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Manapsag a legtobb folyadékkromatografids elvalasztast
gradiensellciéos modban végzik. Gradiens elvalasztasok-
nal dontd jelentésége lehet a készililék gradiens késési
térfogatanak (dwell volume, V,). Ez a térfogat a pumpa
térfogatokbdl, keverdbdl, mintaadagold hurokbdl (sample
loop) és az oszlop elejéhez vezetd 6sszekotd kapillarisbol
tevédik 6ssze, és azt a ,plusz id6t” adja a rendszerhez,
amig a bedllitott mozgdfazis Osszetétel a kolonna ele-
jén megjelenik. Ez a gradiens késési térfogat nagyban
fiigg az alkalmazott nagynyomasu szivattyu rendszertdl.
Technikailag két eltéré elven m{ikodé gradiens megoldas
létezik, attdl fliiggben, hogy a mozgofazisokat kis nyoma-
son, vagy nagy nyomason keverjlik 6ssze (kisnyomasu és
nagynyomasu gradiens). A négy folyadék 6sszekeverését
lehetévé tevd kvaterner rendszer a kisnyomasu katego-
riaba tartozik (pl. Alliance e2695 HPLC), egyetlen aktiv
szallitd szivattyu fejjel és szelepvezérléssel oldjak meg
a mozgofazis Gsszetételének valtoztatasat (1/b) abra).

Az ultra-nagyhatékonysagl folyadékkromatografiaban
(UHPLC) altaldaban nagy nyomasu gradiens rendszereket
hasznalnak, ekkor ahany 6sszetev6bdl all a mozgoéfazis,
annyi nagynyomasu szivattya kell (1/a) abra). A készi-
Iék aranak csokkentése miatt az esetek tobbségében két
Osszetevébdl all a mozgofazis, ezért ezt binaris rend-
szernek is nevezik (pl. Acquity UPLC I-Class). Természe-
tesen UHPLC technikanal is lehet kisnyomasu gradiens
rendszert hasznalni (pl. Acquity UPLC H-Class). Ezt azért
kell kiemelni, mert a késleltetési térfogatot elviekben
megszabja, hogy melyik rendszerrel dolgozunk. A nagy-
nyomasu gradiens rendszernél a nagynyomasu szivattyu
nem tartozik bele a késleltetési térfogatba, a kisnyoma-
sunal igen.

Az 1. abran jol lathatd, hogy a keverd térfogata és az
elébb emlitett tény miatt a kis nyomasu gradiensnél a
késleltetési térfogat nagyobb. Amig a keverdbdl elér a
megvaltoztatott Osszetételi mozgdfazis a kolonna ele-
jére, addig izokratikus szakasza van a gradiens ellcid-
nak. Egyértelmd, hogy a retencids idét és sok esetben a
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szelektivitast is befolyasolja a késleltetési térfogat (V,),
vagy a térfogatdramlasi sebesség ismeretében kiszamit-
haté késleltetési id6. Tovabbiakban az 1. abrahoz kap-
csoléddan szamszerlileg adunk meg adatokat a retencié
valtozasara egy kisnyomasu gradiens késést (1/b) abra),
0sszevetve a nagynyomasuéval (1/a) abra).

) Binans rendszer

Vi = 0 ImL (Acquity TTPLC T-Class)
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1. &bra: A binaris a) és kvaterner b) folyadékkromatografias
rendszerek és a rendszerekhez tartozé térfogatok értelmezése

Ultra-nagynyomasu folyadékkromatografias (UHPLC)
meérések soran gyakran 0,5mL/perc térfogataramlasi
sebességgel dolgozunk (pl. 2,1mm atmérdjd kolonnan).
Ekkor, ha a készilékiink gradiens késési térfogata V, =
0,1mL (1/a) abra), akkor 0,2 percet fog ,késni” a gradi-
ens program, ha V= 0,4mL akkor mar 0,8 perc késéssel
kell szamolnunk. A két készliléken mért komponensek
retencids ideje kozott tehat atlagosan 0,6 perc kiilénbség
varhatd. A kevésbé visszatartott komponensek esetén
kiilonosen kritikus lehet a gradiens késés valtozasa. Sok-
szor a szelektivitas és folbontas is valtozhat, ami annak
is koszénhetd, hogy az elvalasztas a gradiens program
késése miatt (a nagyobb gradiens késésl rendszeren),
mindig egy ,sziikségszer(” izokratikus szakasszal indul.
A kis gradiens késleltetés(i készililékeknél egy kezdeti
izokratikus szakasz beiktatasaval novelhetjiuk a ,latszo-
lagos” gradiens késést. A nagyobb gradiens késleltetés(i
rendszerek esetén pedig a gradiens programot nem az
elejétdl, hanem a késének megfeleld id6hoz tartozé kiin-
dulasi mozgdéfazis 6sszetételtol kell inditani, ha azt akar-
juk, hogy hasonlitson a kromatogram a kisebb késlel-
tetésl rendszeren mért kromatogramhoz. Ezt viszont a
meérések visszavezethetdsége miatt a gyakorlatban nem
tehetjuk meg, ez megmarad, mint elméleti lehetdség.

,Kromatografids modszerek atadasakor sokszor okozhat
gondot a kiilbnb6z6 rendszerek és kolonnak kozotti
madszertranszfernek nevezett moédszeradaptalas.”

Gyakori probléma, hogy régebbi, meglevé konvenci-
onalis nagynyomasu folyadékkromatografias (HPLC)
moddszereket viszink at, transzferalunk (tovabbiakban
a modszeratvitelt, a szaknyelvben elterjedt mddszer-
transzferalasnak nevezziik) UHPLC mddszerré vagy ép-
pen az ellenkez6je, hogy az UHPLC moddszereket kell
hagyomanyos oszlopra/készulékre atdolgozni, mert az
atvevd laboratériumban csak az all a rendelkezésre. Ki-
emeljuk, hogy egy mddszertranszferalas csak akkor lesz
sikeres, ha a kolonnak (all6fazisok) fellleti fizikai-kémiai
tulajdonsagai megegyeznek. Ennek taglaldsa meghalad-
ja a cikk kereteit. Az ismertetett szabalyok a készllékek
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és a kolonnak paraméteri klilonbségébdl eredo eltérése-
ket veszi figyelembe. Ez kllon elnevezést kap, amelyet
ugy hivunk, hogy geometriai médszertranszfer. Modszer-
transzferdlasnal az Un. geometriai transzfer szabalyok
mellett a gradiens id6 és oszlop holt id6 aranyat (t./t,)
is allandd értéken kell tartani. Az Uj gradiensid6 atvite-
lére az egyik oszloprdl a masikra, jé kozelitést ad az [1]
Osszefliggés, amennyiben valtozik a térfogataramlasi se-
besség, az oszlophossz, és a szemcseatméro.

2
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ahol t;, és t;, a gradiens ideje, F, és F, a térfogat-aram-
lasi sebessége, L, és L, a kolonna hossza, d , és d, az
atlagos szemcseatmérd. Az indexben jel6lt 1 és 2 pedig
a két eltéré kromatografias rendszert jeloli.

Az eltéré méretli kolonndk esetén a mintaadagolasi tér-
fogatot is valtoztatni kell, hogy elkeriljuk a térfogati
tulterhelést. A maximalisan a kolonnara adagolhato tér-
fogatok szoros 6sszefliggésben vannak a kolonna mére-
tével, és az elérhet6 kinetikai hatékonysaggal, amit az
allofazis szemcsedtmérdje szab meg. A két hatas figye-
lembe vételével belathatd, hogy sokkal kisebb térfoga-
tokat adagolhatunk egy 50 x 2,1mm-es kolonnara, mint
egy 50 x 4,6mm-esre. Az injektdlasi térfogatot a osz-
loptérfogatok aranyanak megfelel6en kell valtoztatnunk:

2
AR

2
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ahol V, és V, az injektalt minta mennyisége, d, és d, a
kolonnak atmérgje.

Amennyiben a folyadékkromatografids modszerlinket
valamilyen modellezé szoftver segitségével (pl. DryLab
3D) fejlesztettlik (Kromatografus, 2015 junius, 9-12),
lehetéséglink van az un. ,szimuldlt modszertranszferre”.
Ez arra ad lehet6séget, hogy - a szoftver segitségével - a
geometriai és injektalasi szabalyok mellett ([1] és [2]
egyenletek) a készilékek késleltetési térfogatat (V) is
figyelembe vegyuk.

A kovetkez6kben a helyes folyadékkromatografias mod-
szertranszferre mutatunk be példat.

A szimuldlt moddszertranszferhez harom eltér6 tipusu
készlléket (Acquity UPLC I-Class, Acquity UPLC H-Class
és Alliance 2965 HPLC) és harom kilénb6z6 méretl (50
X 2,1mm 1,7um, 100 x 3mm 2,6um és 150 x 4,6mm,
5um), de azonos toltetl (Kinetex C18) alléfazist alkal-
maztunk. A készlilékek jellemz6 paramétereit az 1. tab-
lazatban foglaltuk Gssze.

Kiinduldsi mddszernek az Aquity UPLC I-Class / 50 x
2,1mm Kinetex C18, 1,7um rendszert valasztottuk.

www.gen-labhu

1. tadbldzat: Folyadékkromatografids rendszerek és azok kolon-
nan kivili térfogatai

Kolonnan kivdli térfogat| Késleltetési térfogat
Rendszer
_ (L) (mL)
IAcquity UPLC 8 0,1
I-Class
IAcquity UPLC
H-Class 12 0,4
Alliance 2695
HPLC 30 1,0

Kromatografids koriilmények:

Allandé paraméterek:

- Mozgdfazis ,A”: 30mM Na-foszfat puffer, pH= 3,0

- Mozgdfazis ,B": acetonitril

- Gradiens Osszetétel: 10%B—90%B

- Homérséklet: 40°C

- Detektalas hulldmhossza: 220nm

- Modellvegylletek: Loratadin és Ph. Eur. szennyez0i
(2. abra)

. . : .:'_ ). ’ -l M
Losisdin lmpA Lol LrgiC
b »
I |
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lmgld Ispk (£ [ 5]

2. dbra: A Loratadin és Ph. Eur. szennyezdi

Valtozok:

Rendszer 1 (kiinduldsi paraméterek):

- Készlilék: Acquity UPLC I-Class

- All6fazis: 50 x 2,1mm Kinetex C18, 1,7um

- Gradiens idg (t.): 5 perc, aramlasi sebesség:
0,5mL/perc

- Az adagolt minta mennyisége: 1uL

Rendszer 2:

- Készlilék: Acquity UPLC H-Class

- All6fazis: 100 x 3mm Kinetex C18, 2,6um

- Gradiens id8 (t.): 10 perc, aramlasi sebesség:
1,0mL/perc

- Az adagolt minta mennyisége: 4uL

Rendszer 3:

