algoritmus alkalmazdsdval oldottam meg, melynek sordn a latszélagos
diszperzios tagot nulldnak (az anyagatadast végteleniil gyorsnak) tekintve, a (3.5) k6zon-

séges differencidl egyenletet minden egyes elméleti tdnyérra megoldva [89] szdmitottam
az adott koncentrici6 profilokat.

dc]t] Cn—Cn1
L4+ k)= +u = =0 (3.5)

ahol n a tanyér sorszadma, ¢, pedig az injektdldsi profil.

A kiilénb6z6 nyomadsesés €s injektalasi térfogat értékek esetén kapott savprofilok a 3.2.4.
€s 3.2.5. abrdkon lathatoak.

(a) (b)
1,2 — AV, = — 0 cm®/mol 12 — AVp = - 0 cm*/mol
Q:\ 1 --- AVp, = -10 cm?/mol Q': 1 --- AVp = =10 cm*/mol
:g 0.8 -+ AVp, = =20 cm®/mol :E 0.8 -+ AVy = =20 cm’/mol
w Y, . < Y
= | - Avy=-50em’/mol  F <=+ AVp = =50 cm*/mol
§ 0,6 —  AVp, = -80 cm’/mol § 0,6 —  AVp =-80 cm’/mol
S 04 \ — AV, =-100em¥/mol S 0,4 L — AVy, = =100 em’/mol
o : - '
0,2 0,2
0—=7 —4L L +4L +81L 0 8L 4L L +4L +8L
Migracids uthossz, 7 [cm] Migraciés uthossz, 7z [cm]

3.2.4. abra. Koncentracio6 profil (c) alakuldsa az oszlop mentén (z) 400 bar nyomasesés
esetén 2 uL (a) és 1000 uL (b) injektalasi térfogatok mellett (N = 1000).

—_
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~_~
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1’2 — AV, = — 0 cm®/mol 1’2 — AV, = — 0 cm?/mol
Uﬁ 1 --- AVp, = =10 em?/mol l:\ 1 - -~ AVy, = =10 cm?/mol
@ ) o
o= -+ AV = =20 cm?/mol o= -+ AVy = —20 cm’/mol
\: 0’8 " o \g 078 m
= = AV =-50cm’/mol & <=+ AVp = =50 cm?/mol
§ 0,6 —  AVp, = -80 cm?/mol § 0,6 : "\ — AV =-80 cm*/mol
S04 b — AV, =-100cmimol S 0,4 — AV, = 100 cm?/mol
N> 8 A2 ; :

0,2 0,2

0 . = 0= — J & = = =
=8L -4L L +4L +8L —8L 4L L +4L +8L
Migracios uthossz, 7 [cm] Migracios uthossz, z [cm]

3.2.5. dbra. Koncentracié profil (c) alakuldsa az oszlop mentén (z) 1000 bar nyomasesés
esetén 2 uL (a) és 1000 pL (b) injektalasi térfogatok mellett (N = 1000).

A komponenssdvok oszlop menti koncentracié profiljit jellemzd variancia értékeket a
moldris adszorpcids térfogatvéltozas fliggvényében, kiillonb6z6 nyomdsértékek esetén a
3.2.6. abran tiintettem fel.
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3.2.
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3.2.6. abra. Komponenssav variancia értékének alakuldsa kiilonboz6 nyomads és moldris
adszorpcios térfogatvaltozas értékek esetén.

A 3.2.4. és 3.2.5. 4brak alapjan megéllapithato, hogy az injektéldsi térfogat noveke-
désével novekszik a sdvok hosszirdnyu variancidja, kiilondsen a nagyméretli molekuldak
iranydba. A 3.2.6. dbrdn lathat6 tovdbba, hogy a nyomds ndvekedésével, a -50 cm?®/mol
vagy anndl nagyobb moldris adszorpcios térfogatvaltozassal jellemezhetd komponensek

esetén a sdvok hosszirdnyu variancidjdnak novekedése mar igencsak szamottevo.

Fontos azonban figyelembe venni, hogy a mintasdvok véandorldsi sebessége a toltetagy
ellenalldsdnak csokkenése révén az oszlop vége felé egyre novekszik. A komponensek
injektalasi térfogattdl fiiggetlen kilépési sebesség értékeit az ue, = /(1 + kex) OsSZE-
fliggés alapjan szdmitva a 3.2.7.a dbrdn lathat6 eredményeket kaptam.

(a) (b)
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3.2.7. abra. Kilépési sebesség (a) €s sdvszélesség kilépési sebességgel korrigalt értéke (b)
kiilonb6z6 nyomads és moldris adszorpcids térfogatvaltozas értékek esetén.

Bar a nyomds és a molekulaméret emelkedése jelentds ndvekedést okoz a sdvszélességben
(3.2.6. dbra), figyelembe véve az adott koriilmények kozott szamitott kilépési sebesség
értékek novekedését (3.2.7.a dbra) lathatd, hogy a komponens sdvok szélessége a kilépés
soran jelentdsen csokken (3.2.7.b abra). A kilépési sebesség novekedése tehit egyfajta

sdvkompresszios hatasként értelmezhetd, mely részben vagy akér teljes mértékben kom-
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penzdlhatja a kordbban mar emlitett oszlopbeli sdvszélesedést. Fontosnak tartom tehat ki-
emelni, hogy a fent vizsgélt tényezdk egyiittesen alakitjdk ki a kromatogramon megjelend
csucsok alakjat és bazisszélességét, tehat a mérhetd hatékonysag a kordbban szeparaltan

vizsgalt paraméterek és folyamatok komplex eredménye.

Az elvilasztas hatékonysdgéra vonatkozdan, a komponensek oszloprdl valé eldacidjat ko-
vetden a kromatogramon megjelend csticsok elemzésével kaphatunk informaciét. A kro-
matogramon megjelend csicsszélességet (At ) az oszlopon beliil kialakul6 savszélesség
€s a komponenssavok oszlopbdl valo kilépésének sebessége a (3.6) Osszefliggés [89] sze-
rint hatdrozza meg.

Atou = AzoutH—kc’“t (3.6)

Uo

ahol Az, €s kouy az 0szlopbdl kilépd komponenssav szélessége €s retencids tényezdje.

Munkdm sordn az egyensulyi-diszperziv modell felhasznaldsdval szamitott elicids kon-

centricio profilokbdl (c,) momentumanalizissel, a (3.7) Osszefiiggések

Ho = / Cinj dt (378.)
0
> e tdt
lr = = fOM—J (3.7b)
0
Ut — 1q)? ey dt
R Zl) j (3.7¢)
0
2
2 2 U
— ot = ——2 3.7d
a, H2 Uout (1 +kout)2 ( )
Pt — )P e dt
0
uz
N = u_l (3.7f)
2

felhaszndldsdval meghatdroztam a véarhat6 retencids id6 (¢g), tovabba az elvélasztas ha-
tékonysagat jellemzd idSbeli (o2) és hosszirdnyu variancia (02), az aszimmetria tényez

(Ag), valamint a tdnyérszam (N) nyomadsgradiens esetén varhato6 értékét.
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3.2.8. dbra. Relativ csuicsvariancia alakuldsa a molaris adszorpcios térfogatvaltozas fiigg-
vényében kiilonb6z6 nyomasesések, valamint 2 pL (a) és 1000 pL (b) injektélasi térfoga-
tok esetén (N = 1500).

A relativ cstcsvariancia (072, = 07 /04y, _) értékek mind a nyomés mind pedig a moldris

rel =
adszorpcids térfogatvdltozas emelkedésével novekedést mutatnak, mig az injektalt min-
tamennyiség novelésével csokken a valtozas mértéke (3.2.8. dbra). Lathato tehat, hogy
a megfeleld injektéldsi térfogat megvdlasztdsa, kiillondsen a nagyobb molekulaméret és
nyomds tartomdnyban egy tovdbbi fontos paraméter az elvdlasztasi hatékonysag szem-
pontjabol.

Hasonl6 koriilmények kozott vizsgélva a kromatografids csicsok varhatd aszimmetria ér-
tékeit a 3.2.9. 4dbran lathaté eredményeket kaptam.
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3.2.9. dbra. Varhat6 aszimmetria értékek relativ alakuldsa az oszlopnyomds €s a moldris
adszorpcids térfogatvéltozds fiiggvényében 1500 N elérendd tanyérszam esetén (Viy; =
2 pl).

A nyomads és moldris adszorpcids térfogatvaltozas emelkedésével a csicsaszimmetria ese-
tében is novekedést tapasztaltam, mely nagyméretli molekuldk és magas nyomasesés ér-
tékek esetén elérte a kozel 6-szoros relativ értéket. Az injektalasi térfogat valtoztatdsanak

hatdsa ez esetben elhanyagolhat6 volt.
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A fentieket figyelembe véve megéllapithatd, hogy a nyomads €s az azzal szoros kapcso-
latban 4116 molaris adszorpcids térfogatvaltozas novekedése, tovabba az injektéldsi tér-
fogat novelése egyarant meghatdroz6 a kromatografias csucsszélesedés szempontjabol.
Az elvilasztas hatékonysdgdnak nyomadsesés, molaris adszorpcids térfogatvaltozas és in-
jektalasi térfogat fliggvényében vald véltozdsat az elérhetd tanyérszamok relativ értékén

keresztiil az alabbiakban ismertetem.

(a) (b)
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£ 0,8 £ 08 T ]
‘s ‘= R
) > )
£06 T £06
:'% —— Ap =400 bar T ? — Ap =400 bar
s 0,4] --- Ap=600bar ‘= 0,41 -~ Ap=600bar
> . Ap= > - Ape
E 0.2 Ap = 800 bar % 0.2 Ap = 800 bar
= -=-+ Ap = 1000 bar < -=+ Ap =1000 bar
& 0,0 & 0,0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Molaris térfogatvaltozas, AV, [—cm3/mol] Molaris térfogatvaltozas, AV, [—cm®/mol]

3.2.10. abra. Relativ tdnyérszam értékek alakuldsa az oszlopbeli nyomésesés és a molaris
adszorpci0s térfogatvaltozds fliggvényében 2 pl (a) és 1000 pL (b) injektalasi térfogatok
mellett N = 1500 elméleti tanyérszdm esetén.

A 3.2.10.a és 3.2.10.b abrék alapjan megdllapithato, hogy kis injektalasi térfogatok mel-
lett az elérhet6 tanyérszam értékét alapvetden a nyomds €s a moléris adszorpcids térfo-
gatvaltozas hatdrozza meg. Viy; értékét ndvelve a nyomds €s a molaris adszorpcios tér-
fogatvaltozas hatdsa csokken. Ez 6sszhangban van a kordbban bemutatott csicsszélesség
értékek véltozasdval, ahol a nagyobb injektalési térfogat mellett szintén kisebb mértéki
véltozds volt tapasztalhaté. Utébbi arra enged kovetkeztetni, hogy novelve az injektalt
mintamennyiséget, az oszlop elején kialakulé mintadugé szélességéhez képest adott ko-

riilmények kozott a tobbi sdvszélesitd hatds hozzdjarulasa egyre inkdbb hattérbe szorul.

Eredményeimet a kromatografias elvalasztasok gyakorlatdra vonatkoztatva megallapitha-
td, hogy fehérjék és egyéb makromolekuldk esetén az oszlopbeli nyomdasgradiens jelen-
tésen befolydsolja az emlitett komponensek retencidjat és elvalasztasuk hatékonysigat.
Fontos kovetkeztetés tovabba, hogy a kisebb nyomasesésili kolonndk, szemben a nagyobb
nyomadseséssel jellemezhetSekkel, kiillondsen nagyméreti molekuldk esetén nagyobb el-
véalasztasi hatékonysdgot biztositanak.

A fent ismertetett kutatbmunkam alapelve és felépitése megegyezik a [89] irodalmi hi-
vatkozdasban megjelolt publikdcionkban kozoltekkel, azon eredmények kiterjesztésének
tekinthetd.
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3.3. Mintaoldatbeli komplexképzodésen alapulé anioncsere-
kromatografias elvalasztasok vizsgalata gadolinium-
kelatok példajan

Doktori munkdmban gadolinium komplexek anioncsere-kromatogréafids meghatarozasa-
nak lehet6ségeit vizsgaltam kiilonboz6 kelatképzd ligandumok haszndlata mellett. Kuta-
tdsaimban EDTA, DTPA és DCTA poliamino-karbonsavakat alkalmaztam komplexkép-
z0ként.

3.3.1. Protonaldédasi és komplexképzodési egyensulyi folyamatok le-
irasa
Adott anion protondléddsanak egyensilyi reakcidit, valamint a kapcsolédé egyensulyi

allandokat €s az egyes specieszek molardnyat leiré Osszefiiggéseket az alabbi altalanos

formédban adtam meg.

AT 4 jHY = HA@H) (3.82)
= AT (3.8b)
[ K [A*] [HT)
H. A @+)
j (3.8¢)

T HACH)

ahol A"~ az x értékl aniont (minta-, ligandum-, eluens- vagy matrixanion), j a protonalt-
sagi fokot, K; a protondlédasi reakci6 egyensulyi alland6jét, ®; pedig az adott j-szeresen
protondlt speciesz mdlardnyét jelenti.

A (3.8a), (3.8b) és (3.8c) Osszefiiggéseket felhasznélva, a protondlddasi egyensilyi dllan-
dok (Fiiggelék: 2. tdblazat) ismeretében kiszamitottam a fent emlitett szerves ligandumok

kiilonboz6 specieszeinek moéltorteloszlas gorbéit a pH fiiggvényében (3.3.1. dbra).
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3.3.1. dbra. A vizsgalt kelatképzd EDTA (a), DCTA (b) és DTPA (c) ligandumok protonalt
formdinak moltorteloszlasa a pH fiiggvényében.

Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy mindharom kelatképz6 (EDTA, DTPA,
DCTA) szabad anionos formdban van jelen az dltalam alkalmazni kivant eliciés (pH = 10-11)
€és detektalasi (pH = 7-8) pH-tartomédnyban, azaz anioncsere-kromatografias modszerrel
elvalaszthatéak és detektdlhatdak.

Az egyes poliamino-karboxilat ligandumok, gadolinium fémionra vonatkozé komplex-
stabilitasi dllanddinak (Fiiggelék: 3. tablazat) felhasznéldsdval, vizsgéltam a ligandum /

fémion koncentricié ardnyok komplexkialakuldsra gyakorolt hatdsat.

L (kelatképz6-, karbonat-, hidroxo- vagy egyéb matrix-) ligandum M fémionnal val6
komplexdlddasa sordn lejatsz6dé reakciot, valamint a komplexképzdés egyensulyi al-
landgjat illetve az egyes specieszek molardnyat leiré Osszefiiggéseket az aldbbi dltaldnos

forméban adtam meg (3.3.1).

Lo~ 4 M+ 22 (L)) (3.92)
B [ML](:p+k)

Ky, = W (3.9b)

= X] (3.9¢)

(L] + M+ [ML]EP
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ahol X: L*~, MF* vagy MLITF) A (3.3.1) és (3.3.1) osszefiiggések felhasznéldsaval
vizsgdltam a Gd** fémion komplexaltsdgat kiilonbdz8 fémion : ligandum koncentracik
esetében (3.3.2. abra).

-
=}

—%— GAEDTA™ /V/

| —e— GdDCTA~
—v— GdDTPA2~

Komplexaltsagi fok
o o o
> o

o
[N)

e

105 10® 1008 100° 100 10-®
Fémion : Ligandum koncentracié [M]

3.3.2. dbra. Gd** fémion komplex4ltsdgi fokdnak alakuldsa a fémion : ligandum koncent-
rdcidarany fliggvényében.

A képzo6dési dllandok értékének megfelelben DTPA kelatképzd esetén tapasztaltam a leg-
alacsonyabb, a komplex kialakuldsdhoz sziikséges fém és ligandum koncentracidkat. A
vizsgélt EDTA, DCTA és DTPA ligandumok esetén 10~1°, 10~17 illetve 10~2° mol/L-nek
adddtak a teljes komplexéltsaghoz sziikséges fémion és ligandum koncentraciok.

A protondlddas €s a komplexdlddds egyardnt pH fliggd egyensilyi folyamatok, melyek
egymads jelenlétében is végbemehetnek, azaz a fémion protonalt ligandumhoz valé komp-
lexalodasa és/vagy a fém-ligandum komplex protondlddasa is lejatszédhat (3.10).

K K K
DTPAS~ ——— HDTPA‘;‘%; H,DTPA3~ ——=2— - (3.10)
§ &
4 2)
Kncan)
GADTPAZ ————— GdHDTPA~

/////

Kaam) pedig a kelatkomplex protonalodasi illetve a protondlt ligandum komplexédlodasi
allandoi.

