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A mintatarto hatasa
fehéerjék kromatografias
meéréseinek
ismételhetoségére

Fekete Szabolcs
Genfi Egyetem, Gydgyszerészeti Tudomanyok
Tanszék, 1211 Genéve, Rue Michel Servet 1.

Jol ismert, hogy a fehérjék mennyiségi meghatarozasa

kromatografias modszerekkel sokkal nagyobb
bizonytalansaggal terhelt, mint a kismolekuldk
meghatarozasa [1-3]. Gyakran el6fordul, hogy az

egymast kovets injektalasokbol szarmazo csucsterlletek
jelentGsen eltérnek. Sok esetben csokkend, de el6fordul,
hogy névekvs tendencidt mutat a cslcsterilet idébeni
valtozasa. Ennek szamos oka lehet, a leggyakrabban a
koévetkezbk fordulnak eld:

- A fehérje adszorpcidja a HPLC készlilék érintkezd
feltletein (pl. injektor, 6sszekotd vezetékek, detektor
cella).

- A fehérje megkotédése az oszlopon (az alléfazison
vagy a bemeneti fritten esetleg az oszlop haz belsé
falan).

- Injektalasi nehézség a fehérje oldatok nagy
viszkozitédsa miatt.

- Talan a leggyakoribb, a mintatarté edény (vial) falan
lejatszodo fehérje megkotédés (kitapadas). Néhany
szerzd a mintasivegben lejatszodo llepedést is
megemliti, de véleménylnk szerint ez nem jelentls a
mindennapi mérések idétartamaban.

Ma mar gyakran hasznalunk, Un. bio-inert készilékeket,
melyek segitségével csokkenthetjik a fehérje kiragadas
veszélyét. Ezek a készllékek nem tartalmaznak acél és
poliéter-éterketon (PEEK) felllleteket a folyadékaram
mentén, helyette inkabb titan vagy PEEK-sil (olvasztott
szilicium-oxid) bevonatu fellilettel vannak ellatva [4-6].
Gyakran a ,vasmentes” (iron-free), ,acélmentes” (steel-
free) vagy ,fémmentes” (metal-free) jelzékkel illetik
a gyartdk az ilyen HPLC rendszereket. Forditott fazisu
(RP) koérulmények kozott a fehérjék erdsen kotddnek
a szilika alapu allofazisokhoz, ioncserés és hidrofob
kolcsénhatasok révén, ami gyakran okoz nem megfeleld
minta visszanyerést [7-9]. Megfelel6 ionpar képzével
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(TFA), magas mozgodfazis hémérsékletet alkalmazva
(80-90°C), a nemkivanatos kotédés jelentGsen
csokkenthetd. Alternativ. megoldds lehet, ha 1-3%
butanolt adagolunk a mozgofazisba. Jdl ismert az alkil-
alkoholok maszkiroz6 hatdsa [10]. Egy kolonna gyartd
cég nemrég titan frittel és titan-boritasi hazzal ellatott
oszlopokat hozott forgalomba, amit elsGsorban fehérjék
kromatografaldsara javasolnak.

A készulék fellileteken és oszlopon lejatszdéd6 adszorpcio
mellett nagy jelentésége lehet a mintatartéd edény falan
végbemend nemkivédnatos fehérje megkoétédésnek
(kitapadas). A fehérjék feluletaktiv molekulak, gyakran
kotédnek a taroléedények vagy csomagoléanyagok
faldra [11]. Ez a kitapadas kritikus is lehet a HPLC-s
mérés szempontjabol, hiszen csokken a fehérje
oldatbeli koncentracidja, illetve a falra tapadva nagyobb
valoszinliséggel aggregalddik, mint a higabb oldatban
(a falon és fal kozelében nagyobb a fehérje fajlagos
koncentracidja). A falra (pl. mintas liveg belsé fellilete)
kotédott fehérjék konformacidja valtozik az oldatbeli
konformacidhoz képest. Az edény falara kotodott
fehérjét gyakran megkllonboztetik a ,labnyom” (the
footprint) elnevezéssel, ami arra utal, hogy ez esetben
a fehérje nem a nativ konformaciéban van jelen, hanem
ahhoz képest egy sikban jobban kiterjedt, kinyujtott
formaban. A fehérje labnyom mérete altaldban né az
érintkezési idével. Rovidtavon részlegesen egyensulyi
folyamatrdl van sz6, ami azt jelenti, hogy mechanikai
beavatkozassal (pl. keverés vagy razas) a falra kotodott
fehérje még eltavolithatdé és visszaoldddva Ujra felveszi
az eredeti konformacidt. Az adszorpciés folyamat
kinetikdja nagyban fligg a fehérje koncentraciotdl [12-
14]. Nagyobb koncentracido mellett a fellilet hamarabb
telitédik fehérjével igy kevesebb id6é marad a labnyom
kiterjedésére (kevésbé valtozik a falon kotodott fehérje
konformacidja). Nyilvan az oldat pH-ja, ionerGssége és
a fal anyagi minGsége is nagyban befolyasolja a fehérje
falra kot6dését [15].

Egy nemrég megjelent tanulmany részletesen beszamolt
a mintatartdé falan lejatszédd fehérje kotédésrdl [16].
Legtobb esetben kis mennyiségl fehérje minta all
rendelkezéslinkre ezért Un. sz(kit6 betétet (vial insert)
szoktunk alkalmazni, aminek segitségével 10-50 pL
mintaoldat is jol kezelhetd és tobbszor injektalhato.
Szamos kilonb6z6 anyagu és alaku sz(ikitd betétbdl
valaszthatunk. A leggyakrabban felliletkezelt (veg
vagy mianyag (polipropilén, polimetilpentan) betéttel
dolgozunk. Abetétalakjattekintve megkulilonboztethetliink
er6sen vagy kevésbé szlkitett tipusokat. Az erGsen
szlkitett betétek fajlagos felllete (adott oldat térfogattal
érintkez6 fellilet) jelent6sen nagyobb, mint a kevésbé
szlkitetté. Az 1. abran a leggyakrabban alkalmazott
mintatarté alakokat mutatunk be.
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1. dbra: Kilonbozd kiképzésli mintatartd sziikitd betétek.

Nem meglepd, hogy az anyagi mindség mellett a
sz(ikit6 alakja is nagyban befolyasolta szamos antitest
megkotédését. A megkotédést az egymast kovetd
injektalasok csucsteriiletébdl lehet meghatéarozni. A
2. abran erre mutatunk példat: egy IgG fehérje négy
egymast kovetd injektaldssal kapott méretkizérasos
kromatogramjat lathatjuk. A méretkizaras a, leginertebb”
fehérje kromatografias modszer, itt varhato a legkevesebb
kélcsdnhatds az alléfazissal. 161 latszik, hogy a masodik
injektalasnal az eredeti csUcsteriilet 60%-a, majd a
harmadik injektaldas utdan mar csak a 20%-a mérheto
vissza. Erdekes, hogy a negyedik injektaldsnal mar nem
valtozik a cslcsterllet és 2-3 napon keresztll ugyanezt
a terlletet mérhetjik vissza. Ez arra utal, hogy egy
gyorsan lejatszédoé (kb. 1 o6ra) folyamatrdl van szd. Egy
alapos kisérletsorozattal azt is sikerilt igazolni, hogy
egy kétlépéses megkotodési folyamat jatszodik le a
fehérje és a mintatartd fala kozott. Az els6é egy gyors,
reverzibilis folyamat, amely soran a fehérje a mintatarto
falara kotédik, de még nem valtozik a konformacioja.
Ha egy pipetta véggel felkavarjuk a mintat a sz(kit6
betétben, akkor visszamérhetjiik az els6 injektalassal
kapott (teljes) csucsteriletet, ami arra utal, hogy a
falra kotodott fehérjét konnyen visszajuttathatjuk az
oldatba. Viszont néhany nap elteltével, ahogy a fehérje
molekuldk szétteriilnek a falon és egyre toébb kotShelyet
alakitanak ki, mar irreverzibilis kotodést figyelhetink
meg. Ezt kdévetéen mar fizikai beavatkozassal (keverés,
razas) nem tudjuk visszamérni az eredeti csucsteriletet.

¥

elution time (min)

2. dbra. Egy IgG antitest négy egymast kévetd injektalasbdl
kapott méretkizérasos kromatogram
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A kisérletsorozatbol az is kiderult, hogy a legszlikebb
betéteknél a legjelentGsebb a csucsterilet csokkenése. Ez
feltehet6en a nagyobb fajlagos fellilettel magyarazhato,
hiszen az ilyen kiképzés esetén lényegesen nagyobb
“megkothetd” felllet jut azonos mennyiség(i fehérjére.
Ez esetben nagyobb mértékd lesz a cslcsterllet
csokkenés. A mérések ismételhet6ségének javitdsara egy
érdekes megoldas lehet, hogy megvarjuk az elsd, gyors
kitapadas idejét (kb. 1 déra) és csak utana injektaljuk
a mintakat. Ezzel a mddszerrel altaldban 3-4% ala
csOkkenthet6 a legkritikusabb fehérjék egymast kévet6
injektalasabol eredd relativ csUcsterlilet szérasa. Az is
célra vezethet, ha a mintat minden egyes injektalas el6tt
megkeverjluk. Fontos lehet a mintavételi hely magassaga
is (injector needle offset), hiszen egy erdsen szlikitett
betét alsé szakaszaban Iényegesebben nehezebben
keveredik a nagy viszkozitasu fehérje oldat, mint a
felsGbb helyeken, ahol tagabb a betét. A legtobb HPLC
készliléken tetszélegesen beallithatjuk a mintavételi hely
magassagat (altaldban a mintatarté aljatél szamitott
magassag, ami allithatd). A legjobb megoldas nyilvan az,
hogy inert anyagu, kevésbé sz(ik mintatartét hasznalunk
és lehet6leg ne a mintatartd legaljarél végezzik a
mintavételt.

y

njektor 1l magasséga
adszonpcid a falon
feléne kiterjedése (footprint)

dlepedés

neheren keveradd térogat

3. dbra. A mintatart6 betétben lejatszédhatd folyamatok
sematikus illusztracidja

Végezetll a 3. dbran foglaltuk 6ssze a szlikitett mintatarto
betétben el6forduld folyamatokat. Mindegyik koézll, a
fehérjék falra torténé kitapadasa a legjelentésebb és
legtobbszér ez befolydsolja a mérések ismételhet6ségét.
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Gazkromatografias
linerek

Go6récs Noémi
Egis Gydgyszergyar Zrt.
Hatdéanyag analitikai fejlesztési laboratdrium

Bevezetés

A mintaadagolas alapvet6en meghatarozza az elvalasztas
hatékonysagat, ismételhetbségét és széles tartomany-
ban befolyasolhatja a kimutatasi hatarokat is. Ezeknek
a paramétereknek az optimalizélasakor elengedhetetlen
feladat a megfelel6 mérési mddszer kivalasztasa és a
medfeleld ,hardver” biztositasa.

A gazkromatografids mintaadagolas soran a fecskendé-
bél illetve mintaadagold hurokbdl kilépé minta az injek-
torba jut, ahol térben taldlkozik a kolonna injektor feldli
végével. Itt torténik a minta tényleges adagolasa, ko-
lonndra vald juttatdsa. Osszefoglalva ilyen egyszeri az
injektor szerepe a gazkromatografias mérés soran.

A kérdés azonban egy gyakorlé analitikus szamara sok-
kal Gsszetettebb. A minta a nagy hémérsékletli térbe
kerlilve el6szor az injektor belsejét béleld liner fellle-
tével taldlkozik. A liner féként egy Uvegbdl készilt, kis
atmeérdjl csovecske. A nagy hGmérséklet a pillanatszerd(
elparologtatashoz szlikséges, azonban katalitikus reak-
ciok mehetnek végbe, ha szimplan az injektor fém hazat
hasznaljuk expanzids térként. Marpedig a komponense-
ket egymastdl elvalasztani szeretnénk, nem pedig egy-
massal reagaltatni.

A liner leggyakrabban boroszilikat Gvegbdl készil, mely
nagy elénye, hogy viszonylag alacsony hémérsékleten,
szélesebb hOémérséklettartomanyban is koénnyen for-
mazhatd, egészen bonyolult formaju megoldasok is ké-
szlilhetnek bel6le (1. abra). Hatranya, hogy szemben a
kvarcliveggel, fémion szennyezések talalhatéak benne,
melyek er0sithetik a katalitikus hatast. Utdlagos savas
kezeléssel ezek az ionok eltavolithatdak, s a felllet tisz-
tan szilanol (Si-OH) csoportokkal lesz boritott. Azonban
ez a felulet ilyen allapotban aktiv, adszorpcidra hajlamos,
gyengén savas tulajdonsagu, s a szintén aktiv, ne adj’
isten bazikus molekuldk elvalasztasakor meggyllhet a
bajunk egy ilyen liner hasznalataval.