- Készllék: Alliance 2965 HPLC

- All6fazis: 150 x 4,6mm Kinetex C18, 5um

- Gradiens id8 (t.): 15 perc, aramlasi sebesség:
2,4mL/perc

- Az adagolt minta mennyisége: 15uL

A 3. abran szimuldlt, normalizalt kromatogramokat mu-
tatunk be. A retenciods id6 tengely Ugy lett eltolva, hogy
egy szinten legyen az 5, 10 és 15 perces elemzési id6.
Az igy eltolt skalan latszik, hogy eltér6 kromatografias
rendszereken is viszonylag egyszerlien megoldhaté a
modszertranszfer, kézel ugyanolyan szelektivitassal.
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3. abra: A szimulalt mddszertranszfer kromatogramjai: a) Ké-
sziilék: Acquity UPLC I-Class / Alléfazis: 50 x 2,1mm Kinetex
C18, 1,7um, b) Késziilék: Acquity UPLC H-Class / Alléfazis: 100
x 3mm Kinetex C18, 2,6um, c) Készlilék: Alliance 2965 HPLC /
All6fazis: 150 x 4,6mm Kinetex C18, 5um, Retencids sorrend:
ImpD, ImpG, ImpB, Loratadin, ImpE, ImpF, ImpA, ImpC

Elsé korben tehat mindenképp hasznos lehet modellezni
a modszertranszfert, hogy lassuk mennyire tarthaté az
elvalasztas mindsége a klilonb6z6 kromatografias rend-
szerek kozott. Természetesen ez csak az els6 |épés, min-
dig meg kell gy6z6dnlink a valdosagban is a transzferalt
elvalasztas josagarol. Az egyszerl geometriai transzfer
szaballyal és a gradiens térfogat késés figyelembevéte-
|ével még nem vettink figyelembe minden paramétert,
ami befolyasolhatja az elvalasztast. Ezek kozul az egyik
legfontosabb a nyomas hatasa lehet, hiszen UHPLC ko-
rilmények kozott altalaban Iényegesen nagyobb nyo-
mason dolgozunk, mint a konvencionalis HPLC korilmé-
nyek kozétt. A nyomas pedig befolyasolja a retenciét,
a mozgdéfazis viszkozitdsat és fajlagos térfogatat is.
Ehhez adédhatnak még a nagy nyomas és linearis sebes-
ség mellet fellépd surlddasi hé-effektusok amelyek szin-
tén jelentdsen befolydsolhatjék a visszatartast. Ez utébbi
nagyban fligg a késziiléktdl (oszlop termosztat tipusatdl).

’ -

6. oldal
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A Magyar Kémikusok Egyesiilete Csongrad Megyei Csoportja
és az MTA Szegedi Akadémiai Bizottsag Kémiai Szakbizottsaga

2016. januar 25-27.
kozott Szegeden, a MTA SzAB Székhazaban (Szeged, Somogyi u. 7.) rendezi
XLVII. Kromatografias Tovabbképz6 Tanfolyamat.

Az utébbi évek tanfolyamain rendszeresen kiemelt téma volt a folyadékkromatografia-
tomegspektrometria kapcsolt technika. igy lesz ez most is, mert a korszer( analitikai
laboratériumokban ma mar nélkllozhetelen ez a mddszer. El6adasok hangzanak el a konvergens
kromatografiardl, a kromatografia, a kapillaris elektroforézis és a tomegspektrometria Uj fejlesztéseirdl,
bioldgiai mintak és élelmiszerek analizisének, hatdsagi laboratériumok legtjabb modszereirdl.

A tanfolyam el6adoéi ez alkalommal is a hazai elvalasztastudomany szaktekintélyei és fiatal kollégak,
valamint kromatografias berendezéseket, totmegspektrométereket forgalmazoé cégek képviseldi lesznek.

A teljesség igénye nélkil az elmult években a kovetkezd kollégdktdl hallottunk nagyszerl el6adasokat:
Antal Eszter, Bobaly Balazs, Drahos Laszld, Fekete Jend, Felinger Attila, Gali Attila, Harangi Janos, Herpai Zoltan,
Horvath Krisztian, Huszar Pal, Ilisz Istvan, Imre Béla, Imrik Péter, Jozsa Tibor, Juhasz Tamas, Kilar Ferenc,
Kirchkeszner Csaba, Klebovich Imre, Kéréh Orsolya, Kormany Rdébert, Mayer Matyas, Mark LaszI6, Monostori Péter,
Méricz Agnes, Osztheimer Eva, Péter Méria, Szabé Pal, Szekeres Andrds, Szeméan Judit, Szigeti Tamés,

Tabi Tamds, Timar Zoltan, Varga Tibor, Veress Tibor, Vékey Karoly.

A korabbi évekhez hasonléan a tanfolyamhoz kromatografias cégek legijabb termékeiket bemutaté
kiallitas csatlakozik. Hagyomanyos, vacsoraval egybekotott barati taldlkozénkat Szeged egyik patinas
éttermébe szervezzik.

A MKE Csongrad Megyei Csoportja nevében ezlton tisztelettel meghivjuk tanfolyamunkra
és kerjuk, hogy kollégait is tajékoztassa rendezvénylinkrél. Jelentkezés az MKE Csongrad Megyei
Csoportjanak honlapjan (www.mke-szeged.hu) lehetséges.

Jelentkezési hatarid6: 2016. januar 22.

A tanfolyam részvételi dija 18000 Ft + AFA, PhD hallgatéoknak: 11500 Ft + AFA.

A részvételi dij befizetését a Magyar Kémikusok Egyeslilete Csongrad Megyei Csoportja Szeged, K&H Bank
Rt. 1020020128610045-00000000 sz. egyszamlara ,MKE Kromatografias Tovabbképz6 Tanfolyam”
megjeloléssel kérjlik. Tovabbi informacidkat a MKE Csongrad Megyei Csoportjanak honlapjan talalnak,

ill. Bartok Tibortdl (tel: 62-546-503, e-mail: tibor.bartok@fumizol.hu)
és Janaky Tamastol (tel: 62-545-137, e-mail: janaky.tamas@med.u-szeged.hu) kaphatnak az érdekl&dék.

Bartok Tibor, Janaky Tamadas, Péter Antal Hannus Istvan

vezetOségi tagok elndk

www.gen-labhu /. olda



A langionizacios detek-
tor (FID) és hasznalata-
kor tapasztalt hibak fel-
ismerése és javitasa

Kory Kelly
Phenomenex Inc.

forditotta: Szabo Géza

Bevezetés

Napjainkban egyre tobben teszik fel a kérdést, hogy
nem m(ikédik a FID detektor (nincs ldng), vagy a ma-
sik gyakran elhangzé kérdés, hogy mi az oka, hogy
kialszik. Meg kell mondanunk, hogy megértjik a ké-
mikusokat, akik hasznaljadk ezt a technikat, mert mi
is gyakran taldlkoztunk mar ezzel a jelenséggel. A
ma forgalmazott készllékek elekronikus nyomas-
szabalyzoval (EPC) ellatottak, melynek egyik fontos
funkcidja, hogy a FID barmilyen hibait azonnal jelzi.

A langionizacios detektor (FID) és a miikodésekor
tapasztalt problémak

1 f

A NN

T T T T T
10 20 30 Al a0
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1. dbra: Sikertelen begyujtaskor tapasztalhatdé csicsok

Az EPC kromatografias készllékeknél a FID begyujtasa
automatikusan torténik, ha a mért daramerdsség egy els-
re megadott hatarérték ala csokken, ez tipikusan 2-3pA.
Amennyiben az aramer6sség, vagy a meért feszliltség
(mV, jel) szélsGséges értékek kozott valtozik - amelyet a
gaztomorség megvaltozasa, példaul a tomités megszi-
nése okozhat, vagy egyéb a FID m(ikodését befolyasolo
paraméterek valtozasa eredményez (hidrogén vagy le-
vegd aramlasi sebességének megvaltozasa) - a készlilék
automatikusan leall és figyelmeztets jelzést ad (1. abra).

8. olddl

Hibakeresés:

A hibaelharitas egyszerisitése érdekében el6szor is te-
gyuk fel a kérdést, hogy mikodétt-e a FID (égett-e a
lang) és csak aztan aludt-e ki? Minden egyes alkalom-
mal, amikor a rendszer begyujtja a langot, egy jellegze-
tes hangot hallunk. Amikor a lang begyullad, az alapvo-
nalon egy nagy, szikraszer( jelet latunk (100pA felett),
ami idében egybeesik magaval a hanggal (2. dbra). Ha a
FID be sem gyulladt, annak egészen mas okai lehetnek.

B 4

B4
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2. abra: Sikeres begyujtaskor tapasztalhatd csidcsok

Ha a lang a FID-ben meg sem gyullad:

A kovetkezbkben néhany hibat és annak elharitasat ad-
juk meg:

1. A FID fuvdkaja el van tomdédve, igy a gaz nem tud
azon kidramlani. Kivalté ok: kolonna degradacios ter-
mékek, vagy egyéb szilard részecskék kerilnek bele,
mely tul sok hasznalat utan koévetkezhet be. Megol-
das: tavolitsuk el a favokat és tisztitsuk meg. Kezdjlk
egy fecskendG tisztité dréttal (vagy hasonld eszkodz-
zel), amelyet a tetején dugunk be. A tomitogydr(irdl
(ferrul) szarmazd grafitot ultrahangos mosas haszna-
lataval is eltavolithatjuk szén-diszulfid alkalmazasaval.
2. A kovetkez6 lehetséges ok a begyujtashoz hasz-
nalt f(itészal meghibasodasa. Kivaltd ok lehet, hogy
a f(it6szal sérilt, vagy nem érintkezik megfelelGen.
A lang begyujtaskor narancsszin(i izzast kell, hogy las-
sunk, amennyiben ezt nem észleljliik, nagy valdszinliség-
gel ez lehet a probléma. Errdl a kbvetkezbképp gy6zddhe-
tiink meg. A langot kézzel is (manualisan) begyujthatjuk.
Ha begyujtas utan ég és égve is marad, akkor az iz-
zitd szalat ki kell cserélni vagy Ujra kell csatlakoztatni.