Eldzetes vizsgélataim alapjan ugy taldltam, hogy a tervezett mérési koriilmények kozott
mindharom ligandum (EDTA, DCTA, DTPA) alkalmazhaté a gadolinium fémion nega-
tiv toltésl, stabil keldt-komplexének kialakitdsdra, a kialakul6 keldt-komplex anionok
anioncsere-kromatografids modszerrel vizsgdlhatok. A komponensek retencidjdnak ala-
kuldsit a mozgofazis ionerdssége és annak pH-ja fliiggvényében is vizsgélni kivantam,
ezért a ldgos eldcidt karbonat puffereluens alkalmazédsival valdsitottam meg. A mérési
koriilményekre tekintettel, a Fiiggelék: 5. tdblazatban szerepl6 adatok felhasznédlasaval és
a (3.9a), (3.9b) és (3.9c) Osszefiiggések segitségével vizsgdltam gadolinium karbonat- il-

letve hidroxokomplexek kialakuldsdnak lehet6ségét. Megéllapitottam, hogy bar az alkal-
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mazni kivént eldcids és detektalasi pH tartoményban a Gd*>* fémion Gd(COs), karbonat
komplexe egy potencidlis speciesz (3.3.3.a dbra), a vizsgalt poliamino-karboxilat ligandu-
mok (EDTA, DCTA, DTPA) mellett Gd-karbonat komplexek jelenlétével csak a karbonat
1on és kelat-komplex koncentracié > 2 nagysagrendi eltérése esetén kellene szdmolnunk
(3.3.3.b dbra). Utobbi, esetiinkben nem teljesiil, igy Gd-karbondt komplexek képzddé-
sétdl eltekinthetiink. Gadolinium-hidroxid, elsdsorban Gd(OH), komplex kialakuldséaval
pH > 11 esetén kell szdmolnunk.

(a) (b)
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—x— Gd3*
> N > _
£o61 ~o— Gd(CO3) Zos ) Gd(CO3);
= —v— Gd(CO3); 5 S —o— Gd(OH);
204 —+— Gd(HCO3)2* | 204 o GJEDTA-
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3.3.3. dbra. Gadolinium-karbondt és -hidroxo komplexek kialakuldsanak pH fiiggése (a),
valamint a mozg6fazis karbonat tartalmanak hatasa Gd-EDTA kelat komplex moélardny4-
nak alakuldséra (b) (Gd®** = 108 M, [EDTA*"] =108 M, pH = 11).

Tekintettel arra, hogy valds mintdk esetén a jellemz8en nyomnyi mennyiségben 1évo cél-
ion(ok) mellett szamottevd lehet a matrixionok koncentracidja, vizsgaltam a leggyakrab-
ban el6fordulé szervetlen (C1-, NOg, SOi_, POi_) €s néhany szerves anion (karboxilé-
tok) gadolinium fémionnal valé komplexdlédasdanak lehet6ségét is. A matrix ligandumok
komplexképzési dllanddinak (Fliggelék: 4. és 5. tdblazat) ismeretében megéallapitottam,
hogy azok kelat komplex kialakuldsat befolydsol6 hatdsa jellemz6en elhanyagolhatd. A
potencidlis matrixionok koziil legmagasabb komplexképzési allandéval a foszfat ligan-
dum rendelkezik, igy ennek a matrixionnak Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA keldtok
kialakulasara gyakorolt esetleges zavard hatdsét részletesebben is vizsgaltam.
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3.3.4. dbra. Mintamatrix foszfat tartalmanak hatasa Gd-EDTA (a), Gd-DCTA (b) és Gd-
DTPA (c) kelat komplex molaranyédnak alakuldsara (b) (Gd*>T = 107° M, ligandum =
1075 M, pH = 8—11).

A 3.3.4.a, 3.3.4.b és 3.3.4.c dbrdkon bemutatott moltorteloszlas gorbék alapjan megdlla-
pithatd, hogy foszfat ion magas mintamatrixbeli koncentracidja mellett esetlegesen Gd-
foszfat csapadék képzodésével is szamolnunk kell. pH = 8—11 kémhatdsti mintaoldatban,
Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA komplexek kialakuldsa 50:1, 250:1 illetve 20 000:1
foszfat:kelat koncentracidviszonyok esetén jelent6sen visszaszorul. Ezen eredményeket
figyelembe véve, Gd** fémion kelt formdban, foszfat (vagy hasonlan erds komplex-
képzd) matrixbodl torténd anioncsere-kromatografids meghatdrozasa esetén sziikségesnek
tartom olyan mintaeldkészitési eljaras alkalmazdsat (pl.: szilard-fazisu extrakci), mely

biztositja ezen matrixkomponensek hatékony eltavolitasat.

3.3.2. A kromatografias modszer jellemzése, retencios adatbazis fel-

vétele

Kutatémunkam sordn jellemzden standard oldatokkal dolgoztam. Els6ként egy Gd-EDTA
DTPA komplex tesztoldatot éllitottam Ossze, ezen komponensek ionkromatografias el-
vdlasztdsanak eredménye az aldbbi kromatogramon (3.3.5. dbra) lathat6. Az egyes,
kelat komplexként azonositott csicsokbdl frakcidkat gyfijtottem, melyek Gd** fémion

tartalmédnak igazoldsa off-line ICP-OES technikdval tortént. Az eredmények alapjan az
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anioncsere-kromatografids modszert alkalmasnak itéltiikk gadolinium kelat komplexek ana-
litikai elvédlasztasara.

3.0 1
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3.3.5. dbra. Ionkromatografids médszerrel elvélasztott gadolinium kelat komplexek Gd>*
tartalmanak igazoldsa ICP-OES? technikdval frakcidgytjtést kovetden. (Mozgdfazis:
3,5 mM karbonat/hidrogén-karbonét puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min, mintaoldat:
[GADTPA?~| = 0,01 mM, [GdEDTA ™| = 0,1 mM)

Ezt kovetden, a magas komplexstabilitdsi dllanddra és a gyakorlati alkalmazdsra tekin-
tettel DTPA ligandum mellett vizsgéltam a detektdlds érzékenységét. Gd-DTPA torzs-
oldatdbdl higitdsi oldatsort allitottam Ossze, és kiils6 standard mddszerrel elkészitettem
az emlitett komponens analitikai mérdgorbéjét (3.3.6.a dbra). A gorbe paramétereit fel-
haszndlva, az Amerikai Egyesiilt Allamok Kornyezetvédelmi Hivatala (EPA) éltal [90]
ajanlott RMSE (root mean square error) modszert (3.11) alkalmazva szdmitottam a kimu-
tatasi hatarkoncentraciét (LOD = limit of detection).

Lop_ SRMSE _ 3

m m

(3.11)

ahol m a kalibraciés mér6gorbe meredeksége, ¥ az egyes koncentraciok esetén mért
illetve szdmitott detektorjelek kozotti abszoldt hiba, n pedig a mérési pontok szdma.
A médszer kimutatési hatdra [GADTPA]?>~ komplex anionra vonatkozdéan 0,2 ;ig/L-nek
(0,365 nM), Gd** fémionra 4tszdmitva 0,06 pg/L-nek (0,382 nM) adédott, mely megko-
zeliti egyes, az irodalomban korabban publikdlt [91] csatolt analitikai mddszerek érzé-
kenységét.

4A7 ICP-OES mérésekért koszonet Dr. Halmos Palt Tandr Urnak.
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—_
-]
~
~_~
=3
N’

[ee]

y =1,0753 * x - 0,1940
R? = 0,9607

o

" LOD (GADTPA?~)=0,2 ug/L
s LOD (Gd3*) = 0,06 ug/L

X
nxx

N

Csucsteriilet [uS*min]
B
Vezetoképesség [uS]

o

00 05 10 15 20 25 30 =W 3,6 3,8 4,0 4,2
GdDTPA koncentracié [mg/L] Retenciés id6 [min]

3.3.6. dbra. GADTPA2~ komplex anion mennyiségi meghatdrozasara felvett kalibracids
gorbe (a) €s a felhaszndlt higitdsi sor kromatogramjai (b).

A detektélds érzékenységének meghatirozasat kovetden kiillonbozs 6sszetételli modell ol-
datokkal teszt méréseket végeztem annak érdekében, hogy eldzetes informéaciot szerezzek
ionok esetében nem volt megfeleld felbontasu az elvalasztas (3.3.7.a dbra). Gd-DCTA
ionra a magas mozg6fazis ioner8sség ellenére meglehetdsen elnyulé csicsalakot tapasz-

taltam (3.3.7.b dbra), igy ennek a komplex anionnak a tovabbi vizsgalatat elvetettem.

(a) (b)

50 200

(2) M@
g %0 g 150
o Q) (5)(7) o
3 3] A 3
n 4) 7]
Q \/}M @ 100 A
& 201 (3) &
S “4) () S
§ 101 ﬁ 501 .
> > 4)
0 4
. ; ; ; ; O , , . :
0 1 2 3 4 5 6 0 2 4 6 8 10 12
Retencids id6 [min] Retenciés id6 [min]

3.3.7. dbra. [GADTPA]?*~ keldt komplex elvélasztdsa szervetlen és szerves (a), valamint
egyéb Gd-kelatok jelenlétében (b). (Mérési koriilmények: 3,6 mM (a) ill. 7,2 mM (b)
karbonat/hidrogén-karbonat puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min.)

(a) fels6 kromatogram: 1—laktat, 2—CI—, 4—[GdDTPA]?>~, 5—szukcinat, 7—maleat

als6 kromatogram: 2—C1~, 3—[GdDTPA]?*~, 4—PO,3~, 6—-S0,>~

(b) 1-Cl—, 2—[GdDTPA]?>~, 3—[GdEDTA] ", 4—[GdDCTA]~ (1—-1—1—1 mM)

A fenti eredmények alapjdn sziikségesnek lattuk a médszer optimalizdldsat. A hatékony
mobdszerfejlesztés érdekében szisztematikusan vizsgdltuk szervetlen anionok, valamint
Gd-DTPA és Gd-EDTA komplex anionok retencids viselkedését. Az egyes mintaionok
mozgo6fazis pH és koncentracio fiiggvényében rogzitett retencids tényezd értékeit a 3.4.
tédblazat tartalmazza.
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3.4. tablazat. Szervetlen és gadolinium keldt komplex anionok mért retenciés tényezd
értékei kiillonboz6é mozgodfazis pH és koncentracid esetén.

Retencids tényezd
Koncentricié | pH | CI' NO; [GADTPA]>* PO,* SO4* [GdEDTA] | RSD% itlag
99 | 041 1,20 2,71 2,77 3,80 19,39 0,94
10,2 | 0,34 099 1,91 2,08 2,65 15,22 0,27
3,0 mM
10,5 [ 0,30 0,90 1,48 1,77 2,05 12,52 0,56
10,8 [ 028 0,84 1,28 1,79 1,76 11,11 0,44
99 | 039 1,16 2,29 227 3,12 17,08 0,59
10,2 | 0,32 092 1,56 1,63 2,17 12,98 0,60
3,5mM
10,5 | 029 0,86 1,29 1,50 1,76 11,20 0,83
10,8 | 026 0,79 1,11 1,50 1,53 9,85 0,37
99 | 034 1,02 1,87 1,86 2,57 14,45 0,61
10,2 [ 028 0,83 1,32 1,39 1,80 11,07 0,27
4,0 mM
10,5 [ 026 0,80 1,05 123 144 9,20 0,39
108 [ 023 0,71 0,88 1,18 1,20 7,77 0,42
99 033 098 1,69 1,65 231 13,30 0,50
10,2 | 026 0,82 1,20 124 1,65 10,14 1,07
4,5 mM
10,5 [ 023 0,71 0,94 1,06 1,29 8,20 1,07
10,8 | 022 0,69 0,79 1,08 1,09 7,00 0,36

3.3.3. Mintakomponensek és matrixionok retencigjat leiré6 modell le-
vezetése, alkalmazasa

A megfeleld szelektivitast és felbontést biztosit6 elucids koriilmények megtaldldsa érde-

kében részletesen vizsgdltuk az elvdlasztds sordn lejatszodd ioncsere-egyensulyi folya-

matokat.
_ Kajom _
zR — OH + A” Ry — A+ zOH (3.12a)
_ Kycog/on _
R - OH + HCO3m ———— R — HCO3 + OH (3.12b)

Kcog/on
- = N

2R — OH 4 CO43%~ Ry — CO3 +20H™ (3.12¢)

Kcog/nco,
—_— N\

2R — HCO; + CO3%~ Ry — CO5 +2HCO;~ (3.12d)

(X)X
e = Xy

(3.12¢)

ahol X7~ és X~ az all6fazis ioncserél helyeiért versengd m és n toltésl anionok,
Kx,/x, a reakcié egyensiilyi dllanddja, () és [ ] zdrGjelek pedig az dll6fazisbeli illetve
mozgo6fazisbeli koncentracidkat jelolik. Kordbban mar bizonyit4sra keriilt [82], hogy az
altalunk haszndlt oszlop esetén a latex réteg €s az alatta taldlhat6é szulfon réteg toltéssi-
rliségét leird sulytényezd paraméter értéke w = 1. Ennek megfeleléen munkdnk sordn
egyszerl anioncsere folyamatokkal szamoltunk. Az alkalmazott teljes elicios pH tarto-
mdanyban a [GAEDTA]~ és [GADTPA]?~ stabil kel4t komplexként van jelen, igy a retenci6
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vizsgalatdnal a komplexstabilitds pH fiiggése illetve a komplexek protondlédésa elhanya-

golhato.

A komponensek retencidjdnak leirdsdra egy a Hoover illetve a Hajos-féle tobbszords min-
ta/eluens (1.46a) elméletekkel analég modellt alkalmaztunk, de azokkal ellentétben a
HCO; helyett OH™ referencia ionnal szdmoltunk. Az emlitett modell a részletes leve-

zetéstdl eltekintve az alabbi formdban irhato fel.

z— (z—3)
Ve = 212Qq—
k=— Z ®; 1,4 Kuja/on ( b qQ a p) (3.13a)
e
p = Kico,jon [HCO3™] + [OH] (3.13b)
q = 4 Kcoyjon [CO3%7] (3.13¢c)

ahol [CO3™] = ¢ ®; és [HCO; ]| = ¢ ®;, valamint [OH"] = 10°P#~!4, j pedig a mintaion
protondltsdgi fokat jeloli.

A korabbi elméletek matematikai dtdolgozasanak alapdtlete az volt, hogy a hidroxid ion
minden vizes oldatban jelen van, igy el6bbit vélasztva referencia ionnak a modell &t-
alakitds nélkiil hasznalhat6 magasabb pH tartomanyokban (pH > 12) is, ahol a karbonat
specieszek helyett mar a hidroxid ion a dominéns ellenion.

A fent bemutatott modellt €s a kisérleti adatokat felhasznédlva gorbeillesztéssel meghaté-
roztam az egyes ioncsere-egyenstilyi és intereluens dllanddkat, melyek szdmszer( értékeit
a 3.5. tablazatban tiintettem fel. Bar az ioncsere-kromatografids modellekben elfogadott
az egyes 1onok elméleti toltésének hasznalata, az illesztések sordn a mintaion toltését is
szamitottam. Ez a ldtszdlagos toltés (z') a mintaion értékilisége mellett egyéb retencidt be-
folyésol6 tulajdonsdgokat is magédba foglal. A fent emlitett paraméterek illesztése soran
els6 1épésben az elméleti tolt€s megadadsa mellett szamitottam K » /on, valamint Kco, on
€s Knco,/on allandokat, majd utobbiak egyes komponensekre szamitott €rté€keinek atla-

gét véve tjraillesztettem K on és x' paramétereket.

3.5. tablazat. Szervetlen €s gadolinium kelat komplex anionokra meghatarozott ioncsere
egyensulyi dllandé és latszolagos toltés értékek, valamint a szamitott intereluens allandok.

Egyensilyi dllandé | CI° NO; [GADTPAP* PO,* S04 [GAEDTAJ
Ka/on 0,324 0,969 1,637 13,10 2,256 13,25
XA 1L12 0,99 2,10 334 2,13 1,66
Kua/0H - - - 1,366
X’HA - - - 2,27
Kco,0n 3,128
Kucoyon 0,365

A szamitott retencids tényez0 €rtékeket a mérési adatokkal Osszevetve megfeleld egye-

z€st kaptam (3.3.8. dbra). El6bbiek alapjan megallapitottam, hogy a modell alkalmas
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kiilonboz6 elucids koriilmények kozott a komponensek retencidjanak eldrejelzésére.