= —— )

|

1. dbra: Cyclo Splitter liner kialakitas.

Emiattlinervalasztaskor érdemesfigyelnia,deactivation”,
~nert”, ,passivated” stb. szavakra, melyek azt jelzik
szamunkra, hogy az aktiv szilanol fellletet valamilyen
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Uton-maddon blokkoltak. A dezaktivalas lehet tartds vagy
kevésbé tartds, utdbbi esetben bizonyos mintak és tiszti-
tasi eljarasok karosithatjak az inert réteget, azonban ha-
zilag Ujraépithet6. Aktiv, bazikus vegytletek mérésekor
kilonosen fontos figyelembe venni az inert réteg anyagi
mindségét, érdemes bazikusan dezaktivalt linert alkal-
mazni. Tartds blokkolas érheté el, ha amorf sziliciumot
tartalmazo réteget parologtatnak a liner fellletére, ez
a tipus reaktiv komponensek mérésekor is sikerrel al-
kalmazhatd, valamint az inert felllet a nagyon alacsony

gét is javitja.

A linert hasznalhatjuk gyapottal vagy gyapot nélkdl. Alta-
lanossagban javasolt a gyapot hasznalata, mely elGsegiti
a minta kontrollalt korilmények kozotti elparologtatasat,
segit homogenizalni a g6zt és javitja az ismételhet6sé-
get. A gyapot a linerhez hasonldan aktiv szilanol csopor-
tokkal boritott, azonban jéval nagyobb a fajlagos fellle-
te, s emiatt a minta sokkal nagyobb aranyban érintkezik
vele, mint a linerrel. Kiilonésen fontos a gyapot inertsé-
gét biztositani, a kereskedelmi forgalomban |év6 gyapo-
tok nagy része dezaktivalt. Bazikus vegylletek esetén,
hasonléan a linerhez, érdemes bazikusan dezaktivalt
gyapotot valasztani.

A linerek tipusai

Split linerek

A kulénb6z6 gazkromatografids eszkozoket gyartd cé-
gek katalégusaiban megkulonboztetnek split és splitless
technikara alkalmas linereket. A linerek geometridja ké-
szulékfliggd paraméter, azonban &altaldnossagban a split
linerek mindkét végén nyitott, 3-4mm bels6 atmérojl
kialakitassal rendelkeznek (2. abra).

2. &bra: Mindkét végén nyitott, ,straight” liner
split injektalashoz.

A split injektalas soran a keletkezé mintag6zok csak bi-
zonyos hanyada keril a kolonnara. A kolonna mintafel-
vevO kapacitasa kicsi, azonban a még elfogadhato hiba-
hatarral injektalhaté mintatérfogat ilyen mértékiire nem
csokkenthetd. Csak a beallitott splitaranynak megfeleld
mintahanyad kerll a kolonnara, a masik hanyad a split
agon tavozik a rendszerbdl (legtébbszér egy szlirén ke-
resztll a labor leveg6jébe). Ennek az Utjat biztositja az
egyenletesen nagy atmérdjl liner kialakitas.

Splitless linerek
Splitless technika esetén altaldban legalabb az egyik

végén szlikitett linert érdemes alkalmazni (pl. ,single
gooseneck”, ,single taper”) (3. abra). Splitless lzem-
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modban az injektor a minta injektalasat kovetéen rog-
ton leallitja a split ag gazaramat a maddszerben beallitott
ideig, amig megtérténik a minta kolonnara vald jutasa.
Ha ezt a mutatvanyt mindkét végén nyitott linerrel sze-
retnénk véghezvinni, eléfordulhat, hogy nem kapunk ér-
tékelhet6 jelet, mert hidba zar a split gazaram, a nagy
atmérdjl végek nem segitik el6 a minta linerben vald
tartasat. Ezek utan nyilik a split g, s a szintén megha-
tarozott splitarannyal (zemel tovabb a késziilék. Sziik-
séges a split gazaram elinditasa az injektalast kovetden,
mert koszos mintak esetén folyamatosan szennyezddhet
a kolonna és emelkedhet az alapvonal.

3. dbra: Alul sz(ikitett splitless liner.

Mind a split, mind a splitless linerek egy részét meg-
vasarolhatjuk gyapottal mar elére megtéltve. Ezeknek a
kényelmi funkcién kivili nagy elénylk, hogy a liner és
a gyapot inertizaldsat egyszerre végzik, miutdn mar a
helyére kerilt a gyapot. Igy minimalizalhaté az aktiv fe-
liletek aradnya, hiszen hazilagos toltésnél a gyomoszolés
soran Ohatatlanul téredeznek a gyapotszalak, amelyek
friss, kezeletlen felllet megjelenését eredményezik.

Egyéb, specialis linertipusok

Magas forraspontl komponensek elemzésekor és/vagy
reaktiv mintdk esetén haszndlhatunk mindkét végén
szlikitett linert (pl. ,double gooseneck”) (4. abra). A két-
szeresen szlkitett véggel rendelkezd liner cstkkentheti
a visszaaramlas (backflash) jelenségét, mert nem engedi
kénnyen kilépni a mintag6zoket az expanzids térbdl a
gazvezetékekbe, kisebb eséllyel fordul el6 keresztszeny-
nyezés a mintak kozott.

4, abra: Kétszeresen szlikitett liner.

Kis atmérdjl linerek

Gaz halmazallapoty mintak injektalasakor hasznalatos,
nincs szlikség a folyadékok adagolasanal latott nagy ex-
panzios térfogatra (5. abra). A komponensek cslcsszé-
lesedése jelentésen csokkentheté a fokuszalt mintabe-
vitelnek készénhetéen. SPME mintaelGkészités esetén is
alkalmazhato6, ahol a minta egy adszorpciés szalon he-
lyezkedik el.

5. dbra: Gaz halmazallapoti minta injektalasara alkalmas liner.
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Ezt a szalat helyezziik a nagy hémérsékletl injektorba,
ahol a gaz halmazallapotd minta a szal fellletérél de-
szorpciéval szabadul fel.

A direkt injektalas linerei

A mintat kozvetlenil a kolonnara is juttathatjuk, ha di-
rekt injektalasra alkalmas készullékiink és linertink van.
A direkt injektalasra alkalmas liner ismertet6 jegye az
alsé részen lévd, harang alaku kiképzés, melynek a csu-
csa egy szlik atmenettel kapcsolddik 6ssze az expanzids
térrel (6. abra).

6. dbra: Direkt injektalasra alkalmas liner.

A splitless technikahoz hasonlé eredményt érhetiink el
vele, azonban a mintamatrix mindenestdl a kolonnara
keril, ezért meg kell gondolni a technika hasznalatat,
mert fokozott figyelmet kivan, hogy megakadalyozzuk

a kolonna elszennyez&dését.

PTV injektor linerek

A programozott f(itésU injektorok az injektalas soran ala-
csony hOmérsékletliek, majd egy hirtelen, nagysebessé-
gl felflitést kovetden fokuszalva kezd haladni a minta

a kolonnan keresztiil. Ezek a linerek vékony faltak, hogy
a hét minél gyorsabban &t tudja adni a mintanak.

Az emlitett fébb tipusu linereken kivil sokféle kialaki-
tassal talalkozhatunk még a katalégusokban, tobbek ko-
z6tt a bevezet6ben mar emlitett cyclo splitter linerrel (1.
abra), amelynek a belsejében a nagy fajlagos feltlet( ki-
alakitas a gyapotot kivanja helyettesiteni. Koszos mintak
esetén ritkabban kell tisztitani, mint a gyapotos tarsait.
Aktiv komponensek esetén csékkenti az adszorpciod lehe-
t6ségét a gyapot hianya miatt.

A linerekben hasznalt gyapot mennyisége és magassaga
is valtozhat, mely szintén hatdssal van az olddszer és
vele egyltt a vizsgalando minta elparologtatasara.

Linerek valasztasakor vegyik figyelembe azok alkalmas-
sagat az adott analitikai feladathoz, de batran prébal-
junk ki mas tipusu linereket is, és figyeljik meg, hogy
hogyan valtoznak a kromatogramok egy-egy linercsere
hatasara.
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Bevezetés

Ionos és konnyen ionizalhatd anyagok vizsgalata esetén
a szamunkra el6nytelen erds kolcsénhatasok kik(iszobo-
lése végett elengedhetetlen a mozgdéfazis pH-kontrollja,
illetve ezt biztositandd a mozgdéfazis pufferelése. A meg-
felel6 pH beallitdsdhoz ismernlink kell az elvalasztando
komponensek pKa értékét, illetve az alkalmazni kivant
puffer pufferkapacitasat a pH fliggvényében. Megfelel6
pufferkoncentracié alkalmazésaval maszkirozhatjuk az
alléfazist, igy energetikailag homogénebbé valik. Azon-
ban minden esetben figyelembe kell vennink, hogy
minél agresszivebb puffert hasznalunk, minél nagyobb
koncentracioban keverjuk a mozgodfazishoz a puffert,
annal rovidebb lesz a kolonnank élettartama. Ebbdl a
szempontbol el6nydsebb a szerves pufferek hasznalata,
azonban ekkor szamolnunk kell a nagyobb UV cut-off ér-
tékekkel.

A pufferelt mozgoéfazisok alkalmazasanak egy specialis
terlilete a forditott fazisu ionpar kromatografia, melyet
ionos és konnyen ionizalhaté anyagok vizsgalata ese-
tén célszerli alkalmazni. Ekkor az ionparképz6 s6 sze-
repe, hogy az ionos molekulaval kapcsolatot teremtve
asszociatumot, ionpart alkosson, melynek igy jelent6sen
megnd a visszatartasa a forditott fazisu télteten. A pH-
kontrollnak természetesen itt is fontos szerepe van.

A pufferekkel szemben tamasztott altalanos igények te-
hat az alabbiak:

e ne okozzon detektalasi problémat, alacsony UV cut-off
(UV detektalas esetén), illékony puffer (MS, ELSD de-
tektalas esetén)

e adott mérési kortilmények kozott nagy (pKax1)
pufferkapacitas (B)

o teljes mértékben szilardanyag mentesnek kell lennie
(szlrés)

¢ a puffernek a lehet6 legtisztabbnak kell lennie

o puffer kompatibilitas, ez azt jelenti, hogy nagy szer-
ves olddszerhanyadnal ne valjon ki szilard formaban,
(figyelni kell, hogy az elemzés soran az oldhatdsagi kor-
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pH-kontroll a forditott fazisu folyadékkromatogra-
fiaban

A pH kontroll szlikségességének megitélése el6tt a szer-
ves vegylleteket kromatografids szempontbdl csopor-
tokba kell sorolni. Ennek a csoportositdsnak a vezérlo
elve, hogy a mozgoéfazis pH-janak valtoztatasaval meg-
valtozik-e a vegylletek molekularis formaja. Mindazon
esetekben, amikor ez bekdévetkezik, akkor pH kontroll
kell, hogy biztositani tudjuk a molekularis formak allan-
dbésagat és ezzel 6sszhangban a visszatartast és a zo-
naszélesedést. Ebben a megkozelitésben a mozgdéfazis
oldalardl vizsgaljuk, azokat a kovetelményeket, ame-
lyekkel az elvdlasztas f6 paramétereit allandd értéken
tudjuk tartani.

Az utdbbi évek kutatdsai nyilvanvaldva tették, hogy a
szilikagél alapu all6fazisoknal a szilanol csoportok mole-
kuldris formait is allandd értéken kell tartani ahhoz, hogy
a visszatartds, a zénaszélesedés és a csucsszimmetria
ne valtozzon. Lehetséges olyan eset is, hogy a vegylilet
molekuldris allapota pH fliggetlen, de a szilikagél alapu
alléfazis megkdveteli a pH kontrollt.

Kromatografids szempontbd6l a vegylletek tehat négy
csoportra oszthatdk:

e kromatografias szempontbdl semleges vegylletek

¢ savas jellegl funkcios csoportot tartalmazoé
vegylletek

¢ bazikus funkcids csoportot tartalmazo vegylletek

e ionos vagy ionizalhatd vegylletek (ezen csoport mole-
kuldinak elvalasztasara a forditott fazisu ionpar kroma-
tografia alkalmazhato)

Kromatografias szempontbodl semleges vegyiiletek

E csoportba tartozé vegylletek k6zos tulajdonsaga, hogy
pH valtozas esetén nem valtoztatjak meg molekularis al-
lapotukat. Mozgéfazis oldalardél nézve nem kell pH kont-
roll.