Problémat jelenthet ha az égést taplalé gazokat fel-
cseréljik. Sajat tapasztalatunkon keresztlil adunk meg
erre példat: hidrogén vivégazrél, héliumra valtottunk
és az atvaltasnal nem megfeleléen jartunk e. A héli-
um eldrasztotta az égést taplalé hidrogén vezetéket,
tehat a begyujtas sikertelen volt. Tanacsunk, hogy be-
gyujtas el6tt a hidrogén gaz vonalat at kell dramoltat-
ni hidrogénnel. Amennyiben gdzpalackokat hasznalunk,
el6fordulhat, hogy azokat felcseréljiik. Tandcsoljuk te-
hat, hogy FID begyujtasa el6tt gy6zddjliink meg, hogy
mind a gazok mindsége, mind a nyomasuk megfelel6-e.
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Ha a FID lang ég, majd varatlanul elalszik:

A gyakorld kromatografusoknak szembe kell nézni azzal
a problémaval is, hogy adott kisérleti kérlilmények ko-
zOtt jol mikod6 FID detektor mas beallitasnal kialszik.
Most néhany gyakorlatban tapasztalt okra hivjuk fel a
figyelemet. Példaul, ha az daramlasi sebesség tul nagy,
akkor az a langot elftjhatja. Ez akkor fordulhat el6, ami-
kor kis belsé atmérgjli oszloprdl (0,18, 0,25mm) na-
gyobbra (0,53mm) valtunk anélkil, hogy mddositanank
a szoftver beallitéasain. Megoldas lehet, hogy a ‘total flow’
lehet6séget hasznaljuk, ami korrigalja, a 0,53mm-es
kolonna miatt megnévelt vivéigaz aramlasi sebességet.

A FID megbizhaté m(ikodéséhez sziikséges egy minimalis
hémérséklet, ha ezt nem éri el, akkor a lang kialszik. Ki-
valté ok, a nem megfelel6 hémérséklet beallitas. A meg-
oldas: hogy a detektor hémérsékletét egy bizonyos ér-
ték felett kell tartanunk. Amennyiben ez a hataron, vagy
az alatt van, a készlilék nem tudja fenntartani a langot.

Ha a FID néha ég, maskor viszont nem:

A kolonna bekotése a detektorba alapvetéen megha-
tdrozza annak m(ikédését. A benyuldsi mélység nem
csak a jel nagysagat szabja meg, hanem kihat a FID
megbizhaté mlikodésére is. Az eltér6 benyulasi mély-
séget tobb tényezd szabja meg. Az egyik a kezel6 hi-
baja, a masik, hogy a detektor csatlakozdja feszlil és
benyomja a kolonna végét a favokaba. Ekkor a se-
gédgdz (make-up) aramot a kolonna blokkolja és a
FID nem megfelel6en m(ikédik. A lang nem a megszo-
kott modon ég, s6t még a kisebb huzat is eloltja azt.
Kulon figyelmet kell forditani a FID gazok térfogat aram-
lasi sebességére. Széls6séges esetben lehet, hogy azok-
nak az aramlasi sebessége nem megfelelé vagy egyal-
talan nem is aramolnak. Lehetséges, hogy a gazsz(rdk
eltomdbdtek vagy nem gaztomorek a vezetékek. A detek-
tor korrekt miikodéséhez sziikséges egy minimalis nyo-
mas, ha ez nincs meg, akkor a készlilék par masodpercig
probalja beallitani azt, majd figyelmeztet6 jelzést kild
és leall. Kivaltdé ok lehet, hogy egy esetleges szivargas
csOkkentheti a gaznyomast. Bizonyosodjunk meg arrol,
hogy a gazutanpotlas legaldbb 40psi nyomas alatt van.

Ez vonatkozik a hidrogénre, és a segédgazra (‘'make-up’),
gazokra is. A levegé magasabb nyomasértékeket igényel.
Ebben az esetben a ldng meggyullad, de a fenntartashoz
a rendszernek nincs elegendé utanpétlasa, igy az kialszik.
EllenGrizzik a nyomasértékeket a rendszer bemeneti ré-
szén a gyujtaskor, majd az aktudlis aramlasi értékeket.

Ha a detektorjel a beallitott kiiszobérték (cut-off)
alatt van:

Ez altalaban akkor fordul el6, amikor a kliszobérték el6z06-
leg magasra lett bedllitva. Ha a detektor nemrég volt tisz-
titva, vagy kiflitve, a hattér alacsonyabb értéket vehet fel.
Megoldas, hogy allitsuk nulla értékre a kliszobérték. Ezt
kévetben beallithatjuk Ugy, ahogy az alapvonal csékken.

Ha a FID jel nagymértékben csokken a szennye-
z6dése miatt:

Kivalté oka lehet, a kolonnavérzés, amikor is a szilan ala-
pu alléfaziskrél szilicium-dioxid rakdédik a gylijté elekt-
rodra. Megoldas az alapos detektortisztitas, amely utan
az érzékenység n6é. A masik ok ismét visszavezethetd
a nem jol beallitott gdzaramlasi sebességekre. Kivalto
oka lehet, hogy a bedllitdsok megvaltoztak, amikor U(j
modszert toltottink be. A megoldas az, hogy a hidro-
gén aramlasi sebességét az optimalis 35mL/perc-re al-
litjuk be, amelyhez 350mL/perc-es levegé és 35mL/
perc-es segédgaz (make-up gaz) aramlasi sebességet
valasztunk. Egyes késziilékeknél ez eltér6 amellett,
hogy a hidrogén-levegé arany egy a tizhez. A pon-
tos értékeket keresse meg a hasznalati Utmutatdban.
A legtobb estben a lang egy ideig ég, majd elalszik.

Nagy gazszivargas a detektorban:

Ennek oka a helytelenidl behelyezett kolonna. Ha ko-
lonna és a tOmitést rogzité anyacsavar a tomitével
(ferrul) nem ad egy hatdsos gaztomorséget, akkor az
égéshez szikséges gazok itt kifujnak, s nem jutnak a
detektorba, hogy az égést taplaljak. Ilyenkor ellen-
Orizni kell a gaztomorséget, és az Osszes csatlakozot
meghuzni. A gaztdmorség ellen6rzéséhez ne hasznal-
junk szappanos vizet, hanem megfeleld gazdetektort.

www.gen-labhu
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A Shimadzu bemutatja
az uj LCMS-8060
késziiléket

Simkon Kft.

Ez mindent megvaltoztat:

~Az LCMS-8060 késziilék a tbmegspektrometria Uj
Uttéré innovacioja, ami az LC-MS/MS adatmindséget,
érzékenységet és sebességet Uj megvilagitasba helyezi.”

Az UF-Qarray ionlencsék Ujradefinialasaval az LCMS-8060
készilékkel a mennyiségi méréshatarok jelentésen csok-
kennek és ez Uj lehet6ségeket jelent a kutatoknak. Az UF-

1. dbra: Az LCMS-8060 ionforras és lencserendszer felépitése
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2. dbra: MRM kromatogramok: 100pg/mL tiszta sztenderd

Annak érdekében, hogy a kivall6 LC hatékonysag
nagy sebességli MS/MS detektaldssal parosuljon,
a Shimadzu volt ez els6 tomegspektrométer gyartd, aki
15,000Da/sec pasztazasi sebességet és 15msec polari-
tas-valtasi id6t tudott kinalni. Az LCMS-8060 késziilék-
ben a pasztazasi sebesség 30,000Da/sec-ra emelke-
dett, a polaritas-valtas ideje pedig S5msec-ra csokkent.
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3. dbra: 105 peszticid MRM kromatogramja (300pg/mL), Smsec
polaritas valtasi id6. A kiemelt id6ablakban 65 komponenst de-
tektalunk 400msec ciklusid6vel

A készilék szamos célra, komplex problémak megolda-
sara tokéletesen alkalmas. Az aldbbiakban néhany fel-
hasznalasi tertletet mutatunk be.
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Intakt katekolaminok (CAs) emberi plazmabél tor-
téno nagy érzékenységli mennyiségi mérése

A klinikai kutatédsokban a plazma katekolaminokat
és azok O-metildlt  metabolitjait  betegségek
biomarkereiként szoktdak mérni. Olyan betegségek-
re lehet kovetkeztetni bel6liik, mint a magas vér-
nyomas, pheochromocytoma vagy neuroblastoma.
A katekolaminok alacsony fizioldgids szintje, a fizi-
kokémiai tulajdonsdgaik és lehetséges interferen-
cidgik miatt mérésiik nagy érzékenységet és speci-
fikussagot kovetel meg. SPE-LC/MS/MS modszert
fejlesztettlink az LCMS-8060 késziiléken katekolaminok
ultranagy érzékenységli, matrix interferencia nélkuli
mérésére. A mérési ciklusid6é a kolonna ekvilibralasaval
egyutt 12 perc, ami nagy mintakapacitast jelent.

4. dbra: Harom katekolamin mennyiségi mérése: kromato-
gram és kalibracids tartomanyok

5. dbra: Célvegyiiletek és deuterdlt bels6 sztenderdjeik vér-
mintaban

Verapamil nagy érzékenységili mérése plazma
mintabol

6. abra: Verapamil mérése vérmintabdl (100ag oszlopon);
jobbra: precizitds és pontossag a kalibracids tartomanyon

Nagy érzékenységili és sebességii torvényszéki
mérések

Informéaciéo gazdag MS/MS spektrumot MRM atmene-
tek alapjan is fel lehet venni. Az LCMS-8060 késztilék
gyorsan képes valtani teljes pasztazas és MRM modok
kozott a Synchronized Survey Scan (SSS) funkcioval.
Ezzel termékion spektrumot vesz fel az MRM atme-

www.gen-labhu

net kvazi molekula ionjabdl, ha az MRM atmenet egy
el6re beadllitott klisz6b értéket meghalad. 1000 ese-
ményt (Event) lehet beirni egy ilyen SSS mddszerbe.

Tireee {1,059 min - 5,650 min)

Compound Hame mi

Alpruzoben 301 0-20070,3
» MLO: T

| Froguction Scan i

7. dbra: MRM mod és termékion pasztdzas (PIS) kombinaldsa
egy SSS mddszerben

Robusztussag

8. adbra: Napon bellli és napok koz6tti robusztussag. A sziirke
sav jelzi a készilék ledllitasat

Konnyii felhasznaldi karbantartas

9. dbra: A Desolvation Line (DL) cseréje a vakuum megbontdsa
nélkal
LC/MS/MS mddszercsomagok és MS/MS konyvtara
= NOvényvédé szerek
= Allatgyégyszerek
*  VizminGség vizsgalat
= Kabitoszerek
= Gyors toxikologiai mddszercsomag
* Els6dleges metabolitok
= Lipid mediatorok
= Sejttenyészet profil
*= Metabolomikai enzimek élesztében

(MRM koényvtar)
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Puffer valasztas szem-
pontjai a hidrofil kdlcson-

hatasi kromatografiaban
Puffer kation és anion kivalasz-
tas hatasa az elvalasztasra

A. Carl Sanchez, Monika M. Kansal
Phenomenex Inc.

forditotta: Héja Kornélia
kiegészitette: Fekete Jend

1. Bevezetés

Folyadékkromatografidban, ahol a mozgofazis egyik
Osszetevéje viz és az elvalasztand6 vegylletek ionizal-
haté (disszocialhatd) csoportot tartalmaznak, a moz-
gofazis savassaga (pH) alapvetéen befolyasolja az
elvalasztast. A HILIC elvalasztasoknal az egyik legfon-
tosabb feladat a mozgofazis puffer pH értékének el-
lendrzése és megfelel6 kivalasztdsa. Ez azonban csak
egyik paramétere a puffernek, amely hatassal van az
elvédlasztasra. A pufferek, mint sék befolyasoljdk a
mozgodfazis ionerésségét, amely szintén hatdssal van
a kromatografias paraméterekre, de ezen kivil figye-
lembe kell venniink, hogy a pufferben Iévé ionoknak
jelentGs hatdsa van a retenciora és a szelektivitasra.