3 o0
y = 0,9978 * x + 0,0073 o&@§%
- 2 R2 = 0,998 o®
e
i)
% 1 x CI~
) O [GIDTPAJ]?~
x 0 v S0s2"
- + NOs~
-1 *@x‘x 0 [GAEDTA]"
X O P03~
_2 T
-2 -1 0 1 2 3

In kK (mért)

3.3.8. dbra. Szervetlen anionok és Gd-keldt komplex anionok véaltozé mozgdéfazis pH és
koncentricio esetén mért és szamitott retencios tényezd értékei kozotti korrelacio.

A 3.5. tdblazatban szereplé paraméterek ismeretében, karbondt pufferrel végzett ligos
elici6 sordn, barmely mozgdfazis koncentracid és pH esetén elorejelezhetd az adott kom-

ponens retencids tényezdje, amely jelentSs segitséget nytjt a médszerfejlesztésben.

A 3.3.9. dbrdn bemutatott, szamitott retencids feliiletek alapjan 1athatd, hogy a mozgéfa-
zis koncentraciéjanak illetve pH-janak novelése jellemzden csokkenést okoz a komponen-
sek retencidjdban. Elobbiek koziil az ionerdsség novelésének retencidcsokkentd hatdsa jol
ismert. A pH novelése mellett tapasztalhato retencid csokkenés a teljesen protondlatlan
CO; eluens ion tidlstlyba keriilésével magyarazhatd. Utébbi ellenion hajtéereje ugyanis
értékliségébdl adéddan nagyobb.

Bar PO}~ ion tekintetében a protonalatlan illetve egyszeresen protonalt specieszek a gyors
atalakulas miatt egy csucsban elualddnak, sziikséges mindkét forma jelenlétével szamol-
ni. A tobbi komponenssel ellentétben PO}~ esetén, a mozgdfizis pH-janak emelése mel-
lett a retenci6 kismértékli novekedése figyelhetd meg, mely a hdromszorosan negativ tol-
tést, er6sebben kotdds forma talsilyba keriilésével magyardzhato.
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(a) (b)

Gd-EDTA

Gd-DTPA

Retenciés tényezs, k
Retencios tényezs, k

Retenciss tényezé, k
Retenciss tényezs, k

3.3.9. dbra. GADTPA?~ (a) és GAEDTA ™ (b) keldt komplex, valamint klorid-nitrat (c) és
szulfat-foszfat (d) szervetlen anionokhoz tartoz6 retencios feliiletek alakuldsa a mozg6fa-

zis koncentréci6 és pH fiiggvényében (CO3~ / HCOj puffer eluens).

A fent bemutatott retencidés modellt (3.13a) a felbontds szdmitdsara szolgdlo egyik alap-

Osszefiiggéssel (3.14)

1 a—1 k
RS:—\/N< )(1+k:) (3.14)

4 «
kombindlva meghatdroztam az egyes komponens parok felbontdsdnak alakuldsat a moz-
gofazis pH és koncentracio fiiggvényében. Eredményeimet a 3.3.10.a, 3.3.10.b, 3.3.10.c,
3.3.10.d és 3.3.10.e abrdkon szemléltetem. A szamitott felbontas feliiletek mellett a gya-
korlatban 4ltaldnosan elfogadott R = 1,3 referencia értékhez tartoz6 felbontas feliiletet
is feltiintettem (vildgossziirke sik). Az egymast kovetden eludlédé komponensek kozotti

felbontds feliileteken l4thatd toréspontok azt a mozgdfazis Osszetételt jelzik, melynél a

két komponens retencidja megegyezik.
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(a)

(b)

N
a

NO3~ /[GADTPAJ?~

s

n
o

s

o

>
Felbontas, R

s

s

Felbontas, R

Felbontas, R

s

Felbontas, R

3.3.10. dbra. Egymds utdn eludl6dé komponensekre szamitott felbontds feliiletek alaku-
ldsa a mozgdbfazis koncentracid és pH fiiggvényében (Nejpier; = 3000).

Az abrék alapjan megéllapithatd, hogy az alkalmazott eliciés koriilmények elsGsorban
[GADTPA]?~, PO;~ és SO; ™ ionok esetében kritikusak. Utébbiak esetén a pH = 11-12
tartomdanyban torténd elicidval érhetd el megfeleld felbontds. Ezen pH tartomédnyban a
Cl~, NO;, valamint [GAEDTA]™ ionok elvélasztdsa is megvaldsithato.
A retencids €s felbontds feliileteket egyiittesen értékelve azonban meghatarozhaté a vizs-
galt komponensek megfeleld felbontasu, szelektiv elvalasztasat biztosité mozgofazis 6ssze-
tétel. Az alabbi dbrdkon néhdny gyakorlati példat kivanok ismertetni.
A 3.3.11.a kromatogramon lathat6, hogy 3 mM koncentracidju, 10,8-as pH-ju karbo-
nét puffer mozgéfizis esetén a SO~ és PO}~ ionok koeliiciéja okoz problémat, mig
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4,5 mM /10,2 pH 0sszetételd eluens esetén a [GADTPA]?~ és POi_ ionok elvalasztasa
nem megfeleld (3.3.11.b dbra). A retenciés modell alkalmazédsdval azonban meghaté-
rozhatéak az elvélasztds szempontjabol optimadlis elicids koriilmények, melyre példa a
3.3.11.c kromatogramon lathato.

(a) (b)

Vezetéképesség [S]
Vezetoképesség [LS]

0 1 2 3 4 5 6
Retencids id6 [min] Retenciés id6 [min]

(c)

Vezet6képesség [S]

0 1 2 3 4 5 6
Retenciés id6 [min]

3.3.11. dbra. [GADTPA]*~ komplex anion elvilasztdsa szervetlen ionok jelenlétében.
(Mérési koriilmények: 3,0 mM /10,8 pH (a), 4,5 mM / 10,2 pH (b), 3,0 mM / 10,5 pH (c)
karbonét puffer, v = 1,2 mL/min.)

1—-Cl—, 2—NO;~, 3—[GdDTPA]?*~, 4—S0,%~, 5—P0O,*~ (0,1—0,02—0,01—0,01—0,05
mM)

3.3.4. Matrixhatasok csokkentésére szolgalo mintaelokészitési eljaras

kidolgozasa és mindsitése

Az elvélasztas hatékonysdga €s a detektélds érzékenysége megfeleld mintaeldkészitéssel
jelentSsen javithatd, igy az el6z6ekkel parhuzamosan olyan mintael6készitési modszer
kidolgozasat tliztiik ki célul, mely a matrixalkotok hatékony eltavolitdsa mellett lehetové
teszi nyomnyi mennyiségben jelen 1év6 Gd-kelatok mindségi és mennyiségi meghatéro-
z4sat.

A Gd** fémion mintamdtrixbdl valé szeparaldsdhoz kationcseréld szildrd fazisd extrakci-
6s (SPE) toltetet vélasztottunk, melyrdl a megfeleld lépéseket koveten DTPAS~
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komplexképzd ligandummal a fémion az aldbbi reakcidegyenlet szerint elualhato.

(R — SO3);Gd + DTPA®™ 4+ 3Na®" 22 3R — SOsNa+ [GADTPAP™  (pH ~ 11)

(3.15)
Lathato, hogy az elicié komplexképzddési és anioncsere-reakcidk egyiittes eredménye.
A nétrium anioncsere révén az 4ll6fazis szulfoncsoportjardl eltavolitja a gadolinium fém-
iont, mely a DTPA ligandummal komplexet képez. Mivel a kialakult kelat komplex an-
ionként van jelen, ezért retenciét nem szenvedve eltavolithaté a toltetrdl, majd anioncsere-

kromatogréfids médszerrel vizsgélhato.

A kidolgozott, nyomnyi mennyiségli Gd-DTPA illetve kozvetett médon Gd** fémion

meghatdrozdsara alkalmas analitikai modszer 1épéseit a 3.3.12. dbran ismertetem.

Visszanyerés Minta Kondicionalas

5. Mosas P
P DTPA

Na,CO; Eluens tartaly ( ) hozAzaa:ias

NaHCO; ﬂ ﬂ .EP
SZALLITO
BLOKK —— Pumpa I S B

U o
Minta .T. "
S | - ﬂ
— GdDTPA?
SPE oszlop
kationcserélé

ELVALASZTO N Analit: (Gd™) e

R;— CO;3 + GADTPA® «» . P L. .
BLOKK — | "5 GADTPA? + CO.* Elvilaszto6 oszlop Matrixalkotok:
pH=9-12 2 3 pl.: Br, NO; 4

CI, SO/ m
L
[
MINTAELOKESZITES
Szupresszor
DETEKTOR | |Eluens:
BLOKK CO;* +2H" — H,CO;
pH=5-7 Minta:
GdDTPA* Vezetoképességi cella

ADAT-
ROGZITES

3.3.12. dbra. Gadolinium fémion kozvetett elemzésére kidolgozott mintaeldkészitéssel
kombindlt analitikai médszer vazlata.

Hulladék

Munkénk sordn a mintael6készités minden 1épését részletesen kidolgoztuk és mindsitet-
tilkk. Els6 1épésben savas koriilmények kozott kondiciondltuk az SPE toltetet, ezzel bizto-
sftva a Gd*>* fémion hatékony visszatartasét és a matrix anionok retencidjanak elkertilését.
Ezt kdvetden egy ismert Osszetételd, matrix anionokat (C1-, Br—, NO;, SOZ’) és Gd>+
fémiont tartalmazé modell oldatot (1 mL) vittiink fel a toltetre. Az effluenshez DTPA
komplexképzbt adagolva, anioncsere-kromatogréafids modszerrel ellendriztiik a gadolini-
um visszatartdsanak hatékonysdgat. Eredményeink alapjan a tdltet a mintaoldatbeli Gd**

teljes mennyiségét megkototte.
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A mintael6készités harmadik 1épéséhez kapcsoléddan a matrixkomponensek eltavolitasi-
hoz sziikséges mosdoldat mennyiségét vizsgaltuk. Az SPE toltet tobbszori, 1-1 mL térfo-
gatd nagytisztasagu vizzel valé mosdsa sordn az egyes részleteket kiilon gytjtve off-line
IC technikaval kovettiik nyomon a métrix anionok eltdvolitasi hatékonysédgat (3.3.13.a 4b-

ra). Ugy taldltuk, hogy az emlitett zavaré ionok téltetrdl valé megfeleld eltévolitdsahoz 6
mL mosdéoldat térfogat sziikséges.

A mintaelSkészités utolso 1épéseként elvégeztitk a Gd** fémion visszanyerését, melyhez
DTPA kelatképzd ligandum natrium séjanak oldatét (1 mL, 0,2 mM Na,DTPA) alkalmaz-
tuk. Az eldciét lagos koriilmények kozott (pH ~ 11) végeztiik. Bér a reakcid egyensulyi
dllandéja magas (Kspg > 10'8), és ezéltal a Gd-keldt komplex energetikailag stabilabb,
mint a Gd-szulfoncsoport ionpdr, a reakcio kinetikdja is meghataroz6. EI6bbi ismeretében
vizsgaltuk a komplexkialakulds id6igényét, melynek eredménye a 3.3.13.b 4brén lathato.
Megillapitottuk, hogy az "4ztatdsi" id6 novelésével novekszik az SPE toltetrdl eludlha-
té6 komplex mennyisége. 30 perces kontaktidd alatt ~ 91%-os visszanyerést értiink el.
El6bbi értéket az oldatok anioncsere-kromatografids analizisével, 3 parhuzamos mintéra
kapott eredmény dtlagdbol hatdroztuk meg.

(a) (b)

N
153

0.2 mM [GdDTPAJ*

............. [GADTPAJ? 8 min utan

. [GADTPAJ? 10 min utan|
y [GADTPAJ* 30 min utén

Vezetoképesséd sl

Vezetéképesség [uS]
N

.............................

3,0 32 34 36 38 4,0

Retenciés id6 [min]

3.3.13. dbra. Szervetlen mdtrixionok eltdvolitdsa a mosasi térfogat fliggvényében (a),
valamint a Gd*>* fémion DTPA-keldt komplex formajdban valé visszanyerése kiilonbz3
aztatasi idok mellett (b) szilardfazisu extrakcids (SPE) toltetrdl.

1-CI—, 2—Br~, 3—NO;~, 4-S04*" (1-0,1-0,1—-0,01 mM)

A fent bemutatott analitikai médszer gyakorlati alkalmazhatdsagéra az alabbiakban adok
példat. A 3.3.14. ébran kozonséges csapviz, valamint [GADTPA]?*~ komplex anionnal
(0,33 M) addiciondlt csapviz injektaldsat kovetden rogzitett kromatogramok szerepel-
nek. Lathatd, hogy az emlitett komponens, nagy mennyiségben jelen 1€vé matrix ionok
mellett is szelektiven és érzékenyen detektdlhatd. Az eljards ("spike") ellendrzése céljabol

[GADTPA]*~ komplex anionra a (3.16) dsszefiiggés alapjan hatdroztam meg a visszanye-
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GADOLINIUM-KELATOK PELDAJAN

rés hatékonysdgat (%RC).

PS —
%RC =100 x (%) (3.16)

ahol S és SPS a vizsgdlt komponens mintabeli, illetve addiciondlt mintabeli mennyi-
ségét, S P pedig az addiciondlt mennyiséget jeloli. Az dltaldnosan elfogadott tartomdny

%RC =90—110%, igy az altalam meghatdrozott % RC ([GADTPA]*") = 96,8% vissza-
nyerési érték megfelelének tekinthetd.

Vezetoképesség [uS]

3.3.14. dbra. Gd-DTPA komplex anion (0,33 M) elvélasztdsa ivoviz mintdban spike-
olast kovetéen. (Mozgoéfazis: 2,0 mM karbonét puffer, pH = 10,2, v = 1,2 mL/min, sz{irés:
0,45 pm.)

1-Cl7, 2—NO3~, 3—[GdDTPA]*~, 4—S0,2~

A fent bemutatott, Gd-kelat komplexek, valamint szervetlen €s szerves matrixionok ion-

kromatogréafids elvalasztasaval kapcsolatban sziiletett eredmények 2016-ban [92] keriiltek
publikélasra.
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3.4. All6fazisbeli komplexképzidésen alapulé anioncsere-
kromatografias karbonsav elvalasztasok kriptand-

funkcionalizalt tolteteken

Vizsgélataim sordn egy n-decil-2.2.2 kriptand ligandumokkal funkcionalizalt 4116f4zist al-
kalmaztam, melyen az egyes komponensek elvalasztisat alkéli-hidroxidos elicidval valo-
sitottam meg. Kisérleti munkamban kélium-, natrium- és litium-hidroxid mozgé6fazisokat
hasznédltam. Az egyes alkdli-hidroxid eluensek kémhatdsdnak és fémion koncentracija-
nak fiiggvényében, a fiiggelékben szerepld 6. tdblazat adatait felhaszndlva, meghataroz-
tam az egyes kriptand formdk molaranyédnak, valamint az oszlop ioncserekapacitdsanak

véltozasat, melyet a 3.4.1. abran szemléltetek.

(a) (b)
1.0 1,0
— (CryK)* —— (CryNa)*
081~ (CryH)* 0,81 -~ (CryH)*
_____ (Cry) —— (Cl’y)
206{ o (CryHo)?* 206 o (CryHa 2+
8 £
3 S
2 041 2 041
0,2 0,21
0.0 ' 0,0
0 2 4 14 0 2 4 T
(c) (d)
1,0 . ———
— (CryLi)* z so{—
08{ - (CryH)* 5
----- (Cry) O 601
_goe (CryH)2* 8 | —— KOH (logK = 5,4)
s S0l 0 NaOH (log = 39)
2 041 e - LiOH (logK = 1,25)
= z
S _"~
02 g 20
// ,// ) o
0.03 2 4 6 8 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Eluens pH

Eluens koncentracio [M]

3.4.1. dbra. Az all6fazison 1évo kriptand molekuldk komplexdlt, protondlt és szabad for-
madinak moélardnya a pH fiiggvényében KOH (a), NaOH (b) és LiOH (c) mozg6fazisok
esetén, valamint az all6fazis ioncserekapacitdsdnak alakuldsa a fémion koncentracio fiigg-
vényében (d).
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A toltet teljes ioncserekapacitdsa (Q) az ioncserében részt nem vevd szabad kriptand
molekulédk, valamint a protondlt és komplexalt allapotban 1évo kriptand specieszek mol-
aranyainak ismeretében adhaté meg (3.17a, 3.17b, 3.17¢). A kapcsolddd protondlddasi,

komplexdlddasi és ioncsere-egyensulyi folyamatokat a (1.48-1.54) osszefiiggések irjak le.