Az alléfazissal vald kolcsdnhatds szempontjabdl ezt a
csoportot két részre oszthatjuk. Azok a vegyiletek,
amelyek csak diszperzids kélcsonhatast tudnak kialakita-
ni az alléfazissal (alkil csoportokkal) és azokra, amelyek
olyan csoportokat is tartalmaznak, amelyek a szilanol
csoportokkal kolcsonhatésba lépnek. Az elsG esetben a
forditott fazisu toltet apolaritasa a dont6, kromatografias
szakzsargon szerint az allofazis hidrofdbicitasa (apolaris
fellilet), a masodik esetben a szilanol csoportok polaris
kolcsonhatasra vald hajlama (polaris felllet) is meghata-
rozza az elvalasztast.

1.a. csoportba tartozo vegylletek: Ebbe a csoportba tar-
toznak mindazon szerves vegylletek, amelyek szénbdl,
hidrogénbdl és kovolens koétés(i halogénbdl éplilnek fel.
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A szén halogén kotés minden esetben polarizalt, viszont a
halogénatom bevitele a molekuldaba annak lipofil jellegét
jelent6s mértékben noveli. Kromatografids szempontbdl
ez az utdébbi hatas érvényesil kozvetlenll. A szén-ha-
logén atom polarizaciéjabol eredd téltés eltolodas hata-
sa a forditott fazisu kromatografids korilmények kozott
elhanyagolhat6. A végeredmény, hogy a visszatartast,
ahogy ennek a résznek a bevezetéjében hangsulyoztuk,
az apolaris felllettel valé koélcsénhatas szabja meg. A
szerves vegylletek kozul ebbe a csoportba tartoznak az
aromas és alifas szénhidrogének (folyadékkromatografi-
as szempontbdl kiemeltek a tobb gydrlisek), policiklusos
aromas szénhidrogének (PAH-ok), halogénezett aromas
és alifas szénhidrogének.

1.b. csoportba tartozé vegylletek: Minden esetben tar-
talmaznak polaris csoportot vagy csoportokat. Ezek a
csoportok vagy H-hidas kotést alakitanak ki az alléfazis
szilanol csoportjaival, vagy dipol-dipdl kolcsénhatasba
Iépnek azokkal. Ezeket a koélcsonhatasokat egyittesen
polarisként adjuk meg a folyadékkromatografias gya-
korlatban. Ezek a polaris kdlcsonhatasok energetikailag
nagyobbak, mint a diszperzidés vagy London-féle, de a
forditott fazisu korilmények kozott nem szélesitik ki el-
fogadhatatlanul a kromatografias csucsokat vagy teszik
aszimmetrikussa azokat. A polaris kélcs6nhatast ki tud-
juk hasznalni az elvalasztas hatékonysaganak novelésé-
re. A kbvetkez6 vegylletekre igazak a fenti megallapi-
tasok: alkoholok, éterek, észterek, aldehidek, ketonok,
nitrilek, nitro-vegytletek, azo-vegytletek. Azonos vaz
estén a visszatartast a csoportok H-hidas kotésre vald
hajlanddésaga szabja meg. Az alkoholok nagyobb erGs-
séglit tudnak kialakitani, mint az oxo-vegyllek és ha ez
a kolcsonhatds lesz a dominald a visszatartasnal, akkor
retencidjuk is nagyobb lesz.

Savas jellegli funkciéos csoportot tartalmazé ve-
gyiiletek

A savas funkcids csoportot tartalmazé vegyiletek a pH-
tdl fliggben két molekularis allapotban lehetnek jelen, s
ezeknek a mozgéfazisban vald oldhatésaga eltérd. Ebbdl
koévetkezik, hogy ha pH kontroll nélkll probalnank mér-
ni, és a korilmények valami miatt megvaltoznak, akkor
a molekularis formak aranya is valtozni fog, ami pedig a
visszatartasi tényez6 definicidjanak megfeleléen (k=ns/
nm, ahol az ns a mélok szama az alléfazison és a nm a
molok szadma a mozgofazisban) a retencié megvaltoza-
sat eredményezi.

A fentiekbdl egyértelmlen kitlinik, hogy a pH kontroll
célja biztositani a mozgo6fazisban a molekularis formak
aranyanak allandoésagat, illetve, hogy kizardlag az egyik
vagy masik forma legyen jelen.
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Vizsgaljuk meg a benzoesav viselkedését:

K a) c) b)

lomisszanzoritasos
krematogrifia

teles ionizacio

=
2

pk pH

a

1. dbra: A pH-retencids tényez6 fiiggvény savas vegylletek
esetében. Ionvisszaszoritott forma a), teljesen ionizalt forma
b) és mind két forma jelen van a mozgdfazisban c).

Az 1. abran harom tartomanyt kiilénboztethetlink meg:

a) A pH<pKa+2 értéknél savasabb tartomanyban
a vegyllet ionvisszaszoritott formaban van jelen, a kol-
csOnhatasi formak szama kevés és kis erGsségl, kes-
keny a cslcs, nagy a visszatartds, robusztus a moédszer
(ionvisszaszoritasos kromatogréfia), ezt a format a szak-
irodalom semleges formanak is nevezi. Pontosabb, ha a
savas csoportot tartalmazé vegylilet semleges formaja-
rél beszélink. Ebben az allapotban a savas csoport csak
H-hidas kotést alakit ki a szilanol csoporttal. Ez a kol-
csonhatas a forditott fazisu korilmények koézott gyenge
és a tovabbiakban kihasznalhato az elvalasztas optimali-
zalasanal.

b) A pH>pKa+2 értéknél ligosabb tartomanyban a
molekula ionos formaban van, a kdlcsonhatasi formak
szama kicsi, jo a csUcsalak, kicsi a visszatartas, robusz-
tus a modszer. Kérdés, hogy a k>1 kritérium teljestil-e
ebben a tartomanyban. A szilikagél alapu alléfazisoknal
a masik korlat a kolonna fels6, megengedett pH-ja. A
gyakorlatban kevésbé kihasznalt tartomany.

c) A pH=pKa+2 tartomanyban a molekula mindkét
formaja jelen van, a visszatartas (retencio) attdl fligg,
hogy milyen a két forma aranya. Itt tobb kolcsénhatas
tipus jatszik szerepet az elvalasztasban, s mivel ez z6-
naszélesité hatasu, a csucs altalaban széles. Emellett a
maodszer nem robusztus, hiszen kis pH valtozas esetén a
két molekulaforma aranyanak megvaltozasa miatt jelen-
tés retencidvaltozas kovetkezhet be. Amennyiben sze-
lektivitas a két masik pH tartomanyban megfelel6, akkor
ezt a tartomanyt nem hasznaljuk.

A medfelel6 puffer kivalasztasahoz a vegylletek pKa
értékét ismerni kell. Ezt vagy a szakirodalombol keres-
stik ki, megmérjuk, vagy intelligens programok segitsé-
gével a vegylletek szerkezeti képletébdl el6re jelezziik
(prediktaljuk).



Bazikus funkcios csoportot tartalmazo vegyiiletek

A bazikus funkcids csoportot tartalmazé vegylletek, ha-
sonldan a savas funkciés csoportot tartalmazé moleku-
lakhoz, szintén két molekularis allapotban lehetnek jelen
a pH-tdl fuggben. Az ionos forma itt a protonaltat jelenti,
az ion visszaszoritott a szabad bazist. A két forma apo-
laris jellege nagyban eltér, ami az apoléris alléfazissal a
kolcsbnhatast megszabja. Ugyancsak nagyban eltér az
oldhatédsaguk a mozgoéfazisban, amely ismételten nagy-
ban meghatadrozza a visszatartasukat. A fentiekbdl ko-
vetkezben e vegylletek elvalasztasanal is sziikséges a
pH kontroll alkalmazasa.

Itt az anilint, mint modellvegyletet felhasznalva mutat-
juk be a molekularis formak valtozasat a pH figgvényé-
ben (2. abra)
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2. abra: A pH-retencids tényez0 fliggvény bazikus vegyiletek
esetében. Teljesen ionizalt forma a), ionvisszaszoritott forma
b), mind két forma jelen van a mozgéfazisban c).

Ebben az esetben is, kromatografias szempontbdl, ha-
rom pH tartomany kalonithet6 el:

a) A pH<pKa+2 értéknél savasabb tartomanyban a
molekula ionos formaban van jelen, ez jelenti a kevésbé
apoléaris molekularis format, amely a mozgdéfazisban jol
oldddik, ennek megfeleléen visszatartdsa a szabad ba-
zishoz képest kisebb mértékl. A hidrofil bazisoknal le-
hetséges, hogy nem tudjuk teljesiteni a minimalis visz-
szatartasi feltételt (k>1). A koélcsénhatési lehet6ségek
szama kicsi, nincs tobb egyensuly egymas mellett, ezért
kis zonaszélesség és szimmetrikus csucs varhatd.

b) A pH>pKa+2 értéknél Iigosabb tartomanyban
ion visszaszoritott formaban van a molekula. Ez jelenti az
apolarisabb molekularis format, amely kélcsonhatasa az
allofazissal nagyobb, mint a protonalt formaé. A kélcson-
hatasi lehet6ségek szama kicsi, nincs tobb egyensuly
egymas mellett, ezért kis zOnaszélesség és szimmetrikus
csucs varhatd. A pH novelésnek a kolonnak fels6 haszna-
lati pH értéke szab hatart. A nagy visszatartas és gyenge
kélcsonhatas lehetdséget ad, hogy a szerkezetileg kis-
meértékben kilonb6z6 vegylleteket is elvalasszuk. Ha a
vegyllet pKa>7 bazikus csoportot tartalmaz, akkor pH
tlir6 alléfazist kell hasznalnunk.

c) A pH=pKa+2 tartomanyban a molekula mindkét
formaja jelen van, tobb egyensuly lehetséges, ennek
megfeleléen széles cslcs és egyes esetekben aszim-
metria varhaté. A szilikagél alapu all6fazisoknal ebben a
pH tartomanyban a szilanol csoportok egy része is ioni-
zalt formaban van. A negativ t6ltésl szilanol anion erds
kblcsbnhatasba |ép a pozitiv toltésli, protonalt bazikus
csoporttal. Az ioncserére alkalmas helyek szama korlato-
zott, ezért ezeken a helyeken hamar tultelités kovetkezik
be, amely eredménye széles aszimmetrikus kromatogra-
fias csucs. Ezt a pH tartomanyt csak a Silica B alapu vagy
hibrid, nagy boritottsagu és utdszilanizalt toltetekkel le-
het kihasznalni.

A pufferekkel szemben tamasztott kovetelmények

A pufferoldatok pH-ja jol definidlt, sav illetve bazis hoz-
zdadasakor kevéssé valtozik. A pufferoldatok gyenge
savbol (vagy bazisbol) és a gyenge sav (bazis) erds ba-
zissal (savval) alkotott s6jabol allé rendszerek. Folyadék-
kromatografids gyakorlatban olyan anyagokat is alkal-
mazunk, amelyek a fenti definicionak nem felelnek meg,
viszont pH valtozas tompité hatdstak. Ha pH tompité ha-
tast tesszlik meg a puffer definicidjanak, akkor ezek az
anyagok is a puffer kategdriaba kertilnek. A pH valtozas
tompité oldatok egyik f6 jellemzdje a pufferkapacitas.

A pufferkapacitds (B) a pufferoldatok tompité hatasat
jellemzi, definicidszerlien valamely egyérték( er6s ba-
zisnak vagy er6s savnak az a mennyisége [mol], amely
1 liter pufferoldat pH-jat egy-egységgel valtoztatja meg:

K[H"]

Pu =22 iy

(1)

ahol BHA a pufferkapacitas, C a puffer koncentracidja és
K a sav/konjugalt bazis disszociacios allandodja.

Miel6tt a pH tompité hatasu (pufferek) anyagokkal
szemben tadmasztott altaldnos kévetelményeket vizsgal-
nank, nézziink meg néhany - a kivalasztasuknal fontos
- gyakorlai szempontot.

El6szor is puffer hasznalata savas vagy bazikus csopor-
tot tartalmazo vegylleteknél sziikséges. Az ionos vegy-
letek bevitele a mozgdfazisba az esetek tobbségében
csokkenti az alléfazis stabilitasat.

Mésodszor a puffer kationja is jelent6s hatéssal lehet
a kolonna élettartamara. Az, hogy milyen lesz a puffer
kation, befolydsolja a kolonna élettartamat. Ez a hatas
pH>6 mozgofazisban valik jelentéssé.
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Az ionos anyagok névelik az alap szilikagél oldhatdsagat.
A puffer kation kivalasztasanal tehat azt kell véalaszta-
nunk, amely a legkisebb fazis erdziét okozza. Az ammo-
nium-, a kalium- és a natrium-ion hatasat figyelembe
véve elmondhatd, hogy az ammadnium-ion a legagresz-
szivebb a harom kation kozll. Ez azért emlitésre mélto,
mert az elparolgtatas utani fényszorason alapuld (ELSD)
és tomegspektrometrias (MS) detektalasnal illékony puf-
fereket kell alkalmazni, ekkor a puffer-kation gyakran
ammonium-ion. A legkisebb mértékd fazis tonkremene-
telt a natrium-ion alkalmazasakor kapjuk.