A HILIC elvalasztassal hasznalt nagy szerves oldo-
szer tartalom befolyasolja a puffer komponens (gyen-
ge sav vagy bazis) és az analizdlt komponens pKa
értékét is. A pKa érték valtozdsa a vizben mérthez
képest megvaltoztatja a hidrogén-ion aktivitasat, ez-
zel a mozgofazis pH értékét. Ez a valtozas maga utan
vonja a vizsgalt molekuldk ionizacidjanak megvaltoza-
sat is. Megvaltozik a molekularis formak aranya. Mind
a hidrogén-ion aktivitas (pH), mind a molekularis for-
mak aranyanak valtozasa hatassal van a visszatar-
tdsra és a kromatografias rendszer szelektivitasara.

A HILIC elvalasztasok kulcsfontossagu része a megfele-
16 puffer megvalasztasa, amely a modszer robusztussa-
gat (visszatartas allanddésagat) biztositja.”

Ebben a cikkben a kilonb6z6 kationok és anionok
HILIC elvalasztasokra gyakorolt hatasat mutatjuk be,
hangyasavval és hangyasav nélkil, kilonb6zé puf-
fereket alkalmazva. Végezetlil ajanlast teszlnk a
megfeleld puffer kivalasztasara és megadjuk az an-
ionok és kationok elvalasztasra gyakorolt hatasat.

2. Kisérleti célok és feltételek

A HILIC modszernél alapvet6 a nagy szerves olddszer
tartalmd mozgdéfazisok hasznalata. A forditott fazisu fo-
lyadékkromatografias (RPLC) gyakorlatbol joél ismert,
hogy a mozgofazis szerves olddszer tartalma nagyban
megvaltoztatja annak dielektromos allanddjat. Ezért
bemutatjuk, hogy acetonitril-viz olddszernél ez milyen
hatdssal van a szerves olddszer Gnprotonalodasara,

12. oldal

azaz a pKa értékre, amely a pH skalat és a mozgdéfazis-
ban a hidrogén-ion aktivitdst megszabja. (1. tablazat)

1. tdbldzat: RPLC-ndl hasznalatos vegyiilet besorolas
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Ebben a kozegben el6szor is mas értelmet nyer a vizes ko-
zegre definidlt pH, amely a hidrogén-ion aktivitast jellem-
Figyelembe kell venni, hogy a szervetlen anionok és
kationok szolvatacidja is nagyban eltéré lesz a vizben
jol tanulmanyozottdl és megismerttdl. Azt is figyelem-
be kell venni, hogy a megvaltozott szolvatacids viszo-
nyok miatt, egy kisdzasi hatds is érvényestilhet, amely
az allofazis feluletén megnoveli az anionos anyagok

sz

|6fazis fellletén egy vizben gazdag réteg taldlhato.
A HILIC polaris anyagok elvalasztasi mdédszere:

Ezek a vegylletek elsédlegesen savas vagy bazisos cso-
portot tartalmaznak. Az RPLC-nal hasznalatos vegyllet
besorolas alapjan, a savas csoportot tartalmazék kroma-
tografidsan a 2. osztalyba tartoznak, ezeket az 1. tabla-
zatban adtuk meg.

orotsav, pka=1,27 nikotinsav, pKa=4,74

i

1. dbra: Nikotinsav és orotsav megoszlasa n-oktanol-vizben a
pH fliggvényében.

A logD-pH gorbébdl lathaté (1. abra), hogy a ve-
gyuletek vizoldhatésaga nagy. Minden pH értéken
teljestl, hogy logD<-0,5, ezzel teljestl az a felté-
tel, hogy a visszatartdsuk a kétszeres holtid6nél na-
gyobb (k>1). A vegylletek masik nagy csoport-
jat a bazisos csoportot tartalmazé vegylletek
adtak, ezek kromatografidsan a 3. osztalyba soroltak.
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2. dbra: A bazisos csoportot tartalmazé vegyiiletek megoszlasa
n-oktanol-vizben a pH fliggvényében.

A bazisos csoportot tartalmazd vegylleteknél is telje-
sul, hogy savas kézegben a logD<-0,5, ezzel teljesl
az a feltétel, hogy a visszatartasuk a kétszeres holt-
idénél nagyobb (k>1) (2. abra). Ha a savas és bazi-
sos csoportot tartalmazdé vegylletek egy mintaban
fordulnak el6é akkor az n-oktanol-viz kozti megoszlas
bonyolultabb képet mutat. Ezt a 3. abran mutatjuk be.
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3. dbra: A bazisos és savas csoportot tartalmazd vegyuletek
megoszlasa n-oktanol-vizben a pH fiiggvényében.
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A vizet tartalmazd rendszereknél a logD és a logk kozoétt
Osszefliggés van, mert az n-oktanol-viz megoszlas rokon
a HILIC-nal feltételezett vizréteg és a kevésbé polaris
mozgodfazis kozott, amelyet modosit az alléfazis-kom-
ponens kozvetlen kélcsonhatdsa. A bemutatott adatok
vizre vonatkoznak. A HILIC elvdlasztasi modszernél ezt
modositja a nagy szerves oldoszer tartalom, amely a be-
vezet6ben leirtak szerint befolydsolja a mozgofazisban
a hidrogén-ion aktivitast (pH) és az ionhatast. Tanulma-
nyunkban ezt vessziik gorcsé ala és vetjliik dssze a vizes
rendszerre elGre jelzett adatokkal.

Tanulmanyunkban a kévetkez6 kisérleti paramétereket
vizsgaltuk:

- kation hatds, kationok: hidrogén-, litium-, natrium-,
kalium-, és ammanium-ion

- anion hatas, anionok: formiat-, perklorat-, klorid-,
tiocianat-ion hatdsat a visszatartasra és szelektivitas-
ra. A mozgoéfazis hidrogén-ion aktivitasat (pH) 0,1%
(0,25mmol/l), vagy 10mmol/lI toménységli perklérsavval.

Mozgé fazis: 90/10% ACN/puffer, a mérések izokratikus
modban torténtek.

A hangyasavat tartalmazé mozgofazisoknal 6sszevetet-
tik az eredményeket:

- Csak hangyasavat tartalmazott a mozgoéfazis
- A hangyasavhoz kll6nb6z6 sdkat tettiink

A méréseknél alkalmazott oszlopok a kévetkezdbk voltak:

Luna HILIC 3um, 100x2mm
Luna Silica(2) 3um, 100x2mm

3. Kisérleti eredmények és értékelésiik
3.1. Kation hatas vizsgalata a HILIC-ban

A 4. abran a Luna HILIC 3um kapott eredményeket mu-
tatjuk be. Az elsé kromatogramon a 0,1% hangyasa-
vas mozgofazissal kapott elvalasztas lathatd. A tovabbi
kromatogramokon hangyasav soéival készlilt elvalasztasok-
nal kapottakat lathatjuk, koncentraciéjuk 10mmol/I volt.
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4. abra: Luna HILIC kolonna, 0,1% hangyasavas mozgofazis-
sal és hangyasav séival késziilt elvalasztidsok, koncentracidjuk
10mmol/I
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Ugyanilyen koértulmények kozott az 5. abran a Luna
Silica(2) kolonnan kapott elvélasztdsokat mutatjuk be.
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5. dbra: Luna Silica(2) kolonna, 0,1% hangyasavas mozgoéfazis-
sal és hangyasav séival készilt elvalasztdsok, koncentracidjuk
10mmol/I.

A két kolonnan kapott eredmények Osszevetése els6-
ként és nyomatékosan ramutat, hogy a HILIC elvalasz-
tasoknal is, ahogy a RPLC-nal, az alléfazis kivalaszta-
sa alapvet6. A Luna HILIC kolonna egy olyan alléfazis,
ahol a szilikagél fellletén polimerizalt diol taldlhatd. A
polimer réteg arnyékolja a szilikagél fellletén talalha-
to szilanol csoportokat. Az alkoholos hidroxil csopor-
tok (diol csoportok) kolcs6nhatasa a kationokkal kis-
mértékl, s nincs kozottik jelentds kilénbség. A Luna
Silica(2) egy szilikagél kolonna, amelynek a fellle-
tén szilanol csoportok talalhatéak, melyek a vizes ré-
tegben ionizalédnak. A kationok ioncserés kolcson-
hatast alakitanak ki az ionizalt szilanolcsoportokkal.
Az elsOG koOvetkeztetés, amely mindkét kolonnanal ér-
vényesllt, hogy hangyasav hasznalata nem ad meg-
felel6 elvalasztast vagy kinetikai hatékonysagot. Az
ionos formaban lév6é kilonbozd formiat sék mind az
elvalasztast, mind a kinetikai hatékonysagot névelik.
A masodik altalanos kovetkeztetés, hogy a kiilonb6zé
kationok hasznalatakor a szelektivitas valtozik, de eltérd
maédon a Luna HILIC és Luna Silica(2) alléfazison. Em-
lékeztetdil, a Luna HILIC fellilete ioncserés hatas szem-
pontjabdl inertnek tekinthetd, kivéve a diol-polimer nem
boritotta felliletetet. Itt a kationok hatadsa kismértékd,
hatasukat elsddlegesen a mozgodfazisban fejtik ki. A re-
tencios sorrendet tekintve, itt felhasznalhatjuk a logD-pH
diagramot (3. abra). Feltételezve, hogy a legpolarisabb
molekularis formaban l1évé komponens elualddik utolsé-
nak, ez esetlinkben az orotsav (vegyltlet sorszama: 6),
majd ganciclovir (5), normetafrin (4), nikotinsav (3),
adenin (2) és végezetll a sumatriptan (1). Ha logD-pH
diagramon megnézzik, hogy ez a retenciés sorrend, mi-
lyen pH-nal varhaté, akkor ez a 6-8 pH tartomanyba esik.
Ez mutatja, hogy a retencié valtozast a vizhez képest
megvaltozott hidrogén-ion aktivitas okozza, amelyet az
1. tablazatban megadott dielektromos allandé megvalto-
zasaval hozhatunk 6sszefliggésbe. Ehhez jarul az egyes
kationok eltér6 kis6z6 hatasa. A ketté eredménye a kapott
kromatografias szelektivitas. Ez bizonyos mértékig egye-
zik a NH,*>K*>Na*>H*>Li*>Mg?* klasszikus Hofmesiter
sorozattal. A logD-pH diagramon lathatd, hogy kismér-
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ték(i cstszas a pH-ban mar retenciovaltast eredményez.
A vizsgalt vegylleteknél legkisebb kis6z6 hatdst muta-
t6 ammoénium és a legnagyobbat mutatd litium-ionnal
kaptuk a legjobb elvalasztast. Az ammaédnium-ionnal
kapott jo elvalasztas azért fontos, mert az ammaonium-
sok kompatibilisek a témegspektrométer detektorral.