Q=Qo+ Qu+ Qu (3.17a)

QO = (I)Cry Q éS QH = ((I)CryH + CI)CryHQ) Q (317b)
Ky M

Qv = Pirypn Q = u (M] Q (3.17¢)

1+ K, [H] + Ky K; [H]?2 + Ky [M]

ahol )y a teljes ioncserekapacitds ioncserében részt nem vevd szabad kriptand speci-
eszek formdjaban val6 része, () a protondlt kriptand molekuldk, () pedig a komplexalt
kriptand molekuldk biztositotta ioncserekapacitds. Kriptand all6fazisok esetén a moz-
go6fazis hajtdereje és az oszlop ioncserekapacitdsa egymadssal szoros kapcsolatban van,
hiszen el6bbit az ellenion, utébbit pedig a fémion koncentracidja hatdrozza meg, mely
alkdli-hidroxid oldatok esetében azonos. Er6s bazisokrdl 1évén sz6, a mozgofazis pH-ja
konnyen szamithaté. Méréseimet pH > 10,7 tartomanyban (c = 0,5—100 mM) végez-
tem, ahol mint az a 3.4.1.a, 3.4.1.b és 3.4.1.c dbrdkon is lathat6, a komplexalt és szabad
kriptand specieszek tdlsilya jellemzs, az egyszeresen protondlt forma csak Lit fémion
esetén jelenik meg, mig a kétszeresen protondlt ligandum jelenlétével nem kell szamol-
ni. A komplexalt forma moélardnyét és ezdltal az oszlop hasznos ioncserekapacitdsat a
fém-ligandum komplex stabilitdsi dlland6ja (Ky;) és a fémion koncentricidja hatdrozza
meg (3.4.1.d dbra). A mozg6fazis fémionjdnak véltoztatdsdval jelentSs szelektivitdsbeli

valtozas érhetd el.

3 KOH (15mM)

NaOH (15mM)

LiOH (15mM)

0 5 10 15 20 25 30
Retenciés id6 [min]
3.4.2. abra. Retenciodbeli kiilonbségek azonos koncentracidju, de eltérd alkalifém iont
tartalmazo hidroxid eluensek esetén.
1 —acetét, 2—propiondt, 3—piruvat, 4—tartarat, 5—oxalat, 6—adipat, 7—pimelat, 8—TFA,
9—BCA, 10—ftalat, 11 —benzoat
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A 3.4.2. abran bemutatott kromatogramok azonos koncentracidju, de eltéré alkdlifém
ion tartalmd mozgoéfazisok mellett keriiltek rogzitésre. Léthatd, hogy kiilonosen KOH
eluens esetén a kromatografids csicsok meglehetésen aszimmetrikusak, melynek oka a
retencioOs / elucids folyamatok Osszetettsége. Ionkromatografids elvélasztasok esetében
az all6fazis funkcids csoportjai és a komponensek kozott kialakuld ionos kotések erds
kémiai kotésnek tekinthet6k, melynek kdvetkeztében jellemzden nagyobb visszatartds €s
csucsszélesség tapasztalhatd, dsszehasonlitva az adszorpcién alapulé HPLC technikdk-
kal. Bizonyos komponensek az ioncseréld all6fazison tovabbi, nemionos adszorpcids fo-
lyamatok révén is kétddhetnek. Amennyiben tobbféle retencids mechanizmus is zajlik az
elvdlasztds sordn €s ezen folyamatok eltérd mértékben befolyédsoljdk az adott komponens
retenciéjat gy "tailing"-esedés tapasztalhato.

Kriptand éll6fazis esetében nemcsak annak funkcids csoportja és az elvilasztandé an-
ion, hanem a kriptand gy(iri és a mozg6fazis fémionja kozott is ioncsere zajlik. Ez a
,kétlépcsds” retenciés mechanizmus mar alapvetéen a csucsok szélességének €s aszim-
metridjdnak novekedését eredményezi. A fémion kotddési hajlamanak novekedésével
a fémion-kriptand ioncsere-egyenstly retencidra gyakorolt hatdsa novekszik, melynek
eredményeként Lit < Nat < K™ irdnyban egyre jelentGsebb a csticsok ,,tailing"-esedése.
Ezen kevésbé eldnyos tulajdonsdguk mellett a kriptand all6fazisok esetében tobb madd-
szerfejlesztési lehet6ség dll rendelkezésre mint hagyomdnyos anioncseréldk alkalmazdsa
mellett. A fent bemutatott kromatogramok jol szemléltetik a fémion megvalasztasanak
jelent6ségét, hiszen az egyes alkéli-hidroxidokkal jelentGsen eltér6 az elvalasztas szelek-
tivitdsa. A kriptand fazisok ezen tulajdonsdga un. kapacitdsgradiens alkalmazasat teszi

lehetdvé, melyr6l a 3.4.3.2 fejezetben értekezem részletesebben.

3.4.1. Komponensek retenciéjanak leirasa kriptand tipusa alléfazis

esetén

s

3.4.1.1. Bovitett kriptand retenciés modell levezetése

Makrociklus alapt ioncseréldk esetében az eluens koncentracid és a retencids faktorok
kozotti kapesolat nem irhaté le linedris Osszefiiggéssel. E16bbi azzal magyardzhat6, hogy
a kriptand tipusu all6fazison torténd elvélasztas a hagyomanyos ioncseréldkkel 6sszeha-
sonlitva jelentdsen komplexebb folyamatok eredménye. El6bbiek esetében az alléfazison
szimultdn zajlanak protondlédasi, komplexképz6dési €s anioncsere-egyenstlyi folyama-

tok. Kordbban az irodalmi 0sszefoglaloban (1.3.2.5) részletesen ismertetett részfolyama-
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tokat az aldbbi egyenletrendszer segitségével kivanom Osszefoglalni.

CryMy—A CryHy—A
K K. |
CryM* Cry L CryHt ——— Cry 2" (3.18)
KM ,f* -
& &
O& ij
CryM—OH CryH—OH

ahol K, K5 és Ky a kriptand molekula protondlédasi illetve komplexképzddési dllandoi,
Kyi—on és Ky_on pedig az eluens anion komplexalt illetve protondlt kriptand funkcids
csoporttal kialakitott kotési dllandoi. Ezen paramétereket a kordbban leirt 0sszefiiggések-
nek (1.48-1.51, 1.53) megfelel6en haszndltam fel. A kétszeresen protondlt kriptand forma
jelenlétével a ligos eluciora (pH > 10) tekintettel nem szdmoltam. A bdvitett kriptand
retencios modell kidolgozdsa sordn a kordbbi modellt kiterjesztettem tobbszoros toltéssel
(z) rendelkezd mintaionok esetére, melynek sordn a mintaanion komplexalt (K4 ) illet-
ve protondlt (K _ ) kriptand molekuldhoz kotodését a kovetkezb egyensulyi dllanddkkal

jellemeztem.
Kyia = 3.19
M G A o
H,—A
Ky = O —4) (3.20)

(CryH")* [A=7]
Az eldcids koriilmények kozott protondlédni képes mintaanion esetén a protondlt forma

allofazison vald kotddését az alabbi egyenletekkel irtam le.

Ky-—nA

(z-1)CryM™* + HA@D- CryM,.,)—HA (3.21a)

(CryM(,..,—HA)

Kyima = 3.21b

M—-HA (C]j‘yMJr)(x'l) [HA(x_l)f] ( )

(z-1)CayH* + HACD- 22 Ol —HA (3.222)
CryH,, ,,—HA

Kitnn = — e ~HA) (3.22b)

(CryH")@1) [HAW"]

A fentieknek megfelelGen a toltet ioncserekapacitdsanak (()) szdmitdsara szolgal6 0ssze-
fliggést az aldbbiak szerint médositottam.
Q = (Cry) + (CryH") + (CryM™) + (CryH—OH) + (CryM—OH)+

(3.23)
+(CryH,—A) + (CryH,.1)—HA) + (CryM,—A) + (CryM,;)—HA)

A komponens all6- és mozgdfazis kozotti egyensilyat leiré megoszlasi hanyadost az alab-
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bi Osszefliggés szerint szamitottam.

(A)  (CryM,—A) + (CryM, 1)—HA) + (CryH,—A) + (CryH, ;) —HA)

D — —
A (A== + [HAFD]

(3.24a)

[A"7] = @ [A] (3.24b)

[HACD") = @, [A] (3.24¢)

ahol (A) és [A] a mintaanion all6fazisbeli illetve mozgdfazisbeli 6sszkoncentracidjat, @
€s @, pedig a protondlatlan és az egyszeresen protondlt anionos formak molardnyét jeloli.
Mivel az alkalmazott eldicids koriilmények kozott a tobbszordsen protonalt specieszek ki-
alakuldsa nem jellemzd, ezért a modell levezetése sordn csak egyszeresen protondlt forma

s

jelenlétével szamoltam, azonban sziikség esetén a modell tovabb bdvithetd.

A fent bemutatott osszefliggéseket felhasznalva tobbérték, protonalédni képes mintaan-
ionok kriptand 4ll6fazison valé retencidjdnak leirdsara az alabbi modellt vezettem le.

b D Ve [@o[A]Cry” [Kua (Ko [HT)" + Ky (K [MT])7]
AV B [A] + @, [A]

_|_

(3.25)
®, [A] Cry®=V [Ku_ua (K1 [HT])ED + Ky_pa (Ky [M1]) D]
Oy [A] + D4 [A]

A retenciés modellben (3.25) szerepld Cry tagot az aldbbi Osszefiiggéssel definidltam.

Q

O S TR & Kot MO + 80 (A () = 1 [A] )+ O ] (@) O
p1 = (Ku-a Ky [HY]" + Ky Ku [MT]7) (3.26b)

p2 = (Ku-na Ky [HE7D 4 Koy pa Ky MF]E7Y) (3.26¢)

¢ = (Knv—on Kv [MT] + Ky_on K [HY]) (3.26d)

Pl

3.4.1.2. Bovitett kriptand retenciés modell alkalmazasa

Munkam soran kiilonboz6 kémiai szerkezetl analitok, szisztematikusan valtoztatott elu-
ens Osszetételek esetén megvaldsithatd anioncsere-kromatografias elvalasztasat kutattam.
Szervetlen C17, BrO;, NO, , Br—, NO3, SO;™ és POi_ anionok mellett szerves, egy- és
tobbértékd, alifas és aromds, valamint halogénezett karbonsav anionok retencids tulajdon-
sagait vizsgédltam. Karboxildtok koziil formiét, acetat, laktat, propionét, piruvat, oxalat,
malondt, szukcindt, adipat, pimelat, fumarat, maleat, tartarat, citrat, TFA, BCA, benzoit,
ftalat és szalicilat anionok retencids adatait rogzitettem. Az emlitett komponensek koziil
foszfat és szalicilat anionok esetében a teljesen disszocidlt forma mellett egyszeresen pro-
tondlt speciesz jelenlétével is szamoltam.
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Az egyes vizsgalandé komponenseket kiilon-kiilon injektdltam annak érdekében, hogy az
esetleges analit-analit interakcidk retencidt befolydsold hatdsat kikiiszoboljem, tovabba
hogy a kozel azonos retenciéji komponensekrdl is adatot gytijthessek. A retencids ténye-
z0 értékeket jellemz&en hdrom parhuzamos mérés atlagdbol szdmitottam. A kiilonbdz6
mozgofazis Osszetételeknél rogzitett retencids adatokat a fiiggelékben szerepld 8., 9., 10.,
11., 12. tablazatokban tiintettem fel.

s

Az éltalam levezetett bovitett kriptand modell helyességét kisérleti retencids adatokra il-
lesztéssel ellendriztem, melynek sordn a kiilonb6z6 egyenstilyi paramétereket is megha-
taroztam. A 3.4.3 dbrdkon a vizsgalt szervetlen és karboxildt anionok retencids ténye-
z6jének alakuldsat tiintettem fel KOH mozgdfazis koncentracidjdnak fiiggvényében. Az
eluens ionerdsségének novelésével minden esetben csokkenés volt tapasztalhato a reten-

cids tényezdk tekintetében.
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(a)
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2 a4 foszfat N ] 6031’& o bromat
© > 1 s v nitrit
Q X
% c >@Q® +  bromid
- -— 0 [ IS E—— e S — | I ez
[T} d&ﬁ ¢ nitrat
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3.4.3. dbra. Szervetlen anionok (a), monovalens (b), di- és trivalens (c), valamint halogé-
nezett és aromds (d) karbonsav anionok mért €s szamitott retencids tényezdje az eluens-
koncentricio fliiggvényében KOH mozgoéfazis esetén.
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3.4.4. dbra. Szervetlen anionok (a), monovalens (b), di- és trivalens (c), valamint halogé-
nezett és aromds (d) karbonsav anionok mért €s szamitott retencids tényezdje az eluens-
koncentracio fiiggvényében NaOH mozgofazis esetén.
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NaOH mozgo6fazis alkalmazdsa mellett az ionerdsség emelésével kezdetben a retencids
tényezOk novekedését, majd ezt kovetden azok csokkenését tapasztaltam (3.4.4. 4brak).
A gorbék ilyen jellegli lefutdsdnak magyardzata, hogy a kezdeti szakaszban, a stabilitdsi
allanddval Osszefiiggésben az allofazis ioncserekapacitdsanak emelkedése (3.4.1. abra)
is hatdssal van a retenci6 alakuldsara, majd tovabb novelve a mozg6fazis koncentraciét
egyre inkdbb az elicids erd valik meghatirozova.

LiOH eluci6 esetén az ionerdsség novelésével az adltalam vizsgalt komponensek vissza-

tartasa novekedett, mely szintén az ioncserekapacitds véltozasara vezethetd vissza.

(a)
0,200
0,175 1 i, f°mt",at 151y =0,7834 * x- 0,5280
X pisra| R2 = 0,0474 ot
'S 0,150 laktat — 201 r | | 5 By
N propionat 1 -] 0
20,1251 pruvat | S
@ € -25
+ 0,100 ] F
0 P o 0
'C 0,075 < -301 v | | x  formiat
x -3,
E c [ O acetat
3 0,050 - = vV laktat
0,025 1 -3,5 +  propionat
1% ¢ piruvat
0,000 -+ : : ; ; 40 | | | . .
0 10 20 30 40 50 -4,0 -35 -3,0 -2,5 -2,0 -1,5
Eluens koncentracié [mM] In k (mért)
(b)
-1
X oxalat N
o 0150 o malondt | y = 0,9207 * x - 0,2188
- inat = _ R2 = 0,9670
g 0,125 v sztIka:mat y _ 2 ﬁﬁ
N + . adipat s 03 X  oxalat
£ 0,100 0 pimelat S 0 malonat
@ o fumarlét \g -3 ° V  szukcinat
8 0,075 < maleat | N Y +  adipat
) A tartarat L ° 0 imela
o pimelat
8 0,050 O ctat | X -4 2 O fumarét
& 0,025 - +x4 < maleat
) X g A tartarat
0,000 } } | } = o citrat |
) 10 20 30 40 50 : : ; ;
Eluens koncentracié [mM] -5 -4 -3 -2 -1
In k (mért)
(c)
20—
Qoo™ x TFA 1
1,751 o BCA 1 y =11,5869 * x + 0,5126 0
~
g 1,501 vV benzoat 01 R? = 0,8500 5
N +  ftalat s vy
) - ) v
2 1,251 ¢ szalicilat s 1 & o °
N
1,001 E Xy
[} K N -2 4+
2 » +
g 0787 ~ x 0 x TI;A
[ | c -3 o BCA
g 0,50 - + v vV benzoat
0,25 A -4 4 +  ftalat
+ Xo ¢ szalicilat
0,00 ; ; ! 5
’ 1OEIuens i%ncentrzgié [mM]40 ” = -4 -3 2 - 0 !
In k (mért)

3.4.5. dbra. Monovalens (a), di- és trivalens (b), valamint halogénezett s aromas (c)
karbonsav anionok mért és szamitott retencids tényezdje az eluenskoncentraci6 fliggvé-
nyében LiOH mozg6fazis esetén.
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A vizsgélt komponensek retencidjdval kapcsolatban jellemzéen a hagyoméanyos anioncse-
réloknél tapasztaltak érvényesiilnek. Szervetlen komponensek esetén a retencié a polari-
zalhat6saggal és az értéklséggel novekszik, mely valtozds az anion toltésének novekedé-
sével egyre jelentésebb. Karboxildtok esetén a karboxil (—COOH) csoportok szdmanak,
azaz az anion toltésének szerepe hasonld a szervetlen ionokndl tapasztaltakhoz. El8bbi-
ek mellett a szénlanc hosszanak novekedésével a visszatartas novekszik, illetve azonos
alapszerkezetli komponensek esetén hidroxo (—OH) csoportok jelenlétével csokken a re-
tencid. Az acetat halogénezett formdi esetében a molekula dip6lusmomentuménak nove-
kedésével szintén novekedés tapasztalhaté a komponensek visszatartdsaban. Az aromads
karboxilatok esetében jelentGsen magasabb retencid figyelheté meg, mely a karbonsav
aromads gylrtje és az all6fazis makrociklikus gy(rije kozotti masodlagos m — 7 kotések

kialakuldsaval magyardzhato.