A puffer anionok minGsége is jelent6sen befolyasolja a
kolonna élettartamot. Az alap szilikagél oldédasa mindig
Uj szilanol csoportot, illetve szilanol csoportokat jelent a
fellileten. A puffer anionok kozll a pH=6-8 tartomany-
ban a sokat hasznalt foszfat csokkenti a legnagyobb
meértékben a kolonna élettartamat. A szerves puffer-an-
ionok hasznalata mindig kedvezGbb.

A gyakorlo folyadékkromatografus szamara kérdés, hogy
milyen puffer koncentraciét hasznaljon. Ha az all6fazis
oldédasat kémai reakcioként kezeljuk, akkor egyértel-
novelése néveli a folyamat sebességét. Minél nagyobb a
puffer koncentracid, annal kisebb a kolonna élettartama,
viszont a nagyobb puffer koncentracié nagyobb puffer-
kapacitast eredményez. Mérlegelni kell, hogy a nagyobb
ionkoncentracional levé stabilabb rendszert valasztjuk
(pufferkapacitas), vagy a hosszabb kolonna élettarta-
mot. Ezzel elérkeztlink a puffer hasznalat Iényeges pont-
jahoz. Ahhoz, hogy kis mennyiségl puffert alkalmazhas-
sunk, az az alapfeltétel, hogy az adott pH értéken nagy
legyen a tompitd oldat pufferkapacitdsa. Kromatografi-
as szempontbodl nézve, tehat Ugy fogalmazhatjuk meg,
hogy adott mérési korilmények kozott legyen olyan a
pufferkapacitas, hogy a mozgdéfazis pH-tdl eltéréjd min-
taknal ne idézzen el6 nagy zdénaszélesedést. Ez a puffer
pKaz+1-es pH tartomanyban megfeleld. Az 1. tablazatban
néhany gyakrabban alkalmazott folyadékkromatografias
puffer alkoté pKa-ja, folyadékkromatografiaban alkal-
mazhaté pH-tartomanya és UV cut-off értékei lathatdk.

1. tablazat: Folyadékkromatografiaban alkalmazhatd
pufferek tulajdonsagai.

=2 =2 210nm (0,1%2)
21 1.1-3.1 < 200mm { L0mM})
il 2.1-4.1 230nm ( L0mM)
38 2848 210nm ( L0mM)
4.7 37-57 230nm ( 10mM)
4.8 3B-5K 210mm { 10mM)
54 44-64 230mm (10mM)
6.4 4-74 < 200mmn ( 10mM)
7.2 62-82 < 200mnm { 1 0m~)
T8 6.8-88 200 { 10mM)
8.3 73-93 205nmn { 10mM)
8.9 79-99 200nm ( 10mM)
9.2 8.2-102 200 ( 10mM)
95 85-105 200nm ( 10mM)
10.3 93-11.3 < 200nm (10mM)
10,5 05113 < 200nm ( 10mM)
110 10,0120 = 200nm { 10mM)
123 11.3-133 = 200mm { 10mM)

Példaként nézzik a gyakran alkalmazott foszfat-puffe-
rek pufferkapacitasanak valtozasat a pH fliggvényében
(3. abra). A pH=2 érték korul a H,PO,/H,PO,  nek van
maximalis pufferkapacitasa (pKa=2,1), a pH=7-es korl
a H,PO, / HPO > &sszetevbjlinek (pKa=7,2 ). A harma-
dik kombinaciét mar nem hasznaljuk, mert kivil esltink
a szilikagél fels6 hasznalati pH értékén. A foszforsavat
egyedul is hasznalhatjuk tompité anyagként, mint koze-
pesen erds sav, az alkalmazott 0,1-1 V/V%-os koncent-
racioban 1-2 kozotti pH-t alakit ki.

B
0.20M
0g

3
o § 0,10M \\
0.5 \ 0,05M
N\ /,

b

-
4.0 8.0 PH

3 abra: A pufferkapacitas valtozasa a pH-val
és a koncentracidval foszfat-puffereknél.

Ahogy a 3. abran lathato, a pufferkapacitas egy adott
pufferrendszer esetén a koncentracioval noévekszik.
A gbrbe egy minimum és egy maximum szerint valto-
zik, csak adott pH tartomanyban érheté el elég nagy
pufferkapacitas. A pufferkapacitas maximuma pH=pKa-
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nal van, pl.: foszfat-pufferrel 3<pH<5 nem elényds dol-
gozni. Ha kicsi a pufferkapacitas, akkor nem elég gyors
a molekularis formak kozott az atalakulas, a mozgdéfazis
nem képes a pH-t pillanatszerien megvaltoztatni, ennek
eredménye a széles kromatografias zéna, és sok esetben
aszimmetrikus kromatografias cslicshoz vezet.

A nagynyomasu folyadékkromatografias rendszer szem-
pontjabdl alapvetd, hogy a puffer ne tartalmazzon kis
szemcseatmérojl szilard anyagokat. Ezt hivjuk szilard-
anyag mentességi kovetelménynek. A pufferek egyik
vagy mindkét komponense szilard anyag, oldasuk utan
nagyon Kkis rész visszamarad, ami vagy eltémi a kis at-
mér6jd vezetékeket vagy tOnkreteszi a nagynyomasu
szivattyu és/vagy az automata mintaadagolo tomitését.
Ezt figyelembe véve a puffer tartalmd mozgdfazisnak
szildrd anyagtél mentesnek kell lennie. Altaldnosan el-
mondhatd, hogy 5um-es és nagyobb szemcsés toltetek
esetén elegendd a 0,45um-es porustatmérdjl szlir6, mig
3um-es és kisebb szemcsés toltetli alléfazisok esetén
0,22pum-es poérustatmér6jd szlir6t célszer(i hasznalni,
hogy elkeriljik a fritt és kolonna elszennyezddését.

A pufferek még kis mennyiségben sem tartalmazhatnak
szennyez6 komponenseket, ezt nevezzik a puffer tiszta-
sagi kovetelményének. Kromatografias mindség, tiszta
puffer nem minden esetben kaphato, igy mindig az elér-
hetd legtisztabb anyagot kell alkalmazni. Nem megfele-
I6en tiszta puffert tartalmazé mozgdéfazis in-situ maddo-
sithatja az allofazis fellletét, illetve gradiens ellciénal
szellemcslcsokat eredményezhet.

A pufferek és tompité anyagok tébbsége a mozgdéfazis-
ban ionos formaban van. Az ionos anyagok oldhatdsaga
egy viz-szerves olddszer elegyben tobb nagysagrenddel
csokken a vizben mért oldhatésaghoz képest. Az el6z6-
ekben targyaltuk, hogy a pufferes mozgoéfazisnak szi-
lardanyag mentesnek kell lenni. Ez azt is jelenti, hogy a
mérés soran sem képzddhet benne szilard anyag. Ezt a
kévetelményt fejezi ki roviden a puffer kompatibilités. Ez
kulénésen nagy szerves olddszer tartalom esetén okoz-
hat problémat. Rendkivil fontos, hogy a puffer ne val-
jon ki, ne kristalyosodjon. A pufferek hasznalatakor az
oldhatdsagi koncentracién beltl kell maradni. Pl. 70-80
V/V% metanol 0,05M foszfat-puffert nem tud oldatban
tartani. Ha nagy szerves oldoszer tartalommal kell dol-
gozni, akkor szerves puffer haszndlata a célszerl, mert
az oldhatdsaga legalabb egy nagysagrenddel nagyobb.

A 2. és 3. tablazat néhany puffer oldhatdsagat szemlél-
teti viz-szerves olddszer elegyben.

2. tablazat: Kalium-foszfat (pH=7,0) oldhatéséaga k-
[6nb6z6 Osszetételli viz-metanol (MeOH), viz-acetonitril
(MeCN) és viz-tetrahidrofuran (THF)
olddszer elegyekben.

= 50-mM = S0 mM 25 mM
= 50 mM 45 mM 15 mM
35 mM 20 mM 10mM
15 mM 5 mM < 5 mM

5 mM 0 mi L]

3. tablazat: Kulonbo6zd pufferek oldhatdsaga kiilonb6zo
Osszetételli viz-acetonitril elegyben
(szobahdmérsékleten).

=50 mM

= 50 mM = 50 mM = 50 mM 45 mM
> 50 mM > 50 mM 50 mM 25 mhl 200 miMd
= 50 mM 35 mM 20rmM 5 mM h mhd
i) 25 mM 5 mM 0 mM 0 mM 0 mM

A szildrdanyag mentességgel és a puffer kompatibilitas-
sal fligg 0ssze, hogy a mérés befejezése utan az egész
rendszert puffermentesiteni kell. Az allas soran a puffer
komponensek kikristalyosodhatnak a mozgofazis elpa-
rolgasa kozben. A kivalt puffer komponensek a nagy-
nyomasu szivattydt, a mintaadagolét tonkretehetik, a
kolonna élettartamat, mint minden ionos vegyllet, csok-
kentik. Els6 l1épésben vizzel, vagy kozepes (<50%) szer-
ves olddszer tartalmi mozgdéfazissal mossuk a rendszert,
ezutan kovetkezhet a 60-80% szerves olddszer tartalmu
mozgofazis. Ha rogtén nagy szerves oldoszer tartalmu
mozgofazissal mossuk a rendszert, a puffer konnyen ki-
valhat az egész rendszerben.
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Kedves Kollégak!

2019. 04. 01. - 12. kozott [ER I LET Tl EINE (i W ek
rendezésre a KromKorm Kft. és a Gen-Lab Kft. kromatografias
tanfolyama (LC/GC tanfolyam), melynek tematikajan az el6z6
tanfolyam tapasztalatait figyelembe véve némileg valtoztat-
tunk, illetve a felmeril6 igényekhez igazodva, kiegészitettiink
két tomegspektrometriai nappal, ahol elsésorban a kromato-
grafiaval (GC/MS, LC/MS) kapcsolt technikak keriilnek targya-
lasra.

Ezuttal is gyakorlat orientalt elméleti képzést terveziink, a tel-
jes tanfolyam 45 6ra (30 x 90 perc) elméleti képzésbdl és 10
dra (10 x 60 perc) diszkusszidbol all.

A tanfolyam nem akkreditalt, de a részvételrdl igazolast
allitunk ki. Minden résztvevé megkapja az altala hallgatott
el6adasok diasorait nyomtatott formaban, tovabba a legalabb
ot képzési napra regisztralok kapnak egy példanyt a ,Fekete 1.,
Kormany R., Fekete Sz.: Modern folyadékkromatografia” cim(
koényvbal.

Mit jelent, hogy

- gyakorlat orientalt: A tanfolyam anyagat els6sorban gya-
korlé kromatografusoknak allitottuk 6ssze, akik napi munkajuk
soran hasznaljdk ezt a technikat. Hosszu id6t igényld, konkrét
mUiszeres méréseket nem terveziink, viszont valédi mérési
eredményeken keresztiil probadljuk elmagyarazni a technika
rejtelmeit. Ezen tulmenden kiilonb6zd késziilék alkatrészek,
eltérd tipusu kolonnak és a mintael6kés eszkozei is bemutatas-
ra kertilnek (m(ikédés, el6nyok, hatranyok).

- elméleti képzés: Azt gondoljuk, amennyiben valaki szeretné
szakszer(ien alkalmazni a kromatografias technikakat, annak
elengedhetetlen, hogy bizonyos szintl elméleti tudassal is ren-
delkezzen, ezzel elkeriilve szamos gyakorlati hibat.

- diszkusszi6: Minden oktatasi nap végére, levezetésként
terveziink egy 60 perces kétetlen megbeszélést, ahol a napi
témakban felmertl6 kérdések, illetve sajat gyakorlati problé-
mak megvitatasara kertl sor.

Kinek ajanljuk?

A tanfolyamot ajanljuk mindazoknak, akik napi munkajuk so-
ran folyadék- vagy gazkromatografidval foglalkoznak, legyenek
kezd6 vagy haladé szinten. Az el6addsok tematikaja ugy lett
megszerkesztve, hogy a kezd6k szamara is érthetd legyen, de
egy nagyobb gyakorlattal rendelkez6 kromatografus is talaljon
benne Ujdonsagot. Emellett ajanljuk azoknak is, akik csak a
kromatografia eredményeit hasznaljak munkajuk soran (pl.
szerves preparativ vegyészek, minéségiranyitasi szakembe-
rek,...), hogy nagyobb ralatasuk legyen a kapott adatok valo-
sagtartalmanak megitélésére.