A Luna Silica(2) kolonnanal egyértelm(, hogy a szilikagél
fellletén az ionizalt szilanolcsoportok jelent8s szerepet
jatszanak a visszatartasban és a szelektivitasban. A Luna
Silica(2) egy nagy tisztasagu szilikagél (Silica B), amely-
nél a szilanolok vizben mért pKa érték 7. A szilikagélek
(Silica B) vizsgalatakor kimutattak, hogy el6fordulnak
nagyobb savassaguak is, melyek pKa értéke 3 kordili.
A szilikagél fellletén a HILIC mddszernél hatarfellle-
ti vizréteg taldlhatd, igy azok pKa értéke nem valtozik.
Ennek kovetkeztében azok ionizalddnak és kation-cse-
rélokként viselkednek. Ez magyarazza, hogy a kationok
hatasa sokkal nagyobb a Luna HILIC-hez képest. Ismét
kiemelend6 a litium- és az ammoénium-ion hatasa. Az
ammonium-formiat alkalmazasakor tovabbi optimalas
szlikséges az elvalasztas hatékonysaganak novelésé-
re, ha tomegspektrométert hasznalunk detektorként.

3.2. Anionok és kationok egyiittes hatasa a HILIC-
ben

A kationok vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy az am-
monium-ion (@ammonium-formiat) hasznalhatd a
folyadékkromatograf-tomegspektrométer csatolt maod-
szernél. UV-detektalasnal a litium-ion tartalmu (litium-
formiat) mozgofazisok is jo elvalasztast adnak.
Elsbnek a sbhatas ellenGrzését végeztik el, ekkor a
mozgdfazishoz, amely 90/10% acetonitril/viz+0,1%
hangyasavat tartalmazott, 10mmol/l sét adtunk.
A kapott kromatogramokat a 6. abran adtuk meg.
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6. abra: Luna HILIC kolonnan a szervetlen és szerves sok hata-
sa a retencidra és a visszatartasra.

A szervetlen sOk hozzdaddsa a mozgdfazishoz je-
lentésen megvaltoztatta a retencidos sorrendet és
a szelektivitast, az elvalasztds csokkent. A litium-
formidt és az ammonium-formidt hozzdadasa az
alap mozgdéfazishoz puffert hozott Iétre, megdfeleld
pufferkapacitassal. A retenciés sorrend a Luna HILIC
oszlopon megfelelt a logD-pH diagrambdl el6re jelzet-
tel. Ismét kiemelnénk a hangyasav/ammonium-formiat
puffert, amelyet LC-MS moddszernél is hasznalhatunk.
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A Luna Silica(2) kolonnanal ugyanolyan kisérleti ko-
rilmények kozott kapott kromatogramokat a 7. abran
adtuk meg.
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7. abra: Luna Silica(2) kolonnan a szervetlen és szerves sk
hatdsa a retenciora és a visszatartasra.

Li* CI

NH,-CI’

A 3.1. fejezetben kiemeltik, hogy ha szilikagélt haszna-
lunk alléfazisnak, akkor az allofazis kationcseréld jellege
alapvetéen befolyasolja a retencids sorrendet, a visz-
szatartast és a szelektivitast. A szervetlen sé hozzaada-
ken a visszatartas és a retencios sorrend is. A formiat
soknal a kevésbé kaotrdp kation - ez a litium-ion -, mas
retenciot és szelektivitast adott, mint az ammadnium-ion.
A szilikagél alléfazisoknal a szerves sé kationja az el-
valasztasra jellemz4 Gsszes paramétert nagyban befo-
lyasolja. Az ammoénium-formiattal és a litium-formiattal
kapott kromatogramokat 0sszevetve eltér6 szelektivitast
kapunk a Luna Silica(2) és a Luna HILIC kolonnan, ez
ismét alahlzza az alléfazis els6dleges szerepét, egyben
ramutat az alléfazis valasztas elsédlegességére. Sajnala-
tos, hogy ezeket a hatasokat nem tudjuk elére megadni.

Az anionok kozil a tiocianat-anion kis6zé hatasa a leg-
nagyobb, ahogy ez a Hofmaister sorbdl kideril SO,*
>HPO,>>HCOO >CI'>CIO, >SCN". Ennek hatasat ki-
I6n vizsgaltuk, ismételten 10mmol/l koncentracioban
az alap mozgdfazishoz adva és a litium-formiat és
ammonium-formiat adalékkal kapott elvalasztassal 6sz-
szevetve. Az eredményeket a 8. abran adtuk meg.
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8. dbra: Luna HILIC kolonnan a tiocianat-anion (SCN-) hatésa a
retenciéra és a visszatartasra

A tiocionat-anion elvileg a legjobb ionparképz6 a vizs-
galt szervetlen anionok ko6zlil. Ha a nagy szerves oldo-
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szer tartalmlU mozgdéfazisnal ez az ionpar képz6dés le-
jatszdédna, akkor retencid csokkenést kellene kapnunk
a bazikus csoportot tartalmazé vegylletekre. A 2. ve-
gyulet bazisos csoportot tartalmaz (adenin, pKa=9,63),
retencidja jelentdsen eltér a litium-formiat tartalmuétdl,
novekedett, csokkenés helyett. A 4. vegyiilet is bazisos
csoportot tartalmaz (normetanefrin, pka=9,63), reten-
cidéja viszont csokkent. Ebbdl kévetkezik, hogy a szer-
vetlen ionparképz6 hatadsa a vizsgalt vegylletekre nem
bizonyithatd egyértelmlen, hasonléan a kis molekulato-
meg( anyagokra, de ki sem zarhato teljes mértékben.

A Luna Silica(2) kolonnaval is elvégeztiik a tiocianat-anion
hatasanak vizsgalatat. Itt az el6z6ekben taglalt ioncse-
rés hatas miatt 6sszetettebbek az elvalasztast megsza-

b6 folyamatok. A litium-formiattal és az ammonium-
formiattal vald Gsszevetést a 9. abran mutatjuk be.
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9. dbra: Luna Silica(2) kolonnan a tiocianat-anion (SCN) hatdsa
a retenciora és a visszatartasra

Kiemelendé6 az ammonium-tiocianattal kapott ered-
meény, ahol az ammaédnium-formiathoz képest jelentGsen
megvaltozott a szelektivitds. EbblOl az a kOvetkeztetés
vonhaté le, hogy a tiocianat-aniont lehet szelektivitas
novelésére hasznalni egyes vegylletek elvalasztasanal.
A Luna HILIC és a Luna Silica(2) kolonna &sszevetésé-
nél ismét megallapitottuk, hogy a szilikagél alapu HILIC
oszlopon nagyobb visszatartasokat és mas szelektivitast
kaptunk. A Luna HILIC kolonnanal, ahol az alléfazis kol-
csOnhatasa jelent6sen kisebb a Luna Silica(2)-nél, egy-
értelmU, hogy a hatarfellileti vizes fazisban az anionok
kis6zd hatasa érvényesll. A legnagyobb mértékben visz-
szatartott komponens a savas jellegli orotsav. A Luna
Silica(2) kolonnanal, az ammodnium-acetatot kivéve, az
alifas primer amino-csoportot tartalmazé vegytlet visz-
szatartasa a legnagyobb. Ennek a részlegesen ionizalt
vegyliletnek lesz a legerGsebb ioncserés kolcsonha-
tasa az ionizalt szilanolcsoportokkal (allé6fazis hatas).

3.3. Anion-hatas vizsgalata hangyasavas mozgo6-
fazisban

A mozgoéfazishoz kulénb6z6 anionokat adva vizsgal-
tuk a tesztvegylletek visszatartasara és a kromato-
grafias rendszerre gyakorolt hatasat. Az anionok hoz-
zdadasa 10mmol/l ammonium-sé formajaban tortént.
Ahhoz, hogy az anion-hatast megértsik, ismerntnk kell
az alloéfazisban a koncentraciojukat. Ezt kdozvetlenlil nem
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lehet mérni, viszont arényos lesz az adott alléfazison
mért retencidjukkal. A nagyobb retencioju anion fellleti
koncentracidja nagyobb és jobban érvényesiil, hogy a
vegylleteket kisézza a mozgdéfazis felé, ami eredménye
a retencid csokkenése. A kilonb6zdé anionok retencidjat
mutatjuk be a 10. és 12. abran. Az anionok kélcsénha-
tasa a szilikagél alapu allofazissal elhanyagolhatd, ezért
a hatarfellleti viz rétegbe oldédnak be. Az egyes anio-
nok retencios sorrendje mindkét alléfazison a kdvetkezs:
perklorat-, tiocianat- és klorid-ion. Mind a Luna HILIC,
mind a Luna Silica(2) kolonnan az orotsav (6) retencios
idejét a klorid-ion csokkenti a legnagyobb mértékben.
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10. abra: Anionok és kationok visszatartdsa, 0,1% ammonium-
formiat, 90/10% acetonitril elegyben, pH=3,2. Kolonna: Luna
HILIC

SCN

kis6zé hatasu anionnak miért nagyobb a retencié csok-
kentd hatasa. Ugyanez vonatkozik a formiat-anionra is.
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12. abra Anionok és kationok visszatartasa, 0,1% ammonium-
formiat, 90/10% acetonitril elegyben, pH=3,2. Kolonna: Luna
Silica(2)

Az anionok visszatartasa a szilikagélen kisebb, ez mutat-
ja, hogy a szilanolcsoportok egy része a vizsgalt koraimé-
nyek kézott ionos forméban van. A 13. dbran adtuk meg az
egyes anionok hatdsat a vizsgalt vegylletek visszatarta-
sara. A kis6zé hatas az er6sen savas karakter(i orotsavnal
(pKa=1,27) a legnagyobb, mert a vizsgalt pH=3,2
savassagu kozegben gyakorlatilag teljes mértékben
ionizalt formaban van. A perklorat- és a tiocianat-anionok
hatasa ugyanaz, amit leirtunk a Luna HILIC kolonnanal.
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11. dbra: A 0,1% hangyasavas mozgoéfazishoz adott 10mmol/I
ammonium-sok hatasa az elvalasztasra. Kolonna: Luna HILIC