A modell alkalmazdsa sordn minden esetben megvizsgéltam a mért és a szadmitott retenci-
Os tényezd adatok kozotti korrelacidt, melynek eredményét a fenti dbrakon is feltiintettem.
A mért illetve szamitott retencids tényezd értékek egyezdségét jellemzd korreldcids egye-
nesek meredekségének szamszer( értékei az egyes komponensek esetén a Fiiggelék: 13.
tdblazatban lathatok. A maximadlis ioncserekapacitast biztosité KOH mozgdfazis eseté-
ben a kidolgozott modell altal becsiilt értékek atlagos hibdja szervetlen ionokra +2%,
monokarbonsavakra 5%, dikarbonsavakra +2,5%, citrat, benzoat és ftalat anionokra
+2% volt. Nitrat, TFA és BCA ionok esetében az illesztés atlagos hibdja £12%-nak ad6-
dott. Natrium-hidroxid mozgdéfazis esetében szervetlen ionok és citrit retencios tényezdi
+3,5%-os illetve +5%-0 hibaval voltak illeszthet6k. A monokarboxildtok NaOH alkal-
mazdsa esetén kozel holtid6ben eludldédtak, igy azok mért retencids tényezd értékeinek
meghatdrozasa nehézkes volt, ezzel 0sszefiiggésben az illesztés atlagos hibdja ezen kom-
ponensekre magasabb (+£15%) volt. Dikarbonsavak esetében hasonlé értéket (+17%-0)
hatdroztam meg. Nitrat, TFA és BCA, valamint aromds karboxil4tok esetében az illesz-
tések hibdja >+20%-nak addédott. Litium-hidroxid mozgdfazis esetében a mérések bi-
zonytalansdga a komponensek alacsony visszatartdsdval Osszefiliggésben nagyobb mérté-
ki volt. Ftalét és szalicilat esetében viszont alacsony £2,5%-o0s hibaval volt becsiilhetd a

retencios tényezd értékek valtozasa.

A modell dltal szamitott eredmények Osszességében megfeleldek voltak (14sd 3.4.3, 3.4.4,
3.4.5 retencids gorbék), azok gyakorlatban val6 alkalmazasa jelentds segitséget nyujt az

optimdlis elvalasztasi koriilmények meghatarozasahoz.
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A kisérleti adatokat és a modellt felhaszndlva szamitottam az egyes komponensek kiilon-
boz6 alkalifém tartalmd mozgdfazisok esetén mutatott retencidjat meghatarozo egyensu-
lyi 4llanddkat, melyek szamszer(d értékeit az alabbi tabldzatban tiintettem fel.

3.6. tablazat. Kriptand tipusu alléfazison lejatszodé ioncsere- €s komplexképzddési fo-

lyamatok iterdcidval meghatarozott egyensulyi paraméterei.

KOH NaOH LiOH

Komponens | Ky a  Kyona 2 Knioa Kv-ua 2 Kxiea Kveua @ | Ku-a
klorid 1,47x10? - 0,98 | 4,56x10! - 1,58 - - - -
bromdt 1,33x 102 - 0,94 | 4,35x10! - 1,57 - - - -
nitrit 1,46x102 - 0,84 | 2,89x10! - 1,25 - - - -
bromid 1,63x10? - 0,76 | 2,35x10! - 1,03 - - - 4,81
nitrdt 1,72x102 - 0,65 | 1,64x10! - 0,77 - - - -
szulfdt 1,66x10° - 2,34 | 2,70x103 - 2,76 - - - -
foszfit 113103 1,47x10 3,75 | 6,55x10°7  6,56x10% 3,60 - - 1,88
Sformidt 3,12 - 0,61 1,71 - 0,93 | 2,24x10? - 1,45 | 3,76
acetqt 6,81 - 0,77 | 3,51x1071 - 0,31 2,67 - 0,63 | 0,20
laktdt 7,09 - 0,78 | 3,18x107* - 0,28 3,82 - 0,69 | 0,22
propiondt 8,59 - 0,78 | 4,26x1071 - 0,33 6,32 - 0,76 | 0,60
piruvdt 7,78 - 0,71 | 3,92x1071 - 0,28 4,56 - 0,74 | 0,48
oxaldt 2,04x103 - 1,77 | 4,83x10* - 1,94 | 6,07x10! - 1,20 | 1,33
malondt 1,91x103 - 1,75 | 3,56x10! - 1,83 9,13 - 0,89 | 0,35
szukcindt 1,87x103 - 1,72 | 3,20x10! - 1,77 | 3,79%10 - LIl | 2,14
adipdt 2,13x103 - 1,72 | 4,04x10! - 1,82 | 3,78x10! - L1 ]| 1,64
pimeldt 2,20x103 - 1,68 | 4,39x10! - 1,81 | 4,02x10 - 1,11 | 249
fumardt 2,42x103 - 1,66 | 1,55x10! - 1,36 | 7,33x10! - 123 222
maledt 1,45x103 - 1,68 | 1,60x10! - 1,51 | 4,60x10" - 1,16 -
tartardt 1,16x103 - 1,69 | 7,08x10° - 3,81 | 3,79x10! - LIl | 2,14
citrdt 8,57x106 - 324 | 2,57x10% - 3,92 | 2,53%10? - 1,47 -
TFA 1,59% 10" - 0,46 1,81 - 0,36 | 1,91x102 - 1,25 | 17,27
BCA 2,22%10* - 0,49 2,22 - 0,34 | 4,88x102 - 1,37 | 42,09
benzodt 4,63%10! - 0,55 3,98 - 0,34 | 2,0x102 - 1,13 | 20,59
fraldt 2,45%10° - 1,58 | 1,81x10! - 1,36 | 3,72x10 - 1,10 | 0,81
szalicildt - - - 6,91x10°  1,74x10' 1,43 | 2,85x10° 1,07x10! 1,34 | 0,99
K 2,91x10% 6,68x102 2,06

Kvi—on 5,13%x10% 3,12x10* 4,82x102

A szamitott ioncsere-egyensulyi dllandok dnmagukban nem, de azok latszélagos toltés-
sel sulyozott értékei (K- ﬁi f;)) jOl kovetik a vizsgalt komponensek retencidjdnak sorrend-
jét. El6bbi az egyes ioncsoportokat kiilon illetve a teljes komponens sorozatot egyiitt
vizsgédlva egyarant teljesiil. Az azonos értékiiséggel rendelkezé komponensek ioncsere-
egyensilyi dllanddinak nagysdgrendje jellemzOen megegyezik, KOH mozgoéfazis eseté-
ben alifds és aromas dikarbonsavakra 10°, egyértékii szervetlen anionokra 102, halogéne-
zett és aromds monokarbonsavakra 10!, mig alifis monokarbonsavakra < 10 az emlitett

allandok nagysédgrendje.
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3.4.2. Komponensek kriptand alléfazison valéo megkotodésének ter-

modinamikai jellemzése

Kutatémunkdm sorén kiilonbozd egyértékii szervetlen anionok, alifds, aromds és halo-
génezett monokarboxildtok esetén vizsgdltam a hémérséklet retenciéra gyakorolt haté-
sat kriptand tipusu anioncseréld all6fazison. A méréseket 10 mM koncentracidjui KOH
mozg6fazis és 2-2 parhuzamos injektdlds alkalmazdsa mellett, 20—38 °C h&mérséklet-
tartomanyban (A7 = 2 °C) végeztem. Az egyes komponensek retencids tényezgjének

hdmérséklet fiiggvényében tapasztalt alakuldsat a 3.4.6. dbrdn ismertetem.
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3.4.6. dbra. Egyértékii szervetlen, aromds €s halogénezett (a), valamint monokarbonsav
anionok (b) van’t Hoff diagramjai kriptand all6fazison.

3.7. tablazat. Kriptand tipusu all6fazison torténd retencié termodinamikai paraméterei
egyértékd anionok esetén (7" = 35 °C).

Komponens | Ink  AH [kKImol'] AS [kImol! K] AG [kJ mol'!]
acetat -0,86 -11,20 -0,05 3,68
laktat -0,84 -8,65 -0,04 3,63
formiat -0,82 -12,58 -0,05 3,58
propionat -0,59 -7,42 -0,03 3,01
piruvat -0,41 -10,26 -0,04 2,55
klorid 0,42 -11,29 -0,04 2,57
nitrat 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
benzoat 2,31 -23,57 -0,06 -4,43

Kriptand all6fazison végzett kisérleteim sordn a homérséklet emelésével az altalam vizs-
galt komponensek retencidja jellemzden csokkent. E16bbi elsdsorban a komplexképzddé-
si egyensuly eltoléddsédval, az ioncserekapacitds csokkenésével magyardzhat6 [93]. Szer-

vetlen (C1~, NO; ) ionok, valamint aromds (benzo4t) karbonsav anion esetén kozel lined-
83



3.4. ALLOFAZISBELI KOMPLEXKEPZODESEN ALAPULO
ANIONCSERE-KROMATOGRAFIAS KARBONSAV ELVALASZTASOK
KRIPTAND-FUNKCIONALIZALT TOLTETEKEN

ris, mig alifds (formidt, acetdt, laktat, propiondt, piruvit) és halogénezett (TFA, BCA) mo-
nokarboxildtok esetén a linedristdl kismértékben eltérd valtozast figyeltem meg. A mérési
adatokbol a (1.32) egyenlet felhaszndldsdval, iteracids tton meghatdroztam az egyes kom-
ponensek kriptand all6fazison torténd retencidjat jellemz6 molaris entalpia (A H), entré-
pia (AS) és szabadentalpia (AG) értékeket, melyeket a 3.7. tablazatban tiintettem fel. Az
entrépiavéltozds retencids folyamathoz valé hozzdjaruldsa az 6sszes vizsgalt anion eseté-
ben elhanyagolhat6 (AS = —0,03-0,06) volt. Az entalpiavéltozas értékek C1~—NO; illet-
ve TFA—BCA-benzoat ioncsoportok esetében korreldltak a retencios tényezo értékekkel,
alifds monokarboxilatok esetében azonban ilyen kapcsolatot nem tapasztaltam. A mola-
ris entalpia és entropia értékekbdl szamitott molaris szabadentalpia (AG = AH — TAS)
adatok egyértelmiien kovették a retencids tényez6 értékek alakuldsat. A termodinamika
alapelvének megfelel6en legmagasabb retencidval a legalacsonyabb molaris szabadental-

piavaltozdssal jellemezhetd komponens (benzodt) rendelkezett.

Kutatdsaimat homolég sorok vizsgdlatdra is kiterjesztettem. Szdmitdsaim sordn a reten-
ciés tényezd hdmérsékletfiiggd valtozdsdnak a szénldnc hosszdval valé kapcsolatat [6]

alapjan, egy a komponensek toltését is figyelembe vevs Osszefiiggést vezettem le.

AGO A*G (1‘+1)
BT + BT n, + InF (3.27)

ahol AG( a homoldg sor elsé tagjanak moldris szabadentalpia valtozdsa, A*G a homolég

Ink=-—

sorra jellemzd, a szénldnc hosszdnak egy szénatommal val6 novekedésekor bekovetkezd
szabadentalpia véltozas, n; a szénatomszam, = pedig a homoldg sor tagjainak toltése. A

(3.27) osszefiiggés mérési adatokra torténd illesztésével meghataroztam a vizsgalt homo-
16g sorokra jellemzd AG\ és A*G értékeket (3.8. tablazat).

3.8. tdblazat. Mono- és dikarboxildt homoldg sorokra meghatarozott szabadentalpiaval-
tozas értékek.

AGy [KI mol'']  A*G [kJ mol™!]
monokarboxilatok 3,53 -0,23
dikarboxilatok -2,22 -0,01

A fenti tablazatban ismertetett szabadentalpia valtozas értékeket és a 3.27 egyenletet al-
kalmazva kiszamitottam az egyes homoldg sorok retencios feliileteinek alakuldsét a szén-
atomszam illetve homérséklet valtozas egyiittes hatdsanak fiiggvényében.
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monokarbonsav —— dikarbonsav

Ink

3.4.7. dbra. Homoldg sorok retencids feliiletei a homérséklet és a szénldnc hosszdnak
valtozasa fiiggvényében.

Mono- (formidt, acetat, propiondt, benzodt) és dikarbonsavak (oxal4t, malonat, szukci-
nat, adipat, pimelét, ftalat) 3.4.7. abran bemutatott retencids feliileteinek vizsgalata sordn
ugy taldltam, hogy a szénatomszam novekedésével monokarboxildtok esetén a retencids
tényezd novekedése nagyobb mértékii, mint dikarbonsav anionok esetében. A szénatom-
szam valtozdsa a retencids tényezd értékek homérséklettdl fiiggd alakuldsira vonatkozdan
elhanyagolhat6 volt.

3.4.3. Koncentracio- és kapacitasgradiensek kriptand tipusua all6fazi-

son valo alkalmazasa

3.4.3.1. Koncentraciégradiens kriptand tipusu allé6fazison val6 alkalmazasa

A koncentracidgradiens programok alkalmazasa az anioncsere-kromatografias gyakorlat-
ban széles korben elterjedt. A komponensek gradiens eliici6 esetén varhato retencidjanak
eldrejelzésére tobb modell is rendelkezésre all, melyek koziil a legismertebbeket kordb-
ban a 1.3.2.6. fejezetben ismertettem. Ezen modellek linedris In £ — In ¢ kapcsolat esetén
haszndlhat6ak, igy az dltalam vizsgélt kriptand rendszerre jelen formdjukban nem alkal-
mazhatéak. El6bbieket figyelembe véve sziikségesnek l4ttam egy olyan gradiens modell
kidolgozasat, mely makrociklus alapu anioncsere elvélasztds esetén is lehetdvé teszi a

komponensek vérhat6 retencidjanak becslését gradiens koriilmények kozott.

Munkdm sordn egy a kutatécsoportunk éltal kordbban kidolgozott gradiens retencids mo-
dellt [94] haszndltam fel. EI6bbi, az irodalomban taldlhat6 egyéb modellekkel ellentétben
a komponensek gradiens késési id6 alatt, a kezdeti izokratikus koriilmények kozott torténd
vandorlast is figyelembe veszi. Bar a gradiens késési id6 hatdsa az injektaldsi és gradi-
ens inditdsi id6k megfelel programozdasaval kikiiszobolhetd, annak tudatos kihaszndldsa

jelent8sen javithatja a kisretencidji komponensek métrixionoktdl (pl: ligos eldiciondl a
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savas mintakdzeg) valo elvalasztasat. A modell — a részletes levezetéstdl eltekintve — az
aldbbi formédban adhaté meg. A gradiens késés hatdsanak figyelembevételére az egyenlet
jobb oldaldnak els6 tagja szolgal.

1+ /{70 g> Co
tR, =14 (— +tg— — +
¢ kO,g Rg

1
1+4-bg T+bg
(&)H PREESRIETA R (3.28)

R, R

ahol ¢y és tq a holtidd illetve a gradiens késési id0, ¢y a kezdeti mozgdfazis koncentra-
cié, R, a gradiens meredekség (R, = Ac/t,), by a toltésviszonyoktdl fiiggd gradiens
faktor (b, = z/(z + y)), ko, pedig a retencids tényez6 kezdeti értéke. Munkdm soran
b, paramétereket kisérleti adatokbdl illesztéssel (3.9. tdbldzat), mig a retencids tényezdk

kezdeti ko, értékét a bovitett kriptand modellt felhaszndlva hatdroztam meg. Szdmitott
eredményeimet mérési adatokkal dsszevetve az alabbi dbrdkon szemléltetem.