A részletek megtaldlhatok a www.kromkorm.hu weblapon.

A tanfolyamra 2019. 02. 28-ig regisztralok 10% enged-
ményt kapnak a részvételi dijbol!

Megj.: Az LC/GC tanfolyamunk elérhet6 testre szabott forma-
ban is, vagyis a tematikaja, éraszéma és helyszine a megren-
deld igényeinek megfeleléen alakithato.

A részletek utan érdeklodni lehet az info@kromkorm.hu cimen.

A TERVEZETT PROGRAM:

Folyadékkromatografia

2019. 04. 01. (Hétf6)

A folyadékkromatografia
alapjai — I.
(alapfogalmak,
alapdsszefiiggések)

A folyadékkromatografia
alapjai — II.
(gradiens eltcio)

A folyadékkromatografia
mlszerezettsége

04. 02. (Kedd)

Folyadékkromatografias
technikak — I.
(NP, RP)

Folyadékkromatografias
technikak — II.
(RP, HILIC)

Folyadékkromatografias
technikak — Ill.
(Kiréalis)

Gazkromatografia

04. 03. (Szerda)

Gyors folyadékkromatografia
(UHPLC, héjszerti
téltetek, monolitok)

Gyakorlati tippek, triikkok,
mintael6készités

lonkromatografia (IC)

04. 04. (Csiitértok)

Médszeroptimalizalas — I.
(kisérlettervezés)

Maodszeroptimalizalas — I1.
(optimalizald szoftverek)

Modszeroptimalizalas — I11.

(esettanulmanyok)

04. 05. (Péntek)

Fehérjevizsgalati
modszerek — |.
(alapok, RP)

Fehérjevizsgalati
modszerek — II.
(HIC, HILIC)

Fehérjevizsgalati
maodszerek — IlI.
(IEX, SEC)

Témegspektrometria

04. 08. (Hétf5)

A gazkromatografia alapjai

A gazkromatografia
mliszerezettsége — I.
(gazrendszerek, mintabevitel)

A gazkromatografia
miiszerezettsége — II.
(h6mérséklet programozas,
detektalasi lehet6ségek)

04. 09. (Kedd)

Gazkromatografias
mozgofazis valasztas
és allofazis tipusok

Go6ztéranalizis

Min&ségi és mennyiségi
elemzés

04. 10. (Szerda)

Gyakorlati tippek, triikk6k

Mintael6készités

A gazkromatografia
alkalmazasi tertiletei

04. 11. (Csiit6rtok)

A tbmegspektrometria alapjai

GC/MS - I.
(ionizécio, fragmentacio)

GC/MS - Il.
(spektrumelemzés)

04. 12. (Péntek)

LC/MS — I.

(ionizacio, analizatorok)

LC/MS — II.

(tandem témegspektrometria,
spektrumelemzés)

LC/MS — Il
(proteomika)




pH-kontroll

a folyadékkromatografia-
ban

II. - ammonium-acetat

Kormany Robert
Egis Gydgyszergyar Zrt.

Bevezetés

A folyadékkromatografiaban (LC) a gyengén savas
vagy bazikus (protonfunkcids) csoportot tartalmazo
vegylletek elvalasztasakor pH kontrollt kell alkalmazni,
hogy a protonfunkcids csoportot tartalmazd vegytletek
retencidja allando legyen, melyhez kiilonb6z6 puffereket
allnak rendelkezésre. A puffer mindségének és
mennyiségének megvalasztasa alapvet6 fontossagu. A
kivalasztds szempontjai lehetnek a vizsgalandé minta
pKa értéke, viz-szerves olddszerben 1év6 oldhatdsag és
a detektalas maddja.

Napjaink egyik legfontosabb analitikai mérérendszere a
folyadékkromatografidval kapcsolt tomegspektrometria
(LC-MS). Mig a folyadékkromatograf a vizsgalando
vegylUleteket fizikai kémiai (kromatografias)
tulajdonsagaik alapjan, addig a tomegspektrométer a
kromatografrdl elualédé komponenseket az ionizaciot
kévetben tomeg/toltés (m/z) viszonya alapjan valasztja
el. Az LC-MS kapcsolat soran folyadékkromatografrol
eludlédé komponenseket a kondezalt fazisbdl
gazfazisba (nagyvakuumba, ~10-6 torr) kell juttatni
és a vizsgalandé komponensekbdl toltéssel rendelkez6
ionokat kell Iétrehozni, csak ezt kovetden térténhet meg
a tomegspektrometrias analizis. Ezt a kettés feladatot
a folyadékkromatografot a tomegspektrométerrel
0sszekotd kapcsoldelem (interface, ionforras) latja
el, ahol els6 lépésként a mozgodfazist atmoszférikus
korilmények kozott elparologtatjuk, majd a vakuumot
két Iépcs6ben csokkentjuk. Az LC-MS kapcsolat nagyon
fontos kérdése a pufferkompatibilitas, csakis un. illékony
pufferek hasznalhatdék kis ionerdsséggel (1-10mM),
melyek a mozgdéfazissal egyitt elparolognak.

Ebben a tanulmanyban az egyik leggyakrabban
haszndlt MS-kompatibilis mozgodfazis Osszetevd, az
ammonium-acetat (CH,COONH,, NH,OAc) hig vizes
oldaténak a folyadékkromatografia szempontjabdl fontos
tulajdonsagai keriilnek bemutatasra.

Az NH,OAc, mint puffer

A folyadékkromatografias szelektivitast jelentdsen lehet
befolyasolni a pH valtoztatasaval. A protonfunkcios
vegylletek retencidja valtozik annak fliggvényében, hogy
ionizalt vagy ionvisszaszoritott formaban van a molekula.
Ionvisszaszoritott formaban mindig nagyobb retenciot
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varhatunk. Ez savas csoportot tartalmazé vegyuletek
esetén pKa-2, bazikus csoportot tartalmazoé vegyuletek
esetén pKa+2. A pKa+2 kozotti értéken a mozgdfazis
pH-nak jelentds, retencidt befolyasolé hatasa lesz az
elvélasztasra. Ez egyrészt el6nyt jelenthet a szelektivitas
befolydsolasa szempontjabdl. Masrészt hatrany, mert
kis pH eltérések jelentds retencids idébeli eltéréseket
eredményezhetnek, vagyis a folyadékkromatografias
modszer nem lesz robusztus.

A pufferek folyadékkromatografias alkalmazasanal
fontos szempont, hogy a legkisebb koncentracidban
alkalmazzuk. Ahhoz, hogy ez a feltétel teljesuljon,
az kell, hogy a pufferkapacitds az adott pH értéken
nagy legyen, ez a puffer pKaxl-es pH tartomanyban
megfelel6. Az NH,OAc ugyan nem valddi puffer, hiszen
a valddi pufferrendszerek gyenge savnak/bazisnak, és
annak er6s bazissal/savval alkotott sdjanak oldata, az
NH,OAc pedig egy gyenge savnak (ecetsav, pKa=4,8)
és egy gyenge bazisnak (ammonia, pKa=9,2) a sédja, a
kromatografids szaknyelvben mégis a puffer elnevezés
terjedt el az NH,OAc esetében is.

pHNH4OAc = 1/Z(pKa,ecetsav + pKa,amménia)=1/2(4’8 + 9’2)=7’0 (1)
Nagy elénye, hogy olyan folyadékkromatografias

detektorokkal is kompatibilis, amelyeknél a detektalas
el6tt a mozgdfazist el kell parologtatni (pl. MS, ELSD),
hiszen az illékony ecetsavra és ammoniara bomlik, ezen
kivil MS-ben az ionforrasban keletkez6 NH,* segiti a
problémat jelenthet, hogy az acetatnak viszonylag nagy
UV-elnyelése van (UV cut-off 210nm, 10mM), mely az
alacsony hulldmhosszon detektdlhatdé komponensek
kimutatasi hatarat megnoveli.

Az NH,OAc-nak két pH tartomanyban van maximalis
pufferkapacitdsa (1. abra), a savas tartomanyban az
ecetsav és bazikus tartomanyban az ammodnia pKa
értékek koral (4,8+1 és 9,2+1,). Az 1. abran jol lathatd,
hogy pH=5,8-8,2 kozott kicsi, mig pH=7,0 koérul (1),
ahol 1:1 aranyban van jelen a NH,* és CH,COO-, pedig
gyakorlatilag nincs is pufferkapacitas.
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1. dbra: Az amménium-acetat-oldat pufferkapacitasa.
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A 2. &bran jol lathaté, hogy 10mM-os NH,OAc-ban
néhany szazalék NH,* csdkkenés jelentds pH valtozast
eredményez.

pH

! B

6.8 L
6.6 e

6.4 e,

&
10 9.9 98 9.7 9.6 9.5
Ammonium-ion koncentracia (mM)

2. dbra: 10mM ammoénium-acetat pH-valtozdsa az
ammaonium-ion koncentracié csbkkenése esetén.

Hogyan készitsiink NH OAc-puffert?

Legegyszerlbb oldatkészitési eljards, ha fogjuk a
vegyszergyartd cégek altal forgalmazott NH,OAc-ot
és bemérjiuk a kivant mennyiséget, pl. 10mM-os oldat
elkészitéséhez bemériink 0,77g NH,OAc-ot és vizzel 1L-
re higitjuk. Ennek az eljarasnak tébb hatranya van. Az
NH,OAc higroszképos, vagyis vizet vesz fel a levegébdl,
ezért minél tobbszor vesszik le a vegyszertarold edény
tetejét, annal inkabb vizesedik a s6 (a lezaratlan
edényben tarolt NH,OAc teljesen el is folydsodik). Ennek
az lesz a kovetkezménye, hogy egy id6é utan hiaba
mériink be 0,77g anyagot és higitjuk 1L-re, annak a
koncentracidja mar nem lesz 10mM. Ennél is nagyobb
probléma a stabilitds, vagyis hogy szilard allapotban is
bomlik az anyag. A gyartok sem adjék meg pontosan az
NH,OAc-bdl készithet6 oldat pH-jat, legtdbb esetben egy
tartomanyt (pl.: pH=6,7-7,3) jeldlnek meg. Az altalunk
vizsgalt NH,OAc-okbdl készitett 10mM-os oldatok pH-ja
6,6-6,9 kozott valtozott. Mivel pH=6,0-7,0 kozo6tt kicsi
a pufferkapacitas, nagyon nehézkes a pH utan allitasa is,
hiszen kénnyen a ,még nem j6, még nem jg,... mar nem
jo" hibajaba eshetlnk. Pedig fontos, hogy ha a vizsgalni
kivant vegytlet tartalmaz valamilyen protonfunkciés
csoportot, a pH-t allandé értéken kell tartani. Erre jo
példa a 3. abran lathaté gyogyszerhatdéanyag (Terazosin)
folyadékkromatografidas szennyezésprofil vizsgalata,
pH=6,0-7,0 kozotti pufferek alkalmazasaval. Ebben a
tartomanyban tébb komponens retenciéjat befolyasolja
a pH, aminek hatasara koellcido és retenciocsere is
bekovetkezik.
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3. dbra: Terazosin szennyezésprofil vizsgadlata pH=6,0-7,0
kozotti tartomanyban.
All6fazis: 50 x 2,1 mm - 1,6pym C18, mozgdfazis:
puffer — acetonitril, gradiens: 15% acetonitril + 45%
acetonitril / 3 perc.

Nem mehetink el szé nélkil az NH,OAc s6ban lehetséges
oldhatatlan szilard részecskék problémaja mellett sem.
Az emberi szemnek tisztanak tlnGé mozgdfazis még
tartalmazhat olyan méret(i részecskéket, melyek a mérés
soran problémat okozhatnak, pl. kitapadnak az oszlop
fritten (4. dbra). Ez megnovekedett rendszernyomashoz,
romlé (esetleg behasadd) cslcsalakhoz és az alléfazis
tonkremeneteléhez vezet, ezért a szilard sobol készitett
puffereket minden esetben sziirni kell. Altaldnosan
elmondhatd, hogy 5um-es és nagyobb szemcsés toltetek
esetén elegendd a 0,45um-es poérustatmérojli sz(iré, mig
3um-es és kisebb szemcsés toltetli allofazisok esetén
0,22um-es porustatmérdjl szlrét célszerl hasznalni,
hogy elkertljuk a fritt és kolonna elszennyez6dését.