Osszefoglaléan az anionhatéast értelmezziik a Luna HILIC
kolonnanal (11. abra). Azeddigiekbdl kiderult, hogy a Luna
HILIC kolonnanal a fellleti vizrétegbe beoldddd anionok
kis6zd hatdsa szabja meg elsédlegesen a komponensek
visszatartasat. A klorid-ion kis6z6 hatdsa a legnagyobb,
itt kaptuk a legkisebb visszatartasokat, majd kovetkezik
a perklorat-anion, ahol a visszatardsok mar nagyobbak.
A tiocianat-anion kis6zé hatdsa a legkisebb, ez viszont
kevésbé érvényesliil a visszatartasban, azonban a legna-
gyobb retencidju komponens savas jellegl, ez a kis6zd
hatdsra utal. A tiocianat-anion visszatartasa a Luna HILIC
kolonnan nagyobb, mint a perklorat-anioné, ezért feldu-
suldsa a hatarrétegi vizrétegben nagyobb, ezzel kis6zd
hatdsa is. Ez a magyarazata annak, hogy a gyengébb
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13. abra: A 0,1% hangyasavas mozgéfazishoz adott 10mmol/I
ammoénium-sok hatdsa az elvalasztasra. Kolonna: Luna Silica(2)

3.4. Kationok hatasa a HILIC elvalasztasokban

A kationok hatdsat a HILIC elvalasztédsban izokratikus
modban, 90/10% acetonitril/viz mozgodfazissal vizs-
galtuk, ami 0,1% perklorsavat tartalmazott. A vizs-
galt kationokat (Li*, Na*, K*, NH,(*) 10mmol/I
koncentracidban adtuk az alap mozgdfazishoz.
A kapott elvalasztésokat a 14. és 15. abrakon adtuk
meg. A perkldrsav a hatarfellleti fazisban 1 és 2 ko-
rali savassagu (pH) kozeget alakit ki, mindkét alléfa-
zis hatarfellileti vizrétegében. Ez a bazisos csoporto-
kat protondlja a savas csoportot tartalmozd orotsav

......

s s

pott, kozel azonos retencidk az anion sodhatasnak
tudhatdak be, ezt bizonyitjak a kozel azonos visszatar-
tésok is. Osszevetve az anion és kation hatdst az an-
ion hatas kifejezettebb és az anionok mindségétdl fligg.
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14. dbra: A 0,1%-o0s perkldérsavas, 90/10 acetonitril/viz mozgo-
fazishoz adott fém-kloridok hatdsa a vizsgalt vegytletek elva-
lasztasara, Luna HILIC kolonnan.
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15. dbra: A 0,1%-o0s perklérsavas, 90/10 acetonitril/viz mozgo-
fazishoz adott fém-kloridok hatdsa a vizsgalt vegytletek elva-
lasztdsara, Luna Silica(2) kolonnan.

4. Osszefoglalé értékelés

Vizsgalatainkban savas és bazisos csoportokat tartalma-
z6 proton funkcids vegylletek elvalasztasat vizsgaltuk,
két eltérd tulajdonsagu polaris kolonnan. Az egyik egy
polimerrel boritott szilikagél (Luna HILIC), amely fellle-
tén diol csoportok adtdk a koélcsénhatasi helyeket.

A masik egy szilikagél (Luna Silica(2)), melynek fellle-
tén az erds kolcsbnhatasra alkalmas szilanol csoportok
taldlhatdk, amelyek a vizsgalt korilmények kozott rész-
ben ionizalt formaban voltak. Az eltér6 anionok és kat-
ionok alkalmazasakor fel kivantuk deriteni azok hatasat
az elvalasztasra.
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A legfontosabb kévetkeztetések a két alléfazison kapott
eredmények Gsszehasonlitasa alapjan:

1. Az alléfazis minGsége, annak kolcs6nhatasa a
vizsgalt komponensekkel alapvetéen meghatarozza
azok visszatartasat.

2. Ez okozza azt, hogy a komponensek hatarfellle-
ti vizrétegébe vald beolddédasa, amelyet a logD-
pH fliggvénnyel jellemzlink, nem tikrozi vissza a
retencids sorrendet.

3. A hatarfellileten az adszorbealt réteg pH-ja, amely-
nek dont6 GsszetevGje viz, nem ismert. Ezzel az
retencids sorrend és a logD-pH diagram alapjan va-
|6szinlsithetd, hogy a vizhez képest pH eltérés van.

4. A visszatartast, szelektivitast és a cslcsszélesedést
az ionos komponensek jelentésen befolyasoljak. A
gyenge sav, mint a hangyasav, vagy nem megfele-
I6 szelektivitast, vagy nem elfogadhatd cslcsalakot
eredményez.

5. A hangyasav séi jelentésen megvaltoztatjak az el-
valasztasra jellemz6 adatokat. A kulonbozd sok
kozul, tapasztalataink szerint, az ammonium-sdk
adjak a legjobb elvalasztast. Ez az eredménylink
azért is fontos, mert az ammonium vegylletek,
és pufferek hasznalhatok a folyadékkromatograf-
tomegspektrométer kapcsolt technikaban.

6. Az anionoknal a visszatartas befolyasolasanal kiso-
z6 hatas érvényesll. A klorid-ion adta a legkisebb
visszatartasokat, mert legnagyobb a feldusuldsa a
hatarfellleti vizrétegben és legnagyobb a kis6z6 ha-
tasa.

7. Az allofazis hatasat bizonyitja, hogy a kationok hata-
sa a szilikagél (Luna Silica(2)) kolonnara nagyobb,
mint a Luna HILIC kolonnanal. Ez visszavezethets
arra, hogy a kationok és a vizsgalt vegylletek ver-
sengenek az alléfazis feluletén 1éve ioncseréld helye-
kért (ionizalt szilanolcsoportok).

8. A szervetlen ionparképzOk visszatartasra gyakorolt
hatasat csak kozvetve lehetett bizonyitani, azok ki-
$06z0 hatasa valdszin(ibb.

9. A kation- és anion-hatds egytt hatarozzak meg az
elvalasztast.

10. Az el6z6ekbdl kovetkezik, hogy a pH-an kivil a
puffer kémiai Osszetétele is nagyban befolyasolja a
retenciét és a szelektivitast. A puffer komponensek
gondos kivalasztasaval az elvalasztas nagyban
befolyasolhatd.
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Akiralis alloéfazisok
osszehasonlitasa
SFC koriilmények kozott

Philip-J. " Koerner, Nick Mitchell, Sky Countryman
Phenomenex Inc.

forditotta: Szasz Vadasz Tas

A szuperkritikus folyadékkromatografia (SFC) egyre na-
gyobb elismerésnek 6rvend a gyogyszeriparban, kulo-
nosen Uj molekuldk kutatdsaban, klinikai készitmények
elvalasztasaban, tisztitasaban. Mostanaig ezt a technikat
kis molekuldk kirdlis preparativ elvalasztasara taldltak
leghasznosabbnak, annak ellenére, hogy az SFC nagy le-
hetGséget biztosit a megfelel6 akirdlis kolonna kivalasz-
tasdhoz, mddszerfejlesztéshez.

Bevezetés

Az egyik legnagyobb kihivéas a gydgyszeriparban a reakcio
elegyek analizise és tisztitdsa. Kiilonésen igaz ez kényv-
tarszintézisek, illetve potencidlis Uj gydgyszerhatéanya-
gok vizsgalata esetén. Napjaink Osszetett szintézisutja-
inak eredményeként sok komponensbdl allé elegyeket
kapunk, melyek széles polaritas tartomanyt élelnek at. A
nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC) hagyo-
manyosan a megfeleld analitikai mddszer a hasonlo ele-
gyek vizsgalatara. Az SFC technoldgia egy jo alternativa,
kiegészitd technoldgia lehet a HPLC elvalasztas mellett,
szamos el6nyos tulajdonsdganak koszonhetben. Ezek
tobbek kozott jobb felbontads, gyorsabb analizisid6, ha-
tékonyabb mintakezelés. Az SFC mindemellett un. ,z6ld”
technoldgia, ugyanis kevesebb az olddszer felhasznalas.
Az SFC technikaban hasznalt szén-dioxid (CO,) a kri-
tikus allapota kozelében van (13,1°C, >73,8bar) szer-
ves moddosité (pl. metanol) mellett. Ez a relativ kevés-
bé polaros mozgoéfazis hasznalhatdé normal és forditott
fazisu elvalasztasokhoz, mindemellett a szuperkritikus
CO, alacsony viszkozitasanak és magas diffuzivitasanak
készbnhetden joval gyorsabb elvalasztast érhetlink el.
A gyodgyszeriparban az SFC technoldgia elsGsorban a
kiralis elvalasztasok kapcsan valt népszerlivé. Ezen tech-
nika kedvez6 tulajdonsagainak készonhetéen, mint ala-
csony viszkozitas, magas diffuzivitds, a HPLC-ben alkal-
mazhato kiralis kolonnak atalakitas nélkil hasznalhatoak.

Manapsag a klilonb6zd klinikai és analitikai laboratériu-
mok masodlagos figyelmet szentelnek az SFC technika-
nak, ha akiralis elvalasztasrol van sz6. A kromatografusok
szamara a legfontosabb feladat egy olyan altalanosan
hasznalhatd kolonna kivalasztdsa az SFC technoldgia-
hoz, mint a forditott fazisi HPLC technika C18 fazisa.
Jelen irasunkban azt szeretnénk bemutatni, hogy az
akiralis elvalasztasokra is igen széles kérben hasznal-
haté az SFC technoldgia. A mddszerfejlesztés velejaro-
ja, ahogy a kirdlis fejlesztések esetén is, a korulltekin-
t6 kolonna valasztas, mely a megfelel6 kromatografias
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elvalasztast nyujtja az adott feladatra. Kulonésen fon-
tos ez, ha a célvegylletlinket preparativ kromatografi-
as eljarasban szeretnénk kinyerni. A megfeleldé kolonna
valasztas eredményezi a kromatografus szamara a jo
kromatografias elvalasztast és szelektivitast, mellyel a
célkomponens elkilonithet6é a minta tovabbi 6sszetevaitol.
Fontos, hogy ezen f6 komponens jol elkllonilten, koran
elualddik, igy is novelhetd a kromatografids hatékonysag.