(a) (b)

— 25 3,25

£ X nitrit

£ o falat e 3,001 i i i i i i ©

2201 v formiat e S | y =1.0530 * x - 0.1177 ‘ | ° |

= S E—— o g 275 RZ=0.9423 &

B 15{ O szufet s fgeeeeseeeee E 2501 ' ' ™

- O foszfat w0 < 4

0 e JSRRREREEE 5‘, 2,251 | | o | X nitrit
S 10 :200_ ‘ ‘ | o ftalat
q’ -~ ’ + .z
- + v formiat
[ £ ¥ L

o 5. 1,751 | Ix ] +  nitrat
g ¢ szulfat
S 1,501 ¢ O foszfat
o : . . . | | | | | | !

0 5 10 15 20 25 1,60 1,75 2,00 225 250 2,75 3,00 3,25
Gradiens idd, t, [min] In tg (mért)

3.4.8. dbra. Kiilonb6z6 szerkezetli anionok retencidjanak alakuldsa (a) gradiens koriilmé-
nyek kozott KOH mozgdfazis esetén, valamint a mért és szamitott retencids idok kozotti
korrelacié (b).

3.9. tablazat. Gradiens retencids id6 szdmitasdhoz sziikséges b, paraméter elméleti €s
szamitott adatokbdl iteraciéval meghatarozott értéke a kiilonb6z6 komponensek esetén.

Komponens belméleti biterélt
nitrit 0,50 0,544
nitrat 0,50 0,410
szulfat 0,67 0,653
foszfat 0,75 0,304
formiat 0,50 0,226
ftalat 0,67 0,818

A méréseket nitrit és ftalat anionok esetében 2-15 mM, mig formidt, nitrat, szulfit és

foszfat ionok elucidja sordn 5-25 mM koncentracié tartomanyokban végeztem. A szadmi-

tott eredmények megfelel egyezést mutattak a mért adatokkal igy a modellt alkalmasnak
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taldltam a kiilonbozd szerkezetli komponensek kriptand all6fazison, gradiens koriilmé-
nyek kozott varhatd retencids idejének meghatirozasara. A bovitett kriptand és gradiens
modelleket egyiittesen alkalmazva a mozgdfazis kezdeti koncentracidjanak és a gradiens

meredekségének hatdsa a retencids tényezdre egyiittesen is vizsgalhat6, melyre az alabbi

abrdkon adok példat (cp,ax = 50 mM).
(a) (b)

nitrat nitrit formiat ftalat foszfat

Retenciss tényezs, k
Retenciss tényezé, k

3.4.9. abra. Egy- (a) illetve tobbértékii (b) anionok szdmitott retencios feliileteinek ala-
kuldsa a gradiens 1d0 és a kezdeti eluenskoncentracid fiiggvényében KOH mozgdfazis

esetén.

A bovitett kriptand és gradiens modellek egyiittes alkalmazasaval el6rejelezhetd az egyes
komponensek kriptand dll6fazison, adott alkéli-hidroxid mozgofazis koncentracidjanak
kiilonb6z6 meredekségli valtoztatdsa esetén vdrhatd retencidja. Elobbi lehet6séget ad
az optimdlis gradiens elvélasztdsi koriilmények el6zetes meghatarozasdra. A 3.4.9.a és
3.4.9.b dbrdk alapjan formidt, NO,, NOz, SO7 ", PO;~ és ftaldt megfelels felbontdsd,
szimultan elvélasztiasara alkalmas lehet egy KOH: 5 — 50 mM / 30 min lineéris koncent-

racidgradiens program.

3.4.3.2. Kapacitasgradiens kriptand tipusia all6fazison valé alkalmazasa

Makrociklus alapt anioncseréld 4ll6fazis esetén a mozgofazis fémionjanak megvalaszta-
satdl fliiggden az oszlop szelektivitdsa eltérd. A fémion mindségének az elvélasztds alatt
torténd valtoztatdsaval kapacitasgradiens elicié érhetd el. Kapacitasgradiens elvélasztas
sordn a mozgdfazis ionerdssége, tehat annak hajtéereje dllandd, azonban a fémiondssze-
tétel véltozdsa révén valtozik az oszlop ioncserekapacitdsa. El6bbi az aktiv anioncseréld
helyek, azaz a protondlt €s komplexalt kriptand specieszek ardnydnak megvaltozasaval

magyarazhato.
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(a) (b)
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3.4.10. dbra. Kriptand all6fazis ioncserekapacitdsdnak alakuldsa a mozg6fazis koncent-
racidjanak fiiggvényében eltérd kalium-litium (a) és natrium-litium (b) fémion-ardnyok
esetén vizes kozegben.

A 3.4.10.a és 3.4.10.b abrdkon kiillonb6z6 fémion Osszetételd alkdli-hidroxid eluensek
esetén lathat6 az altalam vizsgalt kriptand tipusud oszlop (3.29) egyenlet szerint szamitott
ioncserekapacitdsanak alakuldsa. ,,Kevert” eluensmdd esetén a komponensek retencids
tényezdbje az eltérd fémionnal (M, ill. My) komplexalt kriptand funkcids csoportok mol-

ardnyédnak ismeretében, az aldbbi 6sszefliggések felhaszndldsdval becsiilhetd.
Q = (Cry) + (CryH") + (CryH,—A) + (CryH—OH)+
+(CryM; ") + (CryM, ,—A) + (CryM; —OH)+ (3.29)
+(CryMy™) + (CryM, ,—A) + (CryM,—OH)

DA T~ A" 0

A kiilonbozé fémion 6sszetételd alkali-hidroxid mozgéfazisok esetén mért, illetve a (3.29)

s

€s (3.30) osszefiiggésekkel modositott bdvitett kriptand modell segitségével szamitott re-

7 7

tencios tényezs értékek egyezdségére a 3.4.11.a és 3.4.11.b dbrdkon adok példat.

(a) (b)
20,0 25
sl oxaldtmert o pimeldtmert & maledtmgt o ftaldtmer
x oxalatpecsgit ®  pimelatpecsiit X 50 | maleatpecsiit o ftalatpecsin
' 1501® » » » )
) o
> 1254 S
£ 2154
W 10,0 ’ .3
0 . o
'S 7,51 ¢ S 1014 . e
c (L] 8 1) c 0]
3 5041 0 | [] [ ]
% 5 ¢ ¢ °
14 r 51 ‘ i
2’5_ ! ! ! ! ‘
0,0L . | | |
’ 0+ T T T T
0.0 0.1 0.2 03 04 0,0 0.1 0,2 03 04

Li*-ion mélarany a mozgéfazisban Li*-ion mélarany a mozgéfazisban

3.4.11. dbra. Kiilonbdz6 karbonsav anionok mért és szamitott retencids tényezdje kalium-
litium fémion pdrt tartalmazé mozg6fazis esetén a Li™-ion mélardnya fiiggvényében.
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Kriptand 4ll6fézis esetében a kettds fémiontartalmi mozgdfazisok alkalmazasa a nagy re-
tencidju komponensek visszatartdsanak csokkentése mellett a kromatografids csucsalakok

7 2z

javitasat is lehetévé teszi, melyre a 3.4.12. dbran lathaté kromatogramok adnak példat.

(a) (b)

KOH (5mM) NaOH (5mM)

3

2 90% KOH - 10% LiOH 2 80% NaOH - 20% LiOH

3
AN, T ‘k"’l | |
0 10 20 30 40 50 60 70
Retencids id6 [min]

i ; : ! ; : ! !
0 2 4 6 8 10 12 14
Retencios id6 [min]

72 2

3.4.12. abra. Kriptand all6fazison, eltérd fémion Osszetételli mozgofazisok esetén mért
kromatogramok.

(a): 1-TFA, 2—BCA, 3—ftalét

(b): 1—Ilaktat, 2—oxalat, 3—TFA, 4—fumarat, 5—BCA, 6—citrat

A megfeleld retenciés modelleket felhaszndlva a mozg6fazis koncentracidjanak és fém-
iondsszetételének egyiittes hatdsa szintén vizsgédlhat6, mely az optimalis kapacitdsgradi-
ens koriilmények kivélasztdsdban nyujt segitséget.

3.4.4. Szerves oldészer, mint ioncsere-kromatografias eluensmodosito

hasznalata kriptand tipusu allofazis esetén

A szerves oldoszerek a mintak oldhatésdganak javitdsa és az oszloptoltetek tisztitdsa mel-
lett az elvalasztds szelektivitisdnak megvaltoztatdsara és ezaltal modszerfejlesztésre is
alkalmazhatéak.

Elébbiek ismeretében vizsgéiltam a MeOH, mint szerves eluensmoédosité kriptand alapud
alléfazison torténd elvdlasztasra gyakorolt hatdsat. Az n-decil-2.2.2 kriptand molekula
megfelel6 komplexstabilitasi dllandéit (Fiiggelék: 6. tablazat) felhasznélva a kordbbiak-
hoz hasonléan metanol tartalmi mozgdéfazis esetére is meghatdroztam a ligandum speci-
eszek moltorteloszldsat (3.4.13. dbra). A moltorteloszlds gorbék szdmitdsahoz sziikséges

protondlddasi és komplexképzddési dllanddkat a megjeldlt térfogatardnyra vonatkozdan

interpolélassal becsiiltem.

A 3.4.1.b és 3.4.13.b dbrékat Osszehasonlitva megéllapithatd, hogy NaOH mozgdfazis-
hoz 4 v/v %-ban metanolt adva a fémionnal komplexalt kriptand speciesz moélaranya a
korabbi pH > 12 helyett mar pH ~ 11 (elticiés tartomdny) esetén eléri az 1-et. E16bbinek

89



3.4. ALLOFAZISBELI KOMPLEXKEPZODESEN ALAPULO
ANIONCSERE-KROMATOGRAFIAS KARBONSAV ELVALASZTASOK
KRIPTAND-FUNKCIONALIZALT TOLTETEKEN

koszonhetden a funkcids csoportok kozel 100%-ban komplexalt formdban vannak jelen,

igy az oszlop ioncserekapacitdsa maximalis.

(a) (b)
1,0 1,0
— (CryK)* — [CryNaJ*
08{ (CryH)* 08 " [CryHI*
----- (Cry) —-—= Cry
.......... 2+ 2+
206 (CryHz2) 206 [CryHa]
\© \©
G : & :
204 2 04+
0,24 0,2
0,0 . — S - : 0,0 . —
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 14
Eluens pH Eluens pH

3.4.13. dbra. Az all6fazison 1évé kriptand molekuldk komplexalt, protonalt, valamint sza-
bad formainak molaranya KOH (a) és NaOH (b) mozgofazisok esetén 96:4 térfogatardnyu
viz:metanol elegyben.

A karbonsav anionok retencids viselkedését 15-15 mM KOH és NaOH mozgéfazisok ese-
tén 4,25%, 8,5% és 12,75% metanol tartalom mellett vizsgaltam. Az alkalmazott elucids
koriilmények kozott a komponensek disszocidcids egyensilydnak eltolédasdnak retenci-
Ora gyakorolt hatdsa elhanyagolhat6. Kalium-hidroxid mozgé6féazis mellett a metanol tar-
talom novelése minden karboxildtra vonatkozdan a retencié csokkenését eredményezte,
mig natrium-hidroxid esetében, benzodt €s szalicilat kivételével ndvekedés volt tapasz-
talhat6. El6bbiek alapvetéen a komplexképzddési egyensulyi dllandok valtozdsdval ma-
gyardzhat6ak. Mig KOH eluens alkalmazdasa esetén az all6fazis ioncserekapacitdsa eleve
maximalis, addig Na-kriptand komplexképz&dési dllanddjanak MeOH hozzdaddsaval va-

16 novelése révén novekszik az all6fazis ioncserekapacitdsa.

Az egyes karboxilatok retencids tényezdjének az eluens szerves olddszertartalménak fiigg-

vényében valé valtozasat [6] szerint az aldbbi linedris Osszefiiggéssel irtam le.

lgk' =lghkl — S @' (3.31)

ahol ky’ a szerves oldészer mentes alkali-hidroxid mozgéfazis esetén mérhets retencids
tényezS, O’ a szerves oldoszer térfogataranya, S’ pedig az adott komponens visszatartasa-
nak metanol tartalom fiiggvényében val6 véltozasat jellemzd paraméter. Mérési eredmé-
nyeimet, valamint a (3.31) osszefliggést felhaszndlva meghataroztam az egyes karbonsav

anionokhoz tartoz6 S’ paramétereket, melyek értékét a 3.10. tablazatban tiintettem fel.

90



3.4. ALLOFAZISBELI KOMPLEXKEPZODESEN ALAPULO
ANIONCSERE-KROMATOGRAFIAS KARBONSAV ELVALASZTASOK
KRIPTAND-FUNKCIONALIZALT TOLTETEKEN

3.10. tablazat. A retencids tényezd véltozasat, az alkéli-hidroxid mozg6fazis metanol
tartalménak fiiggvényében leird S’ paraméter alkéli-hidroxid mozgdfazisok esetén.

KOH NaOH

Komponens ko’ S’ R? ko’ S’ R?
formidt 0,463 (-1,44) - 0,206 1,66  0,9906
acetdt 0420 -1,23 09644 | 0,156 291  0,9692
laktdt 0,420 (-1,47) - 0,174 2,49 09853
propiondt 0,585  (-3,58) - 0,261 0,64  0,9978
piruvdt 0,714  (-2,45) - 0,279 1,16 09616
oxaldt 2,859  -2,84 09833 | 0,668 329 09815
malondt 2,897 2,770 09636 | 0,667 325  0,9899
szukcindt 3229  -2,18 0981 | 0,713 3,17 0,9709
adipdt 3845  -2,84 09992 | 0,814 3,10 0,9958
pimeldt 4913  -351  0,9996 | 0,947 242 09574
fumardt 6,257  -2,99 08461 | 1,118 3,15 09615
maledt 3,128 -2,33 08101 | 0,678 2,83 0,9294
tartardt 3262 2,09 0,7922 | 0,675 348 09789
citrdt 25,733  -527 0975 | 2,590 4,25  0,9743
TFA 5570  -4,50 09674 | 1,403 0,63 0,8
BCA 6,862 -496 09636 | 1,920 (-0,05) -
benzodt 11,724 -6,35 10,9904 | 3942 -2,14 09631
Sftaldt 7,755  -4,65 09481 | 1,327 2,83 0,9963
szalicildt 73,477 (-8,01) - 34,277  -3,07 0,96

A 3.6. tablazatban szereplo komplexképz6dési €s ioncsere-egyensulyi, valamint a 3.10.
tdblazatban feltiintetett S’ paraméterek ismeretében a (3.31) egyenletben szerepld k,’ ta-
got a bovitett kriptand modell alapjdn szamitva meghatdroztam az egyes komponensek
retencios feliileteinek mozgdfazis koncentracié €s metanol tartalom fiiggvényében varha-
t6 alakulasét (3.4.14. abra). Az eredmények alapjan a metanol, mint szerves eluensmo-
dosité alkalmazasa egy tovabbi optimalizalasi lehetdség a koncentracio illetve kapacitds

gradiens médszerek mellett makrociklus alapu 4ll6fazisok esetén.

Metanol tartalmi mozgo6fazissal végzett elicid sordn a retencids tényezdk és ezaltal a sze-
lektivitas véltoztatdsa mellett az elvalasztds felbontésa is javithatd. Kisérleti munkam so-
rdn azt tapasztaltam, hogy n-decil-2.2.2 kriptand tipusu all6fazis esetén az alkali-hidroxid
mozg6fazishoz 4-5 v/v %-ban metanolt adva kedvezd viéltozas érhetd el a vizsgdlt kar-

bonsav anionok kromatografids csucsalakjai tekintetében (3.4.15. dbra).
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(b)

(a)
- laktat propionat piruvat - benzoat ftalat

Retenciés tényezg, k

Retencios tényezs, k

(d)

- benzoat ftalat

Retencios tényezs, k

Retencios tényezs, k

3.4.14. abra. Monovalens, valamint halogénezett és aromds karbonsav anionokra sza-
mitott retencids feliiletek az eluens metanol tartalmédnak és koncentracidjanak valtozasa

fliggvényében KOH (a,b) és NaOH (c,d) mozgéfazisok esetén.