4. abra: Oszlop bemeneti fritt mikroszkdpos felvétele,
nem szlirt NH,OAc-puffer haszndlata utdn (700x-os nagyitds).
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Masik lehet6ség az NH,OAc-puffer elkészitésére (ecetsav
(1-10mM) ecetsav oldatot és azt ammodnium-hidroxiddal
a megfeleld pH-ra titraljuk, persze ebben az esetben
gyakorlati szempontbdl az ecetsav, pKa+1l tartomany,
vagyis pH=3,8-5,8 johet széba. Mint ahogy korabban
emlitve volt, az e folotti pH-k beallitasa nagyon nehézkes
és ott a pufferkapacitas is nagyon kicsi. (Az ammonia
pKazx1 tartomanyra nem terjedt ki a vizsgalat.)

Az ammonium-acetat oldhatésaga

Az ammonium acetat nagyon jol oldddik vizben
(~1,4kg/l), de metanolban is készithetiink belble, akar
1M-os oldatot is. Tiszta acetonitrilben viszont nem
oldédik, minimalis vizet kell tartalmaznia, hogy fel
tudjunk benne oldani megfelel6 mennyiségli NH,OAc-ot.
Ez a HILIC technika miatt lehet fontos kérdés, hiszen
ott magas acetonitril mennyiség (akar 97%) sziikséges a
~gyenge” eluens készitéséhez. Az 1. tablazat tartalmazza
az ammonium-acetat oldat koncentraciékat pH=5,0
és pH=7,0 értéknél, melyeket még sokivalas nélkil el
lehet késziteni (szobahémérsékleten). A tablézatban
|év6 értékekbdl l1athatd, hogy pH=5,0-nél valamennyivel
nagyobb pufferkoncentracié érheté el ugyanolyan

olddszer Gsszetételnél, mint pH=7,0 esetében, de még
a 7-es pH-ju ammodnium-acetat is sokkal jobban oldodik
acetonitril-viz elegyekben, mint a szervetlen pufferek.
Példaul pH=7,0-es kalium-foszfat esetén 80% acetonitril
tartalomnal csak 5mM-os oldatot készithetlink, 90%-
os acetonitril-viz elegyben pedig mar gyakorlatilag
oldhatatlan.

1. tablazat: Az NH40Ac oldhatdsaga kiil6nb6z6
Osszetétel(i viz-acetonitril (MeCN) elegyekben.

NH,OAc (mM) | NH,OAc (mM)
pli =50 PpH=T0

T0%% =50 =30
80% =30 45
90% 25 20
95% 15 10
97% 10 5

Hasznalt HPLC késziilék elado

EXFORMMA EX 1600 tipusa HPLC késziilék

Az lenti tablazatban lathatja a fontosabb adatait, az alabbi
elérhet6ségen keresheti Nagy Gabort a tovabbi informacidkért.

A HLPC rendszer egység részei:

400bar-os analitikai
izokratikus pumpa
0,001-10ml aramlasi
sebesség tartomannyal

A késziilék megtekinthetd,
kiprobalhaté és igény
szerint egyszeriien/kedvezo
aron bovithet6 gradiens

EX1600HP

Automata mintaadago-
16 96 férGhellyel, 96-0s
 plate hasznalataval

rendszerré.

Arcus 2000 Kitiin6 megkimélt allapot,

kihasznalatlansag miatt eladé.

UV-Vis detektor 180-
900nm hulldmhossz

tartomanyban (8ul-es
atfolyocellaval)

EX1600UV
Elérhetoség:

Olddszer tarold télca

Nagy Gjabor
EX1600TRII

Kolonnatermosztat

laborvezet6

EX1600COll Analkrom Kft.

EX1600 kiértékel6
_és vezérld szoftver

Tel./fax: 06 1 280 4782
Cim: 1194 Budapest, Zombor u. 57.

E-mail: analkrom@pannongsm.hu
Mobil: 06 20 9382 052
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Az SPE
modszerfejlesztés
alapjai

forditotta: Szabé Géza
Gen-Lab Kft.

Forrds: Phenomenex Ltd., General Methods
and User Guide

A kilonb6z6 kornyezeti és élelmiszeripari mintak
szilard fazisi extrakcidos elOkészitésének kialaki-
tasaban érdemes figyelembe venni néhany fontos
dolgot. Az egyik legnagyobb probléma az lehet,
hogy hogyan szabaduljunk meg a minta matri-
xatél, amely komoly gondokat okozhat a késdbbi
kromatografids méréseknél, igymint MS detekta-
las esetében az alacsony kimutatasi hatar, mashol
a zavaro komponensek eltavolitdsa miatt lehet ez
egy fontos lépés.

Minta el6készitési javaslatok az egyes matri-
xok esetében:

Viz (természetes vizek,
szennyviz, stb.)

pH beallitas és szrés

Szilard, iledékes Homogenizalas mintatdl figgden szerves vagy vizes oldoszerben,
ezutan ulepités, dekantalas és felliliszo sz(irése, végiil Soxhlet

extrakcio.

Olajos bazistak:
Oldas apolaros szerves (hexan) olddszerben és extrahalds polaros SPE
oszlopon

Kendcsok, krémek

Vizes bézistak:
Oldas vizben vagy vizzel elegyedé szerves oldészerben (metanol)
és extrahalas apolaros SPE oszlopon.

Gytimolcsok, zoldségek
és gyogynovények

Homogenizalas mintatdl fliggben szerves vagy vizes old6szerben
(hexan -> polaros mechanizmus; vizes olddszer -> apolaros
mechanizmus, illetve metanol/acetonitril barmely esetben), sziirés,
majd megfelelé SPE oszlop alkalmazasa.

Bioldgiai minték (folyadék)

Vizelet, vér, szérum, Minta higitasa 1:2 aranyban megfeleld pufferrel, fehérjék kicsapasa
plazma stb. (ZnSO, vagy ACN), gliikuronidek hidrolizalasa, fehérjekétések felbon-
tasa (enzimatikus, sav-bazis reakcio, ultrahangos eljaras)

Bioldgiai mintak (szilard)

Szerves szovet, Uriilék stb.  Homogenizalas mintétdl fliggen szerves vagy vizes oldészerben,

ezutan ulepités, dekantélas és felliluszo szirése. Matrix-szilard fazisu
diszperziés (MSPD) extrakcio alklamazasa.

A szildrd fazisu extrakcidos mddszerek kivitelezése alta-
laban 12-24 féréhelyes vakuumkadon, ritkabban auto-
matizalt készlléken folyik, azonban a mddszerfejlesztést
lehetséges ezen berendezések nélkiil is lefolytatni. Egy
fecskendd és egy specialis feltét segitségével egyszer(ien

elvégezhetdek a probamérések.

Mddszerfejlesztéséhez kérje feltétiinket és
SPE oszlop mintacsomagjainkat!

www.gen-lab.hu

A kilonb6z6 tipusu toltetek esetében ajanlott ellcids
térfogatok az alabbi tablazatban talalhatok:

Praktikus Praktikus
minimum minimum
mosasi és mosasi és
Sz,i",k?f eluciés Polimer eltcios
bazist térfogatok | Ajanlott mosasi [EERIRGIEE térfogatok| Ajanlott mosasi
t?ltetek és ellcids mennyisége és ellcids
tomege térfogatok térfogatok
60 pl 120 pl 100 pl 200 pl
= = — 300 pl 600 pl
50 mg 300 pl 600 pl — — —
— — - 60 mg 600 pl 1.2 ml
100 mg 600 pl 1.2 ml 100 mg 1ml 2 ml
150 mg 900 pl 1.8 ml 150 mg 1.5 ml 3ml
200 mg 1.2 ml 24 ml 200 mg 2 ml 4 ml
500 mg 3 ml 6 ml 500 mg 5 ml 10 ml
19 6 ml 12 ml 19 10 ml 20 ml
29 12 ml 24 ml — — —
5¢g 30 ml 60 ml — — —
109 60 ml 120 ml — — —

* A polimer alapu tolteteknek magasabb a fajlagos feliilete, ezért tomegre vonatkoztatva kicsivel
tobb oldoészert igényelnek. Az elticios térfogatok az elvalasztand6 vegyuletek természetétdl is
fliggenek. Az adatok csupan iranymutatok, tovabbi moédszerfejlesztést igényelhetnek.

Yo

A kiilonb6z6 minta matrixok esetében eltérd toltetmeny-
nyiségek is javasoltak. A szilika alapu SPE alléfazisoknal
az aldbbi tomegek javasoltak.

Minta matrix Toltet témege

Vér, szérum, plazma 50 mg toltet / 250 pul minta

Vizelet 50 mg toltet / 250 pl minta

Sztirt szovet homogenatum 100 mg téltet / 100 mg minta

Kérnyezeti mintak Toltet tomege

Ivéviz (Makroszemcséktél mentes) 500 mg - 100 ml/ 500 ml minta

Viz (Makroszemcsét tartalmazo) : folyoviz,

1g-100 ml/500 ml mint;
szennyviz stb. 9 ml /500 ml minta

Talajminta 1g-100 g szilard extraktum

Az SPE oszlopok kivalasztasanal érdemes figyelembe
venni, hogy a szilika alapu toltetek esetében a kapacitas
1 tdmeg%-ra tehetd, mig a polimer alapu toltetek ese-
tében ugyanez az érték mar 5-10% korli, igy kevesebb
toltet is elegendd. Emellett az utdbbi tipusok pH=1-14-ig
hasznalhatok.

Strata-X, X-C,

Strata-XL, XL-C,

Minta matrix XL-CW, XL-A, XL-AW

Toltet tomege X-CW, X-A, X-AW

Vér, szérum, plazma 30 mg 250 pl 125 pl
Vizelet 30 mg Tml 500 pl
Sz(irt sz6vet homogenatum 60 mg 100 mg 50 mg

Strata-X, X-C,

Toltet to Strata-XL, XL-C,
dltettdmege 3y x'a X'AW

XL-CW, XL-A, XL-AW

Kornyezeti mintak

Ivéviz (szirt) 200 mg 100-400 ml 50-200 ml
VB, 500mg 100-400 ml 50-200 ml
szennyviz stb.

Talajminta 500 mg 1009 509
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A kiillonb6z6 SPE allo6fazisok esetében hasznalatos

legalapvet6bb modszerek:

Strata” -X-C / Strata-XL-C
Erds kationcseréld és forditott fazis

pKa < 10.5 bazisokhoz

Kondicionalas

1 ml metanol

Equilibralas
1 ml savas viz

[

s N
Mintafelvitel

oldott, megsavanyitott minta

[

1. mosas
1 ml 0,1 N HCl oldat

(az 6sszegylijtott frakcid analizalhatd
polaros, semleges vegytletekre)
_ )

(:/(L ( D-SEIRIS @

( . 1
2. mosas
1 ml 0,1 N HCl metanolban oldva
(az 6sszegylijtott frakcid analizalhatd
savas és semleges vegyuletekre)
_ )

[

Bazisok eludlasa
2x 500 pl
5% NH,OH metanolban oldva

Strata-X-CW / Strata-XL-CW
Gyenge kationcseréld és forditott fazis

pKa > 8 bazisokhoz

Kondicionalas

1 ml metanol

Equilibralas
1 ml viz (pH=6-7)

Mintafelvitel
Oldott minta (pH=6-7)

1.mosas

( M- SBIBILS 0

1 ml viz (pH=6-7)

2.mosas

=

1 ml metanol
(az 6sszegy(jtott frakcio analizalhatd
savakra és semleges vegytiletekre)

Osszes gyenge bazis eluélas
2x 500 pl 5% NH,OH
metanolos oldata

2x 500 pl 5% Hangyasav

Osszes bazis elualasa
metanolos oldata

|

Strata-X-A / Strata-XL-A
Erés anioncserélo és forditott fazis

pKa > 2 savakhoz

Kondicionalas
1 ml metanol

Equilibralas
1 ml viz (pH= 6-7)

Mintafelvitel
Oldott minta (pH=6-7)

|

1.mosas
1 ml 25 MM Ammonium
-acetét (pH: 6-7)

[

2.mosas
1 ml metanol

(az 6sszegy(ijtott frakcid analizalhatd
savakra és semleges vegytiletekre)

. /

[

s N
Savak eludlasa
2x 500 pl 5% Hangyasav
metanolos oldata

( v-SCIRIIS

=

Strata-X-AW / Strata-XL-AW
Gyenge anioncseréld és forditott all6fazis
pKa < 5 savakhoz

Kondicionalas
1 ml metanol

Equilibralas
1 ml viz (pH=6-7)

Mintafelvitel
Oldott minta (pH=6-7)

[

1.mosas
1 ml 25 mM Ammonium
-acetét (pH: 6-7)

(:J\( ( /\/\V-XE],EJ],S @

2.mosas

1 ml metanol

L Osszes sav elualasa Osszes gyenge sav eluélésa

2x 500 pl 5% NH,OH 2x 500 pl 5% Hangyasav
metanolos oldata metanolos oldata

~—
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Strata-X / Strata-XL Strata SCX, WCX, SAX, NH, (WAX)

Forditott fazis loncseréld fazis
semleges vegyiiletekhez toltott, vagy ionizalt vegyiletekhez
[
Kondicionalas
Polaros szerves olddszer
( .
wn Kondicionalas @ I
—_ 1 ml metanol 4 Equilibralas
QO ~ [ ff'_ alacsony ionerésségli, megfelelé pH-ra beallitott puffer
r—=
Q ( o = ‘
Eqwhblrallas &"’_ Mintafelvitel
L 1 mlviz - El6készitett (beallitott pH) minta
) I
( i [ i .
Mintafelvitel —— Mosas
~ oldott minta Vizes puffer esetenként szerves olddszerrel
= I
[ - ~ Elualas
Mosas = 5% NH,OH , vagy 5% hangyasav metanolos oldata
1 ml 5-60%-0s metanol
\ [ J
( Eludlas h Javasolt eluciés oldészerek
2x 500 Ll| A minta teljes ionizéltsdaganak eléréséhez a pH-t 2-vel a mérendé vegyiilet
2% Hangyasav pKa értéke ald, vagy felé kell beallitani. Megfelelé pH-val az allofazis vagy
metanol/acetonitrilben oIdva) a vegytlet semlegesithetd.