Kisérleti koriilmények

Készlilék: Thar SFC Inverstigator (Thar Instruments,
Pittsburgh, PA, USA), Gilson UV/VIS-151 valtoztathatd
hulldmhosszU detektor (Gilson, Middleton, WI, USA),
SuperChrom v2.6 kiértékel6 szoftver (Thar Instruments)
Mobilfazis: nagy tisztasagu ipari CO, (99,995% tisz-
tasag, Air Liquide, Houston TX, USA), HPLC tisz-
tasagd metanol (Honeywell Burdick and Jackson,
Muskegon, Michigan, USA). A klilénb6z6é akiralis ko-
lonndk gyartéja a Phenomenex (Torrance, CA, USA)

Kolonnak:

Luna® S5pm NH,

Luna® 5um Silica(2)
Synergi™ 4um Polar-RP®
Luna® 5um HILIC

Az Osszes kolonnan az alabbi kértlményeket alkalmaztuk:

Dimenzid: 250 x 4,6mm

Mozgoéfazis: A: Metanol

B: Carbon Széndioxid (CO,)

Gradiens: A/B (5:95) - (50:50) 5,5 perc alatt,
majd 2 perc izokratikus

Aramlasi sebesség: 3,0ml/perc

HOomérséklet: 40°C

Nyomas: 200 bar (~2900psi)

Detektalas: UV @ 254nm

Injektalt térfogat: 1L

Két kiilonb6zé mintaelegyet injektaltunk a fent emlitett
kortlmények kozott, mind a négy kolonnara.
Tesztelegy 1: 1. Uracil, 2. Hydrocortisone, 3.
Sulfanilamide, 4. Ethyl-2-methyl-3-indoleacetate
Tesztelegy 2: 1. Benzoic Acid, 2. Caffeine,

3. Acetaminophen

Eredmények

Thar SFC Investigator rendszert hasznaltunk kulénbo-
z6 Phenomenex alléfazisokkal, két kilonb6z6 mintake-
verékre. Az eredmények azt mutatjak (1. és 2. abra),
hogy ugyan az SFC alléfazis azonos, a kulonb6zd ko-
lonnak eltérd szelektivitdsuak, igy a kapott kromato-
grafias eredmény is mas. Mind a négy kolonnara injek-
taltuk a két mintaelegyet. A valasztott négy kolonna
teljesen eltér6 mechanizmus szerint mikodne: forditott
fazisu Synergi Polar-RP, normal fazisi Luna Silica(2)
és Luna NH,, illetve HILIC mddban a Luna HILIC. Ter-
mészetesen SFC modban is tapasztalhatdé a kiilonbo-
z6 kolonnakon a retencids idék valtozasa, valamint az
ellciés sorrend felcserélédése. Igy a szelektivitas kii-
Ionbségeket tudjuk kihasznalni, és kivalasztani a meg-
felel6 kolonnat a kromatografias feladat megoldasahoz.
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a) SynergiPolar-RP

b) LunaNH

Luna HILIC

q

a -

LunasSilica(2)

1. dbra: Tesztelegy (Uracil ;,, Hydrocortisone,, Sulfanila-
mide,, Ethyl-2-methyl-3-indoleacetate , ) Synergi Polar-RP®
(a), Luna® NH2 (b), Luna® HILIC (c), és Luna® Silica(2) (d)
kolonnakon.

Az analitikusok szamara a kiilonb6z6 kolonnakon tapasz-
talhatd szelektivitasbeli kiilonbségek adnak lehetGséget
arra, hogy medfeleléen hatékony kromatografids maod-
szert fejlesszenek. Ez nagyon fontos tovabba, hogy az
ismeretlen mintaelegy 0sszetételét jobban megismerjék.

Kovetkeztetések
A fenti példakon bemutatott modszerekben lathatdak a

klilonb6z6 szelektivitasbdl addédd kiilénbségek, melyek
az SFC technolégidban is jelentkeznek.

3 NEE g
S | : = e R
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MUSZERES MODSZEREI

Wigryar
megfelemt
cim il szakkdmper,

a) SynergiPolar-RP

A
b) LunaNH
<) LunaHILIC
d) LunaSilica(2)

2. abra: Tesztelegy 2 (Benzoic acid,,,, Caffeine,, és Acetami-
nophen ;) Synergi Polar-RP® (a), Luna® NH2 (b), Luna® HILIC
(c) és Luna® Silica(2) (d) kolonnakon.

Az SFC technoldgia tovabba a méretnovelhetdségnek, a
kevés szerves oldészer felhaszndlasnak és egyedi sze-
lektivitasnak koszonhetéen a preparativ kromatografi-
aban is tekintélyes szerepet tolthet be. A Phenomenex
kolonnak, ahogy ezt a mostani példa is mutatja, széles
szelektivitasi spektrumot fednek le, masrészt a robusz-
tussagnak és reprodukalhatésagnak koszénhetéen az
SFC technoldgiaban is remekiil hasznalhatdéak. ElImond-
haté tehat, hogy a klinikai és gydgyszeriparban mar jol
ismert és hasznalt fazisok SFC technikaban is remekdil
megalljak a helylket, és ez egy kiegészitd technika lehet
a fejlesztd analitikusok kezében.
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Az immobilizalt és fizika-
ilag kotott poliszacharid
alapa kiralis HPLC osz-
lopok 6sszehasonlitasa
altalanos oldoszer ossze-
tételek mellett

Zdravko Milanov, Liming Peng, Jeff Layne,
Marc Jacob
Phenomenex Inc.

forditotta: Imrik Péter

Két eltér6 kiradlis allofazist (Lux® Cellulose-1
és CHIRALPAK® IB) hasonlitottunk Gssze me-

lyek azonos kirdlis szelektorral, cellulose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) rendelkeznek. A legfébb
kllonbség a két allofazis kozott, hogy mig az egyik a
hordozé szilikagél bevonasaval, addig a masik alléfazis
egy un. immobilizalt alléfazis, ahol a poliszacharid sze-
lektor kovalens kotéssel van rogzitve a szilikagélhez. Ez
a kovalens kotés lehetévé teszi, hogy sokkal szélesebb
korben alkalmazhatunk olyan oldészereket (pl. THF, DMF,
aceton, EtOAc, DKM), ami a fizikailag kotott allofazisok
esetében nem megengedett. Ebben a cikkben megvizs-
galjuk, hogy az immobilizalt alléfazisokhoz hasznalha-
té oldoszerek milyen elényokkel jarhatnak egyaltalan.

Bevezetés

~A modositott poliszacharid alapu alléfazisok a legszéle-
sebb kérben hasznalt CSP-k (Chiral Stationary Phase),
az altaluk kinalt széles kiralis szelektivitas
és a magas terhelhetbéséglik miatt.”

A legtobb poliszacharid allofazis esetében normal fazisu
koérulmények mellett végezzlik az elvalasztasokat, mert
tapasztalatok alapjan ezen korilmények kedveznek legin-
kabb a kiralis elvalasztasoknal felléps kolcsonhatasoknak.

A poliszacharid alapu kirdlis alléfazisok tulnyomd ré-
sze fizikailag kotott, mely nem kapcsolédik kémia-
ilag (pl.: kovalens koétés) a hordozd szilikdhoz. A koz-
elmultban az immobilizalt poliszacharid CSP-k, ahol a
kiralis szelektor kovalens kotésen keresztiul kapcso-
I6dik a hordozdéhoz, széles korben elérhetové valtak.
Ezen allofazisok lehetévé teszik agresszivabb oldo-
szerek hasznalatat, mint példaul a klérozott szénhid-
rogének, melyeket nem haszndlhattunk a hagyoma-
nyos poliszacharid alapu kiralis alléfazisok esetében.

T6bb esetben talalunk utalasokat, hogy a szélesebb ol-
ddszer kompatibilitdas megnovelheti az adott alléfazissal
elvalaszthato kiralis vegylletek szamat és ez szélesebb
szelektivitasi spektrumot jelenthet. Sajnos kevés Gssze-
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hasonlitas all rendelkezésre, hogy ezt az allitast igazol-
juk. Ebben a cikkben szeretnénk erre a felvetésre tobb
elvalasztason keresztll valaszt talalni. A két 6sszehason-
litott kiralis allofazis azonos kiralis szelektorral - cellulose
tris(3,5-dimethylphenylcarbamate) - rendelkezett, amint
az 1. abran is lathatjuk.

Ezeken az all6fazisokon torténd modszerfejlesztéseknél
a normal fazisu korlilmények a legaltalanosabbak, me-
lyek kiemelten kedveznek a kiralis elvalasztasok esetén
fellép6é kolcsonhatasoknak. A kirdlis elvalasztasoknal
(poliszacharid alléfazis) hexan és valamilyen alkohol ke-
veréke mondhato a legelterjedtebbnek. El6z6leg mar tobb
alkalmazas segitségével megvizsgaltuk, hogy eltérd sze-
lektivitasokat tapasztalhatunk izopropil-alkohol és etanol
hasznalata mellett. Klortartalmu olddszerek és etil-ace-
tat szintén hasznalhatd, mint modositd és befolyasolhat-
ja a szelektivitast, de mint ismeretes ezek az olddszerek
nem hasznalhatok a hagyomanyos, fizikailag kotott al-
|6fazisok esetében. Tanulmanyunkban a fenti oldészere-
ket csak az immobilizalt all6fazisok esetében hasznaltuk.
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1. dbra: Haszndlt all6fazisok funkcids csoportjainak felépitése

Anyagok és moédszerek

Minden analizist Agilent 1100-as HPLC késziléken
(Agilent Technologies, Pali Alto, CA, USA) végeztlink
(automata mintaadagoléval és kvaterner pumpaval
szerelve) és UV detektdlast hasznaltunk. A felhasznalt
HPLC oszlopok: Lux® Cellulose-1 (fizikailag modosi-
tott) és CHIRALPAK®-IB (immobilizalt) S5um-es szem-
csemérettel toltve. A méréseket 1ml/perc aramlasi
sebesség mellett szobah6mérsékleten végeztiik. A fel-
hasznalt eluenseket az 1. szdmu tablazat tartalmazza.

1. tdbldzat: Ebben a tanulmanyban hasznalt mozgdfazisok

Mozgéfazis
Coated Phasa B0:20:0.1 Hex:IPA:DEA; and 85:15:0.1 Hex:EtOH:DEA
Lux® Cellulose-1
Immobilized 80:20:0.1 HexIPADEA; 85:15:0.1 Hex: EtOHDEA;
Fhase 65:35:0.1 Hex:EtOAc Ethanolamine; and
CHIRALPAK® 1B 65:35:0.1 Hex:CHCL :Ethanolamine

DEA = dietil-amin; IPA = izopropil alkohol; CHCI2 = Kloroform;
Hex = Hexan; EtOH = Etanol; EtOAc = etilacetat
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Eredmények és Kovetkeztetések

A hagyomanyos és immobilizalt allofazisok kozotti sze-
lektivitasbeli kulonbségeket 51, a gyodgyszeripar sza-
mara érdekes vegylleten, kilonféle olddszer Gssze-
tételek mellett vizsgaltuk. Az els6 mérési sorozatnal
modositdként izopropanolt (IPA) hasznaltunk DEA-val.
A vizsgalt 51 vegyllet kozul 22 esetben megfelelé el-
valasztast kaptunk 80:20:0,1 aranyu hexan:IPA:DEA
mozgodfazis hasznalataval. A fenti korlilmények ko-
zOtt kapott eredményeket a 2. tablazat tartalmazza.