(a) (b)
2
2
; 13 NaOH (15mM)
KOH (15mM)
3 4
‘o506 7 5
NaOH (15mM) + 4.25 % MeOH
KOH (15mM) + 4.25 % MeOH
! ! ' ! y ! 0 10 20 30 40 50 60
0 > 10 15 20 % Retencios id6 [min]

Retencios id6 [min]

3.4.15. dbra. A mozgo6fazis metanol tartalmédnak eliciés csicsalakokra gyakorolt hatdsa

KOH (a) és NaOH (b) eluensek esetén.
(a): 1—acetét, 2—piruvét, 3—maleindt, 4—TFA, 5—BCA, 6—benzodt, 7—ftalit

(b): 1—pimelat, 2—BCA, 3—benzoat, 4—ftalat, S—szalicilat
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4. Osszefoglalas

A folyadékkromatografids késziilékek teljesitményének, érzékenységének €s az elvalasz-
tdsi modszerek hatékonysiganak, szelektivitisanak novelése folyamatos munkat ad a szak-
emberek szdmara. A felmeriild analitikai feladatok hatékony megoldasa, kiilonosen komp-
lex mintdk esetében a kromatografids rendszer és az elvalasztandé komponensek, tovabba
a matrixalkotok részletes ismeretét igényli. Ezen ismeretek megszerzése gyakorlati €s el-
méleti alapkutatasok révén lehetséges. Doktori kutatdmunkam alapvet6 célja az emlitett
alapkutatdsok eredményeinek bdvitése, folyadékkromatogréfids gyakorlatban is haszno-

sithat6é informéaciok megszerzése volt.

Téamaszkodva a folyadékkromatogréfia és az ionkromatografia dltalanosan elfogadott el-
méleteire, felhaszndlva az elvélasztastechnika alaposszefiiggéseit, célom volt a folyadék-
kromatogréafids kolonnak tulajdonsagainak, kiilonds tekintettel azok szemcseméret elosz-
lasdnak (PSD), valamint nyomasesésének elvélasztdsi hatékonysagra gyakorolt hatdsa-
nak részletes megismerése, tovabbd komplexképzdési egyensilyi folyamatok ioncsere-
kromatogréfids jelentoségének, alkalmazhat6sdganak vizsgdlata.

A PSD elvdlasztasi hatékonysdgra gyakorolt hatdsaval szamos tanulmany foglalkozik,
azonban mivel az oszloptoltés minGsége nehezen reprodukdlhatd, a kisérleti adatok dssze-
hasonlitdsa nem ad egyértelmd, teljes mértékben megbizhat6 eredményt. Elbbire tekin-
tettel doktori munkdm keretében olyan elméleti modellt dolgoztam ki, mely lehet6séget
ad a PSD hatdsanak, oszloptoltés minGségétdl fiiggetlen, gyors, késziilék- €s olddszer-

haszndlat mentes vizsgalatdra.

Az oszloptoltetek PSD szordsdnak elvalasztasi hatékonysagra gyakorolt hatdsat az altala-
nos sebességi modell segitségével vizsgdltam. Szdmitdsaim sordn a toltet szemcseméret
eloszlasat lognormélis eloszlédssal jellemeztem. A szemcseméret eloszlds szorasdnak ha-
tékonysagi paraméterekre (tanyérszam, felbontds, csticskapacitds) gyakorolt hatdsat 5 pm
€s 2,6 um étlagos szemcsedtmérdjd, teljesen porézus illetve tomormagvu toltetek, vala-

mint kiillonbozd vizsgalandé molekulaméret tartomanyok esetében vizsgaltam.

Megillapitottam, hogy a tomormagvu fazisok sziikebb PSD-vel jellemezhet6ek, és a po-
rozus toltetekhez képest, kiillondsen a nagyméreti molekuldk esetén hatékonyabb elva-
lasztést tesznek lehetdvé. A pordzus toltetek tekintetében a PSD szdrdsanak csokkenté-

sét, elsdsorban a kisebb szemcsedtmérdji fazisok vonatkozasdban megfontolandénak ta-
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laltam, mig tomormagvu fazisok esetén ugy tapasztaltam, hogy az alapvetden sziik PSD

értékek csokkentésével nem érhetd el tovabbi, szamottevd hatékonysiag novekedés.

A <2 pum szemcsedtmérdjli kromatogréfids toltetek és az UHPLC rendszerek megjelené-
sével el6térbe keriilt az oszlop nyomasesés elvalasztasra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata.
Tobb tanulmadny is igazolta, hogy nagyméretti molekuldk (peptidek, proteinek) esetében
a nyomadsvaltozas észrevehetden befolydsolja az adott komponens retencidjat. E16bbi hat-
terében a mozgdfazis és ezzel egyiitt a komponens linedris vandorlasi sebességének, vala-
mint moldris térfogatdnak megvaltozdsa 4ll. Munkdm sordn az oszlopbeli nyomasesés
retenciora €s elvdlasztasi hatékonysagra gyakorolt hatdsit a Gibbs-féle szabadentalpia

egyenlet €és az egyensulyi-diszperziv modell segitségével részleteiben vizsgaltam.

Magasabb nyomdsesés és moldris térfogatvaltozas esetén a retencids tényezd és a vandor-
14si sebesség jelentdsebb mértékii véltozdsat tapasztaltam. Megallapitottam, hogy nagy-
méreti molekuldk UHPLC koriilmények kozott torténd elvilasztidsa sordn a nyoméasesés
okozta sebesség gradiens retencids tényezdére gyakorolt hatdsa nem hagyhat6 figyelmen
kivil.

Az egyensulyi-diszperziv modellt a Martin-Synge algoritmus alkalmazdsdval megold-
va szamitottam az oszlopbeli sdvprofilokat, majd az elucids csucsprofilokat. Utobbiak-
b6l momentumanalizissel meghatdroztam a védrhat6 retencids 1d, csucsszélesség, csucs-
aszimmetria és elérhetd tdnyérszam értékeket. Megéllapitottam, hogy a nyomadsesés és
moldris térfogatvéltozas novekedése a savok hosszirdnyu variancidjara, valamint a csucs-
szélesség, csiicsaszimmetria és tanyérszam értékekre egyarant kedvezotlen hatdst gyako-
rol. Szadmitasokkal igazoltam, hogy a komponens savok oszlopbdl valé megnovekedett ki-
1épési sebessége egyfajta savkompresszids hatdsként, kiillonosen a magasabb Ap és AV,
tartomanyokban részben vagy teljes mértékben kompenzalhatja az oszlopbeli savszélese-
dést.

A Gd(IIT) és Gd(III) specieszek analitikdja az 1980-as évektdl kezd6dGen egyre nagyobb
figyelmet kapott. A kiilonboz6 Gd-keldtok MRI kontrasztanyagként val6 felhasznéldsa
a szennyviztisztitasi technoldgidk alacsony eltavolitasi hatasfoka kovetkeztében jelentds
kornyezeti terhelést jelent. A vizkezelés sordn komplexbdl felszabadulé Gd(III) erésen
toxikus, felszini vizekben és potencidlisan ivovizekben valé megjelenése komoly kocka-
zatot jelent. A Gd(III) és specieszeinek vizsgdlata jellemz&en csatolt analitikai médsze-
rekkel torténik, mely technikdk miszer és szerves olddszer igénye magas. Az ionkro-
matografids modszerek jelentdsen egyszertibb késziilékigényliek és szerves olddszerek
felhaszndldsat sem igénylik, mindemellett lehet&séget adnak az egyes Gd(III) specieszek
mellett szervetlen és szerves matrixionok szimultdn mindségi és mennyiségi meghata-
rozdsara, akdr magas sotartalmd mintdk esetében is. El&bbiek ismeretében kutatomun-
kat végeztem kiilonb6z3 poliamino-karboxilat ligandumok Gd** fémionnal alkotott keldt
komplexeinek anioncsere-kromatogréfids elvalasztdsira vonatkozdan.
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Protondlédasi és komplexképzddési egyensilyi dllandok felhaszndldsaval meghatéaroz-
tam az egyes ligandumok (EDTA, DCTA, DTPA) és a Gd-kelat komplex specieszek pH
€s koncentracioviszonyok fiiggvényében jellemzd moltorteloszlasat. Lehetséges matrix-
komponensek koziil PO}~ ion esetében tgy taldltam, hogy annak magas mintaoldatbeli

koncentricidja befolydsolhatja a keldt komplexek kialakuldsat.

Az anioncsere-kromatografidas médszert, ligos elucié (pH > 10) mellett alkalmasnak talél-
tam Gd-EDTA, Gd-DCTA és Gd-DTPA kelatok meghatdrozdsara. Standard mintaoldatot
injektdlva a kromatografids csicsokbdl frakcidgytijtést kovetéen igazoltam, hogy az el-
vélasztott csucsok valéban Gd-DTPA és Gd-EDTA komplexekhez tartoznak. Analitikai
mér6gorbe felvételét kovetden meghatdroztam a médszer Gd-DTPA komplexre vonatko-
z06 kimutatasi hatarkoncentrécigjat (LOD = 0,2 ug/L (0,37 nM)).

Cl~, NOj3, Gd-DTPA, PO}, SO}~ és Gd-EDTA anionokra retenciés adatbdzist rogzitet-
tem. Elméleti modell vezettem le a komponensek retencidjdnak mozgdéfazis pH és ion-
erOsség fliggvényében vald leirdsdra. A modellt mérési adatokra illesztve meghataroztam
az egyes anioncsere-egyensulyi €s intereluens dllandok értékeit. Az illesztett paraméterek
¢s a modell felhaszndldsaval kiszdmitottam a komponensek retencios, valamint felbontds
feliileteit. Ezen feliileteket egyiittesen értékelve megadtam a vizsgélni kivant komponen-

sek szelektiv elvélasztasat biztosité optimaélis elicids koriilményeket.

Er6s kationcseréld SPE toltet és DTPA komplexképzd ligandum alkalmazasan alapu-
16 mintael8készitési eljarast dolgoztam ki, mely a mdtrixalkotok hatékony eltavolitasa
mellett biztositja nyomnyi mennyiségli Gd-kelat komplexek reprezentativ mindségi és

mennyiségi meghatarozasat.

Egyszerli kémiai szerkezetiik ellenére a kiilonbozd karbonsavak és szarmazékaik szd-
mos teriileten (pl.: kornyezeti mintdk, élelmiszeripar, gyogyszeripar stb.) fontos sze-
repet jatszanak, mindségi és mennyiségi meghatarozdsuk gyakori analitikai feladat. A
forditott-fazist folyadékkromatogrifia mellett ionkromatogréafids technikdk (ionkizéras,
ioncsere) is lehet6séget adnak az emlitett komponensek meghatarozdsara. Az ioncsere-
kromatogréfidban hasznalt dll6fazisok kozott rendelkezésre dllnak makrociklikus ligan-
dummal funkcionalizalt all6fazisok is, melyek bar széles kdrben nem terjedtek el, tobb
elényos tulajdonsdaggal is rendelkeznek. Ezen toltetek esetében az elvélasztist megha-
taroz6 kémiai folyamatok, kiilondsen szerves analitok tekintetében teljes részletességgel
nem ismertek, igy doktori kutatomunkédmat szervetlen és karboxildt anionok n-decil-2.2.2
kriptand ligandumokkal funcionalizdlt makrociklus alapud ioncserél6n, alkali-hidroxidos

elicié mellett mutatott retencids viselkedésének vizsgélatara is kiterjesztettem.

Megallapitottam, hogy az alkalmazott elicids koriilmények kozott a komplexédlt és sza-
bad kriptand specieszek tilsilya jellemz6, az egyszeresen protondlt forma megjelenésével
csak Li™ fémion esetén kell szdmolni, kétszeresen protondlt ligandum jelenléte mindh4-

rom alkali fémion esetében elhanyagolhato.
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2. 2

Mono- és multivalens, eltér6 protondlédasi hajlammal rendelkezd komponensek kriptand
alléfazison vald retencidjanak mozgofazis ionerdsség és fémion tartalom fiiggvényében
val6 alakuldsanak eldrejelzésére retenciés modellt (,,bovitett kriptand modell") vezettem
le. A szamitott eredmények kisérleti adatbdzissal val6 6sszevetése mellett meghataroztam
Cl™, BrO5, NO,, Br—, NOg, SO;™ és POi_, valamint formidt, acetat, laktat, propiondt,
piruvat, oxalét, malonét, szukcinat, adipat, pimelat, fumarat, maleét, tartarat, citrat, TFA,
BCA, benzoat, ftalat és szalicilat anionok esetén az elvalasztast KOH, NaOH és LiOH
mozg6fizisok esetén befolydsold egyensulyi paramétereket, illetve a retencio €s a kémiai

szerkezet kozotti alapvetd Osszefiiggéseket.

A hémérséklet, kriptand all6fazison valé retenciéra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata sordn
egyértékii anionok esetében a van’t Hoff Osszefiiggés alapjdn meghatdroztam a retenciét
jellemz6 f6bb termodinamikai paramétereket. Homol6g sorok retencidjanak homérséklet-
fliggését vizsgdlva mono- €s dikarbonsavak esetére megadtam a szabadentalpia véltozas

szénatomszam fiiggvényében jellemzo véltozdsanak mértékét.

Retenciés modelleket vezettem le a komponensek kriptand alapt koncentracidgradiens és
kapacitdsgradiens eldci6 esetén varhato retencidjanak el6rejelzésére. Vizsgaltam tovabba
szervetlen és karbonsav anionok retencidjanak metanol tartalmi mozg6féazis esetén vald
alakuldsat és megdllapitottam, hogy alacsony v/v %-ban alkalmazott MeOH eluensmdédo-
sit6 a csucsalakok javitdsa révén novelheti az elvalasztas hatékonyséagat.

Doktori munkdm eredményei elméleti €s gyakorlati teriileten egyarant hasznosithatéak. A
szemcseméret eloszlas tekintetében végzett elméleti kutatdsom a folyadékkromatografias
oszloptoltetek fejlesztési irdnyainak kijelolésére vonatkozdan szolgéltat hasznos informé-
ciét. A kolonndk nyomadsesésének elvélasztasi hatékonysagra gyakorolt hatdsdval kap-
csolatos eredményeim a HPLC - UHPLC mddszertranszferek sordn adhatnak segitséget a
retencios viselkedés, els6sorban nagyméreti molekuldknal jelentkezd véltozasanak értel-
mezésében. Gd-keldtok anioncsere-kromatogréfids elvdlasztdsaval kapcsolatban sziiletett
eredményeimmel igazoltam, hogy a csatolt technikdk mellett az egyszerlibb miszer és
kevésbé terhel6 vegyszerigényl ionkromatografia is alkalmas lehet a kiilonb6z6 Gd(I1II)
specieszek mindségi és mennyiségi meghatdrozasara, mig a kidolgozott retenciés modell
mintamatrix-specifikus modszerek kidolgozasdhoz nyu;jt segitséget. Kriptand alapu an-
ioncseréld all6fazison végzett kisérleti munkdam hozzajarul szervetlen anionok és karbo-
xilatok makrociklikus ioncseréldn torténd elvdlasztisa sordn lejatszodo egyensulyi folya-
matok részletesebb megismeréséhez. A kidolgozott retencidés modellek és meghatarozott
egyensulyi paraméterek a megfeleld elicids koriilmények meghatarozdsaban nyujtanak

segitséget.
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Tézispontok

I. A kromatogrdfids oszloptoltet szemcseméret eloszldsdnak (PSD) elvdlasztdsi hatékony-

sdgra gyakorolt hatdsdanak vizsgdlata az dltaldnos sebességi modell matematikai megol-

ddsdval.

a)

b)

Kiilonb6z6 molekulaméret tartomanyokban (< 0,5—100 kDa) és kétféle (teljesen
pordzus és tomormagvi) szemcseszerkezetli all6fazis esetében végzett in silico ki-
sérletek alapjan megdllapitottam, hogy a PSD szélesedésével az oszlophatékonysag
csokken, mely csokkenés a vizsgdland6 molekuldk méretének novekedésével, illetve

a szemcsedtmérd csokkenésével egyre jelentdsebb, akar 15% is lehet.

A hatékonysédgi paraméterek (tdnyérmagassig, tanyérszam, felbontds, csticskapa-
citds) relativ valtozdsdnak Osszehasonlit elemzése alapjdn, a gyakorlati szérdstar-
tomanyokat is figyelembe véve, igazoltam, hogy a tomormagvi fazisokkal toltott
oszlopok nagy hatékonysagahoz a fazisok szlik szemcseméret eloszldsa is hozzdja-
rul. A teljesen pordzus fazisok esetében, szemben a tomormagvu toltetekkel, a PSD

szorasdnak tovdbbi csokkentése révén lehetdséget 1atok a hatékonysag novelésére.

II. Az oszlopbeli nyomdsviszonyok retenciora és az elvdlasztds mindségére gyakorolt ha-

tdsdnak vizsgdlata a Gibbs-féle szabadentalpia egyenlet és az egyensulyi-diszperziv mo-

dell segitségével eltérd moldris adszorpcios térfogatvdltozas értékek mellett.