Strata“ C18, C8, Phenyl, CN, SDB-L Strata Silica, Florisil, NH,, CN
Forditott fazis Normal fazis

hidroféb vegyiiletekhez polaros visszatartashoz

Kondicionalas
1 ml metanol
Equilibralas
1 ml viz
Mintafelvitel
oldott minta

Mosas
5%-0s metanol, szaritas vakuum alatt 2-5 percig

Kondicionalas
IPA/DCM

Equilibralas
Hexan

Mintafelvitel
oldott minta
[

Mosés
5% DCM hexanos oldata

wn
—
—_
QO
—
QO

QD
wn
=
—
QO
—
]

(

Eludlas
1 ml metanol

Elualas
1:1 Hexdn / DCM vagy 1:1 Hexan / IPA

—

Javasolt eluciés oldészer ,_, )
Javasolt eltciés oldészerek
- THF

novekvé
Aceton polaritas +Hexan legapolarosabb
) - Metilén-klorid
« Etil-acetét e ovels
« Acetonitril polaritas
« Aceton
«IPA
- Metanol Polaros « Acetonitril
«IPA poléros

www.gen-labhu 21
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Hova tint ... ?
Avagy keressiik meg az
oldoszert, amit nem talalunk

Szasz-Vadasz Tas
Gen-Lab Kft.

Egy érdekes beszélgetésben volt részem a minap, egy
hulladékkezeld cég munkatarsaval, mi szerint az év
koézben kiadott és visszaérkezett oldészer mennyiségek
k6zott tonnaban mérhet6 a klilonbség. A szamok moégé
gondolva sok okot felsorakoztathatunk, ebben a rovid
irdsban egy olyan tényezdre vilagitok ra, amit a kroma-
tografidas gyakorlatban tapasztalhatunk ezzel kapcsolat-
ban. Vajon belegondoltunk-e abba, hogy a késziléke-
ink eluens Uvegeibdl, illetve a hulladék olddszer gylijté
edényzeteinkb8l mennyi olddszer parologhat el a min-
dennapos munka soran?

Az alabbi kisérleteket végeztilk el annak tisztazasara,
hogy mekkora lehet az az olddszermennyiség, mely na-
ponta elparolog a készllékek edényzeteibll, ezzel is a
kornyezetiinket terhelve.

1. kisérlet

Metanolt toltéttiink 5db 1l-es laboratériumi livegbe, me-
lyeket kiillonb6z6 mddon zartunk le, és tettik elszivofil-
kébe, szobahémérsékleten.

- Uvegl - visszacsapo szeleppel szerelt biztonsagi kupak
az Uivegen, a kapillaris bevezetd furata vak dugoval zart
- Gveg2 - 3db 3,2mm atméré6jl furat a kupak tetején

- Uveg3 - kupak nélkl, nyitott tetdvel

- iveg4 - az liveghez szallitott kupakkal zartuk az liveget
- Gveg5 - aluminium folidval takart szajnyilas

A feltoltott ivegek tomegét megmértiik a kisérlet elején,
majd 10 nap elteltével. A kapott eredményeket, tehat
a kllonbozé tivegekbdl elparolgott oldészermennyisége-
ket a 1. abran mutatom be. Lathatjuk, hogy a zartnak
tekinthet6 rendszerekbdl viszonylag kevés olddszer hi-
anyzik, mig a nyitott (vegbdl jelentds az oldoészerfogyas.
A kisérletbdl jél latszik, hogy minél jobban cstkkentjlk
az edény szajnyiladsat, annal kisebb lesz az elparolgott
olddszer mennyisége.

3753

Tomegvaltozas [g]

1. dbra: L. kisérlet sorén, 10 nap alatt elparolgé oldoszer
tomege a kiilénb6z6 mddon zart tivegekbdl

www.gen-labhu

I1. kisérlet

Acetonitrilt toltottink 4db 1l-es laboratériumi Uvegbe,
melyek tetejét az alabbi mddokon zartuk.

- (ivegl - Waste biztonsagi kupakkal zartuk az liveg te-
tejét, a kapillaris bevezeté furata vak dugdval zart

- Gveg2 - 2db 8mm atmérd6jl furat az Gveghez szallitott
kupakon

- Uveg3 - kupak nélkul, nyitott tet6vel

- iveg4 - az Uveghez szdllitott kupakkal zartuk az Gve-
get

Mind a 4 kisérleti iveg témegét megmértik a bemérések
utén, majd 53 nap elteltével. Az (ivegeket szobahémér-
sékleten tartottuk és nem alkalmaztunk elszivast, leve-
glcserét a kisérlet alatt. A kapott tomegvaltozasokat a
2. abran mutatom be.

as [g]
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Tomegvaltoz:

2. abra: II. kisérlet soran, 53 nap alatt elparolgé oldészer
tomege a kiilénb6z6 mddon zart livegekbdl

A kisérleti eredményekbdl jol latszik, hogy a nyitott tve-
geken keresztll a kisérlet id6tartama alatt akar 100g ol-
doszer is elparologhat, mig a zart Uvegekbdl nincs, vagy
elhanyagolhaté az olddszerfogyas. Erdekességképp el-
mondhatd, hogy a biztonsagi kupakkal zart edény téme-
ge ugyan nem valtozott, de a szorbens tomege 2,2g-al
nétt, tehat megallapithatd, hogy annak ellenére, hogy
nincs a kipufogén atmend térfogatdram, a szorbens
a parolgd olddszert megkoéti. A gyari kupakkal lezart
edényboll tortént olddszerparolgas, ez arra vezethet6
vissza, hogy a kupakhoz hasznalt témités nem biztositja
az edényzet teljesen zart allapotat.

Mindkét kisérlet soran a nyitott edénybdl jelentés meny-
nyiségl oldoszer parolgott el, mert ehhez az liveg szaj-
nyildsa viszonylag nagy fellletet biztosit. Ha azt a té-
nyezOt is szamitasba vesszlik, hogy a gydgyszergyari
analitikai laborokban naponta tobbszéri Iégcsere torté-
nik, igy ez a nyitott edényzetekbdl tovabb gyorsitja az
oldészerparolgast. A méréseinkhez hasznalt eluensek
nagy része, illetve a hulladék oldészer tarolé kanna tar-
talma szerves olddszer, mindez a karosanyag parolgas
forrésa lehet. Egy nagyobb analitikai labor esetén, ahol
tobb tiz készulék is talalhatd, az elparolgott olddszer
mennyisége éves szinten elérheti a szaz kilbgrammos
nagysagrendet is. Amellett, hogy ez az érték viszonylag
magas a kornyezetterhelés és egészségligyi kockazatok
szempontjabol, gazdasagi megfontolasok alapjan sem
elhanyagolhaté.



Mennyire biztonsagos
vizet injektalni egy GC
“késziilékbe"?

forditotta: Balint Baldzs
Gen-Lab Kft.

Forras: Phenomenex Ltd., Is Water Safe To Inject
In-Gas Chromatography? Irta: Badaoui Omais

Rengeteg kérdést vet fel gazkromatografiat hasznalok
koérében a viz injektaldsanak lehetésége. Mas felhasz-
naldkkal konzultalva, vagy az internetes portalokat bén-
gészve négy alapvet6 kérdésbe futhatunk bele:

1. Oldja-e a viz a gazkromatografias all6fazist?
2. Hozzatapad-e a viz a GC oszlophoz?

3. Kompatibilis-e a vizes minta az inlettel?

4. Mennyire nedvesithetéek a GC fazisok vizzel?

Elveszett a pletykdk tengerében? Szeretné tudni
az igazsagot? Csak folytassa az olvasast.

1. Oldja-e a viz a gazkromatografias allofazist?

Igen is, meg nem is. Manapsag, a kapillaris oszlopok al-
|6fazisainak tobbségére lehet vizet injektalni, mivel azok
megerdsitett, térhaldsitott modon vannak a szilikdhoz
kétve. A Zebron® poli(dimetil-sziloxan) (PDMS) és
polietilén-glikol (PEG) &lléfazisok mindegyike térhaldsi-
tott.

Az ESC (Engineered Self Crosslinkage) technikanak ko-
szonhetden a lenti McReynolds skalan felsorolt allofazi-
sok egyike sem hajlamos oldddasra, szemben a régeb-
bi tipusu alléfazisokkal, melyek nem voltak fizikailag az
oszlophoz koétve, mint a toltetes kolonna és korai kapil-
laris kolonnak.

Selected Zebron Polarities

ZB-1 For Non-Polar Analytes
ZB-1ms « Akanes
ZB-1HT Inferno™ * Aromatics
ZB-1XT SimDist 'O _
* Boling Point separations
ZB-5
ZB-5ms
ZB-5MSi
ZB-5HT Inferno

ZB-SemiVolatiles

ZB-XLB For Slightly Polar Analytes
ZB-XLB-HT |I'If&rl'lo * Volatikes

* Drugs

* Pesticides

ZB-MultiResidue™-1
ZB-624

ZB-MultiResidue-2

ZB-35

ZB-35HT Inferno

ZB-1701

ZB-1701P

ZB-50 For Very Polar Analytes
* Polar Volatiles

ZB-WA X rius™ * Alcohdls
* Phenols
* Acids

ZB-WAX

ZB-FFAP

2. Vajon hozzatapad-e a viz a GC kolonnahoz?

Menjunk vissza az alapokhoz.

Ha a kemence hémérséklete elég magas (>120°C), a
viz kénnyedén eludlddik a kolonnardl. Ez igaz a fenti
McReynolds skalan felsorolt kapillaris kolonnakra, kivéve
a ZB-WAX kolonnat.

A WAX kolonna all6fazisa polietilén-glikol, mely erds hid-
rogén hidas kolcsénhatasba |ép a vizzel. Szamos injek-
talas soran a viz adszorbealddik, raépll a fazisra, mely
folyamat végul a kolonna szelektivitasdnak megvaltoza-
sahoz vezet. Radadasul, ha a térhaldsitdas nem tokéletes,
a viz sorozatos injektalasanak hatasara az allofazis le-
mosodhat. Ebbdl addéddan a retencios id6k elcsusznak
és a mddszer nem lesz reprodukalhato.

iz

Uil
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Ha mégis a PEG fazis lenne megdfeleld szelektivitasu, a
ZB-WAXPlus a megoldas vizes mintak esetén. Ez a fazis
hasonlo szelektivitasd, mint a ZB-WAX azonban kitling
stabilitast mutat vizes mintakkal szemben. TOobbszori,
vagy rutinszer(i vizinjektalas sem valtoztatja meg a fazis
hatékonysagat vagy polaritdsat. Ez a megoldas megfe-
lel6 vizoldhaté mintak, mint példaul az alkoholtartalmu
italok vagy a glikolok esetén.

3. Kompatibilis-e a vizes minta az injektorokkal?

Habar a vizmintak kompatibilisek a GC injektorokkal, k-
I6nleges ovintézkedéseket kell tenni a viz halmazallapot
véltozasakor fellépé rendkivil nagy térfogatvaltozas mi-
att.

Mig 1 pl dikldrmetan mindoéssze 361 pl térfogatra ta-
gul a 200°C-os inletben 10psi fejnyomas mellett, addig
ugyanezen térfogatul viz 1279 ul géztérfogatot produkal.