Elméleti szamitdsokkal aldtdmasztottam, hogy az elvalasztand6 molekuldk adszorp-
ci6 sordn bekovetkezd térfogatvaltozdsa és az oszlopbeli hosszirdnyd nyomdsgradi-
ens egylittes hatdsaként a komponensek vandorldsi sebessége az elucié sordn folya-
matosan né. Mindez a sdvok hosszirdnyu variancidjidnak extra novekedését okozza,
azonban ezt a hatdst némileg ellenstilyozza a sdvok oszlopbdl torténé megnoveke-
dett kilépési sebessége. Ramutattam, hogy a két hatds ereddjeként az elvalasztas
hatékonysaga jelentdsen (10-50%-kal) csokkenhet a kolonna nyomdasesésének és a
molekula adszorpcids térfogatviltozdsanak fiiggvényében. Eredményeimmel alé-
tdmasztottam, hogy nagyméretli molekuldk (fehérjék, polimerek) megfeleld elva-

lasztdsdra a nagy szemcseatmérdjl (~ 5 pm) tomoérmagvi oszlopok alkalmasak kis

nyomasesésiik €s nagy hatékonysaguk miatt.
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III. Mintaoldatbeli komplexképzodés ionkromatogrdfids jelentdségének vizsgdlata Gd(111)-

keldt komplexek latex-alapii anioncserélon torténd elvdlasztasdanak példdjan.

a) A bazikus mozgoéfazis ellenionjanak mindségétdl fiiggetleniil alkalmazhatd elmé-
leti modellt vezettem le egyszer( és protondlhaté anionok, eluens koncentracid és
pH fiiggd retencidjinak eldrejelzésére. A modell mérési adatokra valé illesztésével
megadtam az intereluens, illetve Gd-DTPA és Gd-EDTA kelatok, valamint a leggya-

koribb szervetlen anionok (C1~, NO3, SOF~, PO?™) ioncsere-egyenstlyi allandéit.

b) A kidolgozott retenciés modell és a szamitott egyensilyi paraméterek felhasznala-
saval meghatdroztam az optimdlis (Rs > 1,3) elvdlasztasi koriilményeket, mellyel
anioncsere-kromatografids modszert adtam Gd-keldtok szervetlen mintamatrixbol
torténd  szelektiv és érzékeny (LOD = 0,37 nM = 0,2 ug/L Gd-DTPA;
0,06 pg/L Gd**) mindségi és mennyiségi meghatdrozdsara. Mdtrixalkotok eltdvoli-
tdsdra, nyomnyi Gd** mennyiségi meghatdrozdsara kationcseréls SPE toltet és DT-
PA ligandum alkalmazdsan alapul6 mintael6készitési eljardst dolgoztam ki.

IV. Allofdzisbeli komplexképzddés ionkromatogrdfids szerepének vizsgdlata szervetlen an-
ionok és karboxildtok n-decil-2.2.2 kriptand anioncserélon torténd elvdlasztdsa szem-

pontjdabol.

s

a) Tobbértékd ill. protondlhat6 anionokra is alkalmazhaté modellt (,,bGvitett kriptand
modell") vezettem le a retencids tényezd alkdli-hidroxid mozgdfazis koncentricid
és fémion-tartalom fiiggvényében vald véltozdsanak leirdsara kriptand 4ll6fazison.
Kapcsolatot irtam le a vizsgalt szervetlen és karboxilat (egy-, tobbértékd, alifés, aro-
mds, telitett, telitetlen, halogénezett) anionok retencids viselkedése és kémiai szer-

kezete kozott €s megadtam az elvélasztist befolydsolo egyensulyi paramétereket.

b) Kimutattam, hogy a retencio €s a hémérséklet kozotti kapesolat kriptand all6fazison,
egyértékl anionokra jellemz&en linedris, a moldris entrdpia retenciéhoz valé hozza-
jaruldsa elhanyagolhaté (AS = —0,03-0,06 kJ/mol-K) és a molaris szabadentalpia
(AG) adatok egyértelmiien kovetik a retencids tényezok értékének alakuldsit.

¢) Modellt vezettem le a komponensek kezdeti mozgéfazis koncentracié és gradiens
meredekség fiiggd retencidjanak eldrejelzésére (koncentracié gradiens elicid), va-
lamint Osszefiiggést irtam le eltér6 fémion Osszetételd alkali-hidroxid mozgdfazisok
(kapacitasgradiens elicid) esetén jellemz6 retencids tényezdk szdmitdsara kriptand
allofazison. Meghatdroztam a vizsgdlt karboxildtok retencidjanak metanol tartalom
fliggvényében val6 valtozasat és ramutattam, hogy az emlitett szerves eluensmédosi-

t6 alacsony, ~ 5 v/v%-ban val6 alkalmazasaval a csticsalakok jelentdsen javithatok.

11



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)

b)

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.

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. 7o 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 p/m)
are optimal for separation of macromolecules (e.g. proteins, polymers) due to their

low pressure drops and high efficiencies.

11



IIl. Complex formation equilibria in the sample solution — separation of Gd(Ill)-chelates

on latex-based anion exchanger.

a)

b)

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 1on exchange equilibrium constants for Gd-DTPA, Gd-EDTA and the most
common inorganic anions (C1~, NO3z, SO7~, PO?™) were calculated by fitting the

model to measured data.

The optimal elution conditions (s > 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 pg/L Gd-DTPA;
0,06 pg/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 Gd*>* 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)

b)

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.

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 (AS = —0,03-0,06 kJ/mol-K) and the molar Gibbs

free energy (A(G) data are followed the retention order clearly.

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/Iv%) of this solvent, the peak shapes can improve significantly.

v
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Fiiggelék

1. tabldzat. Az ionkromatografids mérések sordn vizsgdlt komponensek fobb fizikai-
kémiai tulajdonsagai. [95-98]

Vegyiilet neve Kémiai képlet Molaris tomeg [g/mol] D2 [x 10°cm?s™!] pK.° (25°C)
klorid Cr 35,45 2,032 - - -
bromat BrOs” 127,91 1,483 - - -
nitrit NOy” 46,00 1,912 - - -
bromid Br 79,90 2,080 - - -
nitrat NO;3~ 62,00 1,902 - - -
szulfat NoRts 96,06 1,065 - - -
foszfat PO,> 94,97 0,824 - - -
hangyasav HCOOH 46,03 1,454 3,77 - -
ecetsav CH;COOH 60,03 1,089 4,76 - -
tejsav CH;CH(OH)COOH 90,05 1,033 3,86 - -
propionsav CH3CH,COOH 74,05 0,953 4,87 - -
piroszélosav CH;COCOOH 88,03 1,116 2,39 - -
oxalsav HOOCCOOH 90,02 0,987 1,25 3,81 -
malonsav HOOC(CH;)COOH 104,03 0,845 2,85 5,70 -
borostyankégsav | HOOC(CH;),COOH 118,05 0,783 421 5,64 -
adipinsav HOOC(CH,);COOH 146,08 0,740 441 5,41 -
pimelinsav HOOC(CH,);COOH 160,09 0,710 4,71 5,58 -
fumarsav HOOCCH=CHCOOH 116,03 0,823 3,02 4,38 -
maleinsav HOOCCH=CHCOOH 116,03 0,824 1,92 6,23 -
borkdsav HOOC(CH,),(OH),COOH 150,09 0,794 3,03 446 -
citromsav C3H4(OH)(COOH)3 192,06 0,623 3,13 4,76 6,40
TFA CF;COOH 114,01 1,092 0,52 - -
BCA CHBrCICOOH 183,39 0,104 1,40 - -
benzoesav C¢HsCOOH 122,05 0,863 4,20 - -
ftalsav HOOC(C¢H4)COOH 166,05 0,696 2,94 543 -
szalicilsav HOOC(CgH4)(OH)COOH 138,05 0,959 2,98 13,6 -

2Diffuzids alland6 (végtelen hig, vizes oldatban).
®Savi disszocidciés dllandé.
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déi. [99,100]

/////

Ligandum | 1gKiur; 18K, 18K, 18K 18K 18K, Ionerdsség [M]
EDTA*~ 10,34 6,24 2,75 2,07 1,60 0,90 0,1
DTPAS— 10,56 8,69 4,37 2,87 1,94 - 0,1
DCTA*~ 11,78 6,20 3,60 2,51 - - 0,1
CO32~ 10,1 6,4 - - - - 0,1
P03~ 11,7 6,9 2,0 - - - 0,1

3. tdblazat. A vizsgalt poliamino-karboxilat ligandumok gadoliniummal képzett komple-
xeinek stabilitasi allandéi (25 °C, 1 bar). [100]

Ligandum | 1gKicar; 1gK[canr; Ionerdsség [M]
EDTA%~ 17,37 2,63 0,1
DTPAS~ 22.46 2,39 0,1
DCTAY~ 18,8 - 0,1

4. tablazat. Néhany karboxilat ligandum gadoliniummal képzett komplexének stabilitasi

allandoja (25 °C, 1 bar). [101]

Ligandum | IgK|gar; 1gK[Gar,] Ionerdsség [M]
formiat 1,77 1,00 0,0
acetat 2,43 1,93 -
laktat 3,35 2,60 -
propionat 2,54 1,94 -
oxalat 6,68 4,53 0,0
malonat 5,87 3,46 -
szukcinat 4,59 - 0,0
adipat 4,26 - 0,0
fumarat 4,00 - 0,0
maleat 4,95 2,58 -
benzoat 2,70 1,92 0,0
ftalat 4,87 2,24 0,0
izoftalat 3,85 - 0,0
szalicilat 2,32 2,35 -
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5. tablazat. A kelatképz6dés mellett feltételezheté mellékreakcidkban kialakuld szervet-
len gadolinium specieszek képzddési allando. [102]

Ligandum | IgKcaL) 1gKiGar,) 18Kicar,) 18KigaL 18Kican) 18Kcamn), 18K(can,L)
OH- 6,0 5.8 5,7 4,6 - - -
CO32~ 7.8 53 - - 2,1 - -
PO,% 12,2 8,5 - - 5,7 3,9 2.4
S0,2~ 3,4 1,7 - - - - -
NO;~ 0.8 - : - - - -

cr- 03 - ; - - - -

6. tablazat. n-decil-2.2.2 kriptand ligandum protonélédasi (pK;, pK,) és komplexstabili-
tasi allandéi (1gKyp) kiilonboz6 alkdlifém-kationok esetén. [103, 104]

IgKym
Oldoszer pK; pK; | Li* Na* K*
viz 728 9,60 1,25 39 54
viz/metanol (5/95) | 6,64 985 | 1,8 7,21 9,75
metanol n.a. n.a. 2,6 >80 >7,0

7. tablazat. Ionatmérd (d;) és kavitds kitoltési hanyados, valamint hidraticiés szabaden-
talpia (AG®, 25°C) és a fém-ligandum komplex kialakuldsanak entalpiavéltozas értékei
kiilonboz6 alkalifém kationok esetén. [93, 103, 105]

AH [kJ mol'!]
Kation | d; [A] di/de* AGC° [kImol!] [2.2.2]" [2.2.2]w®
Li* 1,48 0,53 -510,4 -50,79 -5,86
Na* 1,99 0,71 -412,1 -28,70 -30,96
K* 2,66 095 -336,8 22,72 -47,95

Az n-decil-2.2.2 kriptand ligandum kavitds atméréje (d. = 2.8 A).
b Az 4lléfazison végbemend komplexképzddés entalpiaviltozasa.
“Homogén mozgdfazisban végbemend komplexképz&dés entalpiavéltozasa (25°C).
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10. tdblazat. Karbonsav anionok kriptand 4ll6fazison mért retencids tényezd értékei KOH
mozg6fazis esetén.

Mozgéfazis koncentracié [mM]
1,0 5,0 15,0 30,0 50,0
Mozgdfazis aktivitas [mM]

Komponens 0,96 4,61 13,0 24,5 38,6
formiat 1,209 0,764 0434 0,309 0,269
acetat 1,775 0,921 0495 0,331 0,292
laktat 1,828 0,954 0,506 0,336 0,294
propionat 2,213 1,162 0,618 0,403 0,350
piruvat 2,362 1,347 0,720 0,517 0,399
oxalat - 10,696 2,497 0,820 0,547
malonat - 10,758 2,583 0,838 0,528
szukcinat - 11,462 2,809 0,937 0,582
adipat - 13,185 3,231 1,098 0,669
pimelat - 15473 3,948 1,326 0,806
fumarit - 18,528 4,847 1,636 0,990
maleat - 10,224 2,593 0,893 0,551
tartarat - 7,990 1,920 0,793 0,476
citrat - - 24,855 3,707 1,395
TFA 8,385 7,390 4,460 2,631 2,380
BCA 10,972 9,249 5485 3,221 2852
benzoat 20,208 15,058 8,439 6,015 4,351
ftalat - 23,641 6,893 2,026 1,192
szalicilat - - - - -
RSD % atlag | 0,72 0,86 0,57 041 0,21

11. tdblazat. Karbonsav anionok kriptand all6fazison mért retencids tényezd értékei Na-
OH mozgofazis esetén.

Mozgéfazis koncentracié [mM]
1,0 5,0 15,0 30,0 50,0
Mozgofazis aktivitas [mM]

Komponens 0,96 4,61 13,0 24.5 38,6
formiat 0,210 0,317 0,301 0244 0,216
acetat 0,160 0,260 0,280 0,272 0,256
laktat 0,154 0,251 0,277 0,268 0,255
propionat 0,175 0,292 0,322 0,309 0,293
piruvat 0,163 0,299 0,339 0,330 0,315
oxalat 0,159 0,702 0,669 0,492 0,370
malonat 0,183 0,683 0,666 0487 0,371
szukcinat 0,202 0,697 0,711 0,525 0,385
adipat 0,193 0,753 0,789 0,582 0,424
pimelat 0,207 0,834 0,898 0,666 0,485
fumarat 0,349 0909 1,015 0,771 0,553
maleat 0,236 0,681 0,684 0,505 0,370
tartarat 0422 1,263 0,704 0438 0,330
citrat 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 1446 1,515 1,434
benzoat 0914 1,954 2,630 2,747 2,540
ftalat 0,365 1,071 1,18 0,896 0,636
szalicilat 5,282 13,463 21,300 23,996 -
RSD % atlag | 0,66 0,46 0,29 0,14 0,07

Xiv



12. tablazat. Karbonsav anionok kriptand 4ll6fazison mért retencids tényezd értékei LIOH
mozg6fazis esetén.

Mozgofazis koncentracio [mM]

1,0 5,0 15,0 30,0 50,0
Mozgéfazis aktivitas [mM]

Komponens | 0,96 4,61 13,0 245 38,6
formiat 0 0,029 0,073 0,119 0,137
acetat 0,043 0,075 0,124 0,139 0,158
laktat 0,037 0,072 0,121 0,139 0,166
propionat 0,051 0,081 0,122 0,151 0,185

piruvat 0,045 0,076 0,092 0,150 -
oxalat 0,008 0,038 0,084 0,124 0,148
malonat 0,016 0,039 0,092 0,089 0,141
szukcinat 0,016 0,043 0,091 0,127 0,154
adipat 0,014 0,044 0,093 0,131 0,157
pimelat 0,018 0,046 0,096 0,136 0,162
fumarat 0,010 0,040 0,090 0,133 0,159
maleat 0 0,040 0,086 0,128 0,143
tartarat 0,016 0,043 0,091 0,127 0,154
citrat 0 0,029 0,073 0,119 0,137
TFA 0,084 0,113 0,197 0,255 0431
BCA 0,106 0,142 0,228 0,330 0,552
benzoat 0,191 0,256 0,405 0,613 0,786
ftalat 0,011 0,045 0,101 0,144 0,161

szalicilat 0,790 0,827 - 1,885 -
RSD% atlag | 0,30 0,05 0,08 0,14 0,20

13. tablazat. Kriptand 4ll6fazison mért és becsiilt retencios tényezd értékek egyezdségét
jellemz6 korrelacids egyenesek meredeksége az egyes komponensek esetén.

klorid  bromdt nitrit bromid nitrdt  szulfat  foszfat
KOH 0.9573  0.9745 0.9388 09115 0.8815 1.0199 1.0678
NaOH | 0.9579 0.9750 0.9623 1.0023 0.7853 — 0.9292

Sformidt  acetdt laktdt  propiondt piruvdt 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 19076  2.0859

oxaldat malondt szukcindt adipdt  pimeldt fumardt maledt tartardt
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
citrat  benzodt Sftalat szalicildt

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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