A linereknek korlatozott térfogata miatt nem hagyhatjuk
figyelmen kivil ezt a rendkivil nagy térfogatvaltozast.
Ha ez a térfogatvaltozas nagyobb, mint a liner térfogata,
a keletkez6 g6zok vissza tudnak dramlani a fltéssel nem
rendelkezd vivégaz dram vezetékébe és a kés6bbi méré-
sekben keresztszennyezést okozhatnak. Eppen ezért vi-
zes mintak esetén kis injektalasi térfogatok alkalmazéasa
szlikséges.

Egy standard 78,5 mm hosszu és 4 mm belsé atmérgjl
Z-liner térfogata 493 pl, amely térfogat messze elmarad
a fent emlitett 1 pl vizbdl keletkezd vizg6z térfogatatdl.

www.gen-lab.hu

4. Mennyire nedvesithetéek a GC fazisok vizzel?

A legtobb kereskedelmi forgalomban kaphaté WCOT
alléfazissal szemben a viz nagyon magas fellleti ener-
gidval rendelkezik. Kovetkezésképpen, a viz nagyon
rosszul nedvesiti az all6fazisokat. A gyartdk a hasznalt
deaktivacids eljarassal az alléfazisok fellleti energidjat
csokkentik, ebbdl kovetkezéen a nedvesithet6ség valo-
jaban novelhet6 is lenne, de ezzel feldldoznank az inert-
séget és ez aktiv anyagok esetén igen széles csucsokat
eredményezne. (Grob et. Al, J. Chrom. A; 473, 381-390
- 1989).

A mitosz, mely a viz és a GC inkompatibilitasardl szdl,
torténelmi eredetli és még abbdl az id6ébdl ered, mikor
az alléfazisok nem voltak kémiailag kétve a hordozéhoz.
A Phenomenex csak kémiailag kotott alléfazissal rendel-
kez6 kolonnakat gyart, igy mindegyik vizzel kompatibilis.
Az egyetlen kivétel a ZB-WAX, melynek reprodukalha-
tésaga vizes mintak injektaldasa utan jelentésen romlik.
Vizes mintak esetén valasszuk inkabb a ZB-WAXPlus ko-
lonnat.

A vizes mintak injektalasanal felmerilt problémak tébb-
ségét a halmazallapot valtozas soran fellépd térfogatval-
tozas okozza, mely a fent emlitett visszadramlas okozo-
ja. Az injektalt térfogat és az injektor hémérsékletének
csOkkentése segithet ezen probléma megel6zésében.

Ha barmilyen kérdése lenne, keresse a Phenomenex
szakértoit a Live Chaten:
www.phenomenex.com/chat




A Shimadzu LC- és
GC-MS késziilékek
bemutatasa

K6vago Marton, Juhasz Tamadas, Vincze Lajos,
Simkon Kft., 1163, Budapest, Szinjatszé utca 30.

A Shimadzu LC-MS készllékek fejlesztése soran szamos
szabadalom szliletett, amelyek segitségével a gyors és
pontos LC-MS(MS) mérések kdénnyen megvalodsithatova
valtak.

A Shimadzu LCMS-2020 készliléke (1. abra) abban az
esetben kitlind valasztas, ha a mérési feladat soran ele-
gendé egy egyszeres kvadrupdl. Ezzel a készilékkel rutin
mérési feladatokat konnyen és gyorsan tudunk elvégez-
ni, kevés karbantartast igényel, és robusztus m(ikodés-
sel szamolhatunk.

A harmas kvadrupdl késziilékek kozul a csucs kategoriat
az LCMS-8060 készllék képviseli (2. abra), amely ér-
zékenységben és gyorsasagban a tomegspektrométerek
kozott kiemelkedGen teljesit. Az LCMS-8050 és LCMS-
8045 a csucs késziilék mellett a belépd, illetve a kézepes
szint(i készulékeket képviselik, amelyek esetében lehe-
t6ség van upgrade-re. Tehat, ha a mérési feladataink so-
ran egyre nagyobb igényeknek kell megfelelnlink, lehe-
téségiink van a kisebb tudasu készlléklinket magasabb
szintlire atépittetni, ezaltal nem veszitjik el a készlilék-
be fektetett pénzlinket.

A Shimadzu LCMS-9030 Q-TOF készulék (3. abra) a csa-
lad legfrissebb tagja, a nagy felbontast igényld felada-
tokhoz szikséges, pontos tomeg meghatarozasara, mi-
néségi, valamint mennyiségi mérésekre is alkalmas.

A Shimadzu alabbi LC-MS szabadalmai lehetévé teszik a
készllékek mindennapos kiemelked6 miikodését:

HESI, melegitett elektroszpré kapillaris, amely lehetévé
teszi a magas h6mérsékletre melegithetd ion blokkal és
a szintén melegithet6 desolvation line-al (DL) az LC-MS-
rol érkez6 nagy mennyiségl folyadékaram hatékony el-
parologtatasat.

DUIS ionizacid, amely lehetdvé teszi a szimultan ESI és
APCI ionizaciot, egyszerre van jelen a rendszerben a fe-
szlltség alatti elektroszpré kapillaris és a korona td, igy
a molekulanak tobb lehetdsége van ionizalddni, mint egy
szimpla ionforras esetén (4. abra).

UF-QArray™ ionfékuszald alagut optimalt geometria ter-
vezésének koszonhetben és a kialakult idealis elektro-
suk Utjat) térben és id6ben megfeleléen fokuszalja, igy
biztositja a toltéssel rendelkez6 részecskék nagy aranyu
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bejutdsat az analizdtorba. Ezzel egy idében a téltéssel
nem rendelkez6 részecskéket a kialakult erbviszonyok
eltdvozasra kényszeritik, igy a jel/zaj arany, vagyis az
érzékenység novekszik.

UF-Lens™ multipélusi RF ionalagut segitségével
még tovabb torténik az ionok fékuszalasa, igy az elsé
kvadrupdlba még kisebb térbeli eloszlassal Iépnek be az
ionok.

UF-Sweeper™ III Utkozési cella a beépitett pszeudo
kvadrupdl ionalagut segitségével a fragmens ionok ma-
sodik kvadrupdl felé torténé gyors tovabbitasat biztosit-
ja, névelve ezzel az érzékenységet és jelentésen csok-
kentve az egymas utan kévetkez6 események (event-ek)
kozotti athordast, még egészen kis dwell és pause id6k
esetén is.

A gyors elektronika az egész rendszerre jellemzé, a po-
laritas valtas 5 ms, a szkennelési sebesség akar 30.000
Da/s is lehet, igy a gyors ciklusid6vel sokkal tobb anyag
detektalasa valik lehetévé, mint lassabb készllékekkel.
A készllékek egyszerl Uzemeltetését biztositjak a ren-
delkezésre all6 mddszer adatbazisok, amelyek kulcsra
kész LC-MS moddszereket tartalmaznak. A felhaszna-
I6nak csak ki kell valasztania, hogy melyik anyagokat
szeretné mérni, majd a szoftver |étrehozza a méréshez
szlikséges method file-t, amelyet a készulékre letéltve
mar el is kezdheté maga a mérés. A koévetkezd terilete-
ken érhet6k el mddszer adatbazisok, amelyek 6sszesen
kézel 3000 vegylletet tartalmaznak: torvényszéki or-
vostan, mikotoxinok, antibiotikumok, allatgydgyszerek,
peszticidek, vizanalitika.

GC-MS késziilékek

A Shimadzu GC-MS rendszerek portfélidja jelenleg egy
egyszeres kvadrupolt és két tandem tomegspektrométert
foglal magaba. A készlilékek jelenleg két kiilonbo6zd tipu-
su gazkromatograffal is elérhetéek, a jol ismert GC-2010
Plus és az Uj GC-2030 mdszerrel is. A GC-2030 készUl-
lékkel mikodo rendszerek NX jelzést kaptak a tipusok
megnevezése mellé.

Az altalanos analitikai feladatok ellatasara el6nyods va-
lasztas lehet a GCMS-QP2020 NX (5. abra). A robosztus
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ionforras és az egyszeres kvadrupdl parositasa a rutin
feladatok elvégzésére tokéletesen alkalmas. A GCMS-
TQ8040 NX tandem témegspektrométer a Shimadzu
GCMS kutatd késziilékeinek beléps szintjét képezi. Eb-
ben a kategdriaban a csucskésziilék a GCMS-TQ8050 (6.
abra). Idealis valasztas lehet nyomanalitikai feladatok és
szerkezetkutatasi vizsgdlatok esetében.

A Shimadzu GC-MS rendszerek kiemelkedd teljesitmé-
nyéhez hozzajarulnak a specidlis technikai megoldasok.
A kovetkezGkben ezek kozil kerlil néhany bemutatasra.
Ion forrasok tekintetében az LC-MS rendszerekhez ha-
sonldan itt is tobb opcid all rendelkezésre. Az elektron
Utkozéses ionforras (EI) az alap felszereltség része, hi-
szen a kvantitativ modszerek tilnyomo tobbségét ezzel
végzik. A legtébb GC-MS koényvtar is az EI ionizacids
technikaval készlil, igy az azonositasban és szerkezetku-
tatasban is nagy szerepe van. A kutaté munkaban azon-
ban gyakran a molekulaion megléte a fontos, igy lagyabb
ionizacids technikak is el6térbe kertlhetnek.

A Shimadzu GC-MS készulékeiben jelenleg harom kilon-
b6z0 ionforras is hasznalhatd. Az EI, CI (kémiai ionizaci-
0s ionforras) és a Smart EI/CI ionforras. A forrasok se-
matikus rajzat az 7. abra szemlélteti. A kombinalt Smart
EI/CI ionforrassal az EI és a CI technika egyarant meg-
valdsithato anélkil, hogy a késztiléket ki kellene kapcsol-
ni, és a dedikalt forrasokat at kellene szerelni.

A GC-MS kvadrupol analizatorok gyors 20.000 u/sec
pasztazasi sebességre is képesek. Erre a teljesitmény-
re a Shimadzu altal kifejlesztett ASSPMT (Advanced
Scanning Speed Protocol) technoldgia ad lehet6séget.
A készulék igy a gyors pasztazas mellett sem veszit az
érzékenységébdl. Ezt egy plusz gyorsitd feszlltség alkal-
mazasaval éri el a készllék. A nagyobb témegl lassabb
fragmensek igy a nagy pasztazasi sebesség mellett is
idében be tudnak érni a detektorba. Az érzékenység sta-
bilitasat demonstralja a 8. abra. UF-Sweeper™ technika
a GC-MS késztlékben is felhasznalasra kertlt, igy a 800
MRM/sec dtmenet szam is biztositott. A tandem GC-MS
késziilékek esetében a zaj csokkentésében az Off-Axis
kialakitas is szerepet jatszik. Ennek a kialakitéasnak a lé-
nyege, hogy a két kvadrupdl analizator egymassal egy
enyhe széget zar be, igy a detektor konverzios dinoda-
jaba nem csapddhat be véletlenszer(ien nagy sebességli
semleges molekula.

A detektor el6tt kozvetlenll egy zajszlirés torténik. Az
erre kifejlesztett Overdrive Lens technoldgia egy foku-
szalas, amely soran a nagy sebességl elektronokat és
a véletlenszerl kismolekulakat szliri ki a rendszer (9. és
10. abra).

A készilékek hatékony felhasznalasat a kilénb6z6 spekt-
rumkonyvtarak és modszercsomagok is segitik. A kényv-
tarak kozul a NIST, Wiley is hozzaférhetd, de specialis
peszticid, illatanyag és aroma spektrumgydjtemény is el-
érhet6. A mddszercsomagok optimalizalt mérémaddszert
és az analitok azonositasat segitd spektrumokat is tartal-
mazzak. Ilyen mddszercsomagok készliltek torvényszéki
orvostan, peszticid és metabolomika témakérben.

A késziilékek

1. dbra LCMS-2020 egyszeres kvadrupdl készulék

www.gen-labhu
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2. dbra LCMS-8060 haromszoros kvadrupdl készilék

3. dbra LCMS-9030 Q-TOF készillék

ES| region
Corona needle
APCI region

4. dbra DUIS ionizacio
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5. dbra GCMS-QP2020 NX széria az Uj GC-2030 gazkormatograffal

6. dbra GCMS-TQ8050 NX és a multifunkciés AOC-6000 mintaadagold

Smart
EI Cl EI/CI

o '®a'@G

7. abra Shimadzu GCMS Ionforrasok
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8. abra 1 ppb OFN (oktafluoronaftalin) mérése
5000 és 20000 u/sec pasztazasi sebesség mellett
Overdrive lenses Overdrive lenses
Off-Axis kialakitas —
20000 ufsec
T™
e UFsweeper
Nagy érzékenység(i Nagy érzékenységl

ionforras ionforras

9. dbra Shimadzu egyszeres és tandem GC-MS készlilékek felépitése

kikapcsolt allapot bekapcsolt allapot

10. abra Overdive Lens sematikus mUkodési abrdja
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