2. téblazat: 22 vegylilet elvalasztdsanak 6sszehasonlitdsa azo-
nos koérilmények kozott, két tipusu kirdlis alléfazis hasznalata
esetén

Compaisndy (o CHIRBLPAK® Compounds Lesx CHIRAL PAR®
Cellaloge-! ] Celuigse-1 13
Tetralryoe caoding y K Tk prcsiod | L
Mstopioiol | K Biscopaksd 'l Partial
Tetramizole f K Sufconarols ] Partial
Halotantrina bl ¥ Dv phenadiine l 'l
Bogaraokal y Partiad Miamzann | 1 1
Rugeanidd ¥ Pamal 1.1-Difvyeezary 6.6 '] d
Dma ey Rephemyl
Canuroiol Fartal K Mathoay - p-1oiyl 'l ]
sullcaide
Metomidata f 5 Prilacaine 4 Partial
Mephenisin i X Kilidgping X J
Coazapam ) v Bupivacaine v 1
Copranoiol x ¥ Disopyramide Partial ]
L CHIRALFAK®
Callulese-1 ]
+ Hasaline Raschution A, = 1.5 W T
x Partisl Resolotion 08 < R < 1.5 2 ]

Mo resobution B, < 0.8 3 i

A sikeresen elvalasztott vegylletek szazalékos meg-
oszlasbal jol lathatjuk, hogy a hagyomanyos alléfazison
megkézelitoleg kétszer annyi sikeres elvalasztast értlink
el hexan/izopropanol hasznalatéval. (2. abra)

Lux Cailulose-1 vs, CHIRALPAK® [B
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2. dbra: Eredményesen (Rs>2) elvalasztott vegylletek szazalé-
kos megoszldsa IPA modositd esetén

Ugyanazon 51 vegydilet vizsgalata mas olddszer 6sszeté-
tel mellett, etanol szerves olddszer és DEA mddositd hasz-
nalataval. A vizsgalt 51 vegyllet kozll 28 esetén meg-
felel6 szelektivitast tapasztaltunk. Az eluens Gsszetétele
ebben az esetben 85:15:0,1 aranyu hexan:etanol:DEA
volt. A 3. tablazatban Gsszefoglaltuk az eredményeket.

www.gen-labhu

3. tébladzat: 28 vegyllet elvalasztasdnak 6sszehasonlitdsa azo-
nos koérilmények kozoétt, két tipusu kiralis allofazis hasznalata
esetén
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A sikeresen elvalasztott vegylletek szazalékos megosz-
lasbdl jol latszik hogy a hagyomanyos alléfazison meg-
kozelitéleg kétszer annyi sikeres elvalasztast értlink he-
xan/etanol hasznalataval. (3. abra)

Lux®™ Celliose-1 vs, CHIRALPAK® 1B
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3. dbra: Eredményesen (Rs>2) elvalasztott vegylletek szaza-
Iékos megoszldsa etanol médositd esetén

Erdekes, hogy bar mindkét oszlop az esetiinkben azo-
nos kiralis szelektorral rendelkezett - cellulose tris(3,5-
dimethylphenylcarbamate) -, kevés atfedés volt azon ve-
gyuletek kozott amelyek megfelel6 elvalasztast mutattak,
mind az immobilizalt és a fizikailag kotott alléfazisokon,
amint azt a 4. szamu abran lathatjuk. A vizsgalt vegyl-
letek kevesebb, mint 25%-nal kaptunk megfeleld elvalast
mindkét oszlopon a leirt elvélasztasi koérilmények kozott.
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4. dbra: Azon vizsgalt vegyliletek %-0s megoszldsa melyek ese-
tén mindkét fazison azonos elvalasztast tapasztaltunk
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A kovetkezd példakon keresztil lathatjuk, hogy mi-
lyen hatassal lehet az eluens olddszer Osszetéte-
le a kirdlis elvalasztdsokra mind hagyomaéanyos, mind
immobilizalt alléfazisok esetén. A kapott eredménye-
ken (5. abra, cikk végén) jol lathatd, hogy sok eset-
ben a fizikailag mddositott alléfazisokon jobb elvalasz-
tast érhetink el annak ellenére, hogy azonos kiralis
szelektorral rendelkeznek a felhazsnalt oszlopok.

Mint az el6zéekben is kiemeltik, az immobilizalt kiralis
alléfazisokat (CSP) az olddszerek szélesebb palettajaval
hasznalhatjuk. Az Ugynevezett ,sztenderd” olddszerek,
mint az acetonitril, alkoholok és alifds szénhidrogének
mellett a fizikailag kotott alloéfazisok szamara tiltott
.hem sztenderd” olddszerekkel is, mint az etil-acetat,
tetrahidrofuran, klérozott szénhidrogének és a metil-
tercbutil-éter. Ugyanakkor ha megvizsgaljuk ezen oldo6-
szerek hatasat az elvalasztasokra, a 6-8. abran talalhato
harom vegyllet ,sztenderd” és ,nem sztenderd” oldosze-
rekkel torténd elvalasztasakor kapott kromatogramokon
jol lathatd, hogy kloroform és etilacetat modosito
hasznédlata nem kedvezett a kapott eredményeknek.

BETEE LA, P B

8. abra: Metomidate elvalasztdsa CHIRALPAK® IB-n

A kulonféle normal fazisu oldészer rendszerben vizsgalt
51 egyedi vegylletbdl mindéssze 18 esetében (4. tabla-
zat) értlink el elfogadhatd felbontast immobilizalt llofazis
hasznalataval. A lehetGség a nem sztenderd olddszerek
hasznalatédra egyértelmlen nem jelentett semmi elényt.
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Kovetkeztetések

Ebben a cikkinkben 0Osszehasonlitottunk egy azonos
kiralis szelektorral rendelkez6 immobilizalt és hagyo-
manyos kiralis alléfazist, altaldnos normal fazist oldo-
szer Osszetételek mellett, 51 kilénféle vegyllet elva-
lasztédsdra. Hagyomanyos oldoszer Gsszetétel (hexan/
IPA/DEA) hasznédlata mellett a fizikailag kotott allofa-
zison 17 kirdlis vegylletet sikeresen valasztottunk el
mig az immobilizalt alléfazison csak 7 vegyllet ese-
tén kaptunk megfelel6 felbontast. Masik oldészer Osz-
szetétel hasznalataval (hexan/etanol/DEA) 18 vegyu-
letnél mig az immobilizalt alléfazison mindoéssze 13
esetben kaptunk alapvonali vagy jobb elvalasztast.

Lathatjuk, hogy a hagyomanyos, fizikailag kotott al-
|6fazison a két altalanos oldoszer Osszetétel mellett
a vegylletek 45%-ra kielégit6 (Rs>2) eredménye-
ket kaptunk mig az immobilizalt all6fazis esetén négy
kulonféle olddszer Osszetétel mellett is csak a ve-
gylletek 37%-nal tapasztaltunk kielégité felbontast.

Osszegezve a kapott eredményekbdl jél latszik, hogy
altalanos normal fazisi koérulmények mellett a ha-
gyomanyos, fizikailag kotott kiralis alléfazisok jobb
enantioszelektivitassal rendelkeznek a vegylletek elva-
lasztasanak szazalékos sikeraranya szemsz6gébol, mint
az immobilizalt alléfazisok.
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5. dbra: A szerves mddosito hatasa a kiralis elvalasztasokra
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Megnovekedett visszanye-
rés polaris savas anyagok
esetén polimer alapi eros
anioncserés SPE-n gyenge
anioncsereés szorbenshez
képest

Erica Pike and Shahana Huq
Phenomenex Inc.

forditotta: Szabd Krisztina

A gyenge savak eltavolitdésa komplex matrixok-
bél gyakran nehéz feladat a gyenge SPE szorbens
- analit kolcsbénhatas miatt, mely alacsony vissza-
nyerést eredményez. Ezen irdsunk egy polimer alapu
erGs anioncserés szorbenst mutat be, amellyel latva-
nyosan javul a gyenge savak eltdvolitdsanak eredmé-
nyessége a gyenge anioncserés szorbensekhez képest.

Bevezetés

A gyengén savas vegylletek, mint pl. a karboxil cso-
portot tartalmazok vizsgalata, sokszor kihivas, mivel
csak korlatozott szamban all rendelkezéslinkre olyan
SPE szorbens, ami alkalmas lenne ezekre a feladatokra.
Gyakran alkalmaznak hagyomanyos szilikagél alapu er6s
anioncserés szorbenseket, bar ezek pH tartomanya csak
1-8-ig terjed, ami korlatozza a hasznalhaté pH-t. A ma-
sik népszerl mddszer a gyenge savaktol valé6 megszaba-
dulasra a polimer alapu gyenge anioncserés szorbensek
hasznalata. Ezzel méar széles pH tartomanyban dolgoz-
hatunk (pH 1-14), de az analit-szorbens kolcsonhatas
nem olyan erGs, mint az er6s anioncserés esetén, és ez
hatart szab a mintatisztitasnal hasznalt mosdfolyadék
a szerves oldoszer tartalmanak. Ez befolyasolja, mind
a minta tisztasagat, mind a visszanyerés hatasfokat.
Ennek a tanulmanynak a célja, hogy mddszert adjon
meg egy feladat megoldasan keresztll egy. polimer ala-
pu erbs anioncseréld alkalmazasara, kihasznalvasnagy
pH tartomanybeli alkalmazhatésagat, amely nagy visz-
szanyerést eredményez, anélkll, hogy a szilkagél ala-
pu ioncserél6k korlatozott pH tartomanyaba utkoznénk.

Kisérleti koriilmények

500ul human plazmat, amelyhez a hemolizis megaka-
dalyozasara Na,EDTA-t adtunk, szpajkoltunk indol-3-
karbonsavval (pKa~4), amely koncentracioja a mintaban
5pg/ml volt. A szpajkolt mintat 1:1 aranyban higitottuk
500ul vizzel majd savasitottuk 2%-os foszforsavas ol-
dattal. A felhigitott plazma mintékat ezutédn két kilén-
b6z6 30mg/3ml-es SPE csovon extrahaltuk: .egy po-
limer alapu gyenge anioncserés, és egy polimer alapu
er6s anioncserés szorbensen (Strata-X-A, Phenomenex,
Torrance, CA, USA). A két SPE szorbens értékelése az
1. tabldzatban leirt mddszer alapjan tortént. Az extra-
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halé modszerek mindkét szorbens optimalis mikodésé-
hez lettek kivalasztva. Mivel a Strata-X-A kvaterneramin
ligandumot tartalmaz, el kellett végezni egy savas ellciot
a mérendd anyag semlegesitése végett, hogy tavozni tud-
jon az SPE szorbensrdl. A gyenge anioncserés szorbensen
egy gyengébb diamin ligandum talalhato, és emiatt Iigos
ellciora volt szlikség a semlegesitéshez. A semlegesités-
kor savas anyagok elualddtak, amelyeket addig az SPE
oszlop visszatartott. Ezutan az extrahalt mintat LC/UV-
val vizsgaltuk visszanyerés és tisztasag szempontjabol.

1. tablazat: Strata-X-A polimer alapu erds anioncserélé SPE és
Polimer alapu gyenge anion cserésszorbens

Strata-X-A polimer
alapd erés anioncserélé
SPE szorbens

(30mg/ml, kat.szam:8B-S123-TBJ)

Polimer alapd gyenge
anion cserés szorbens
(30mg/ml)

1: kondicionalas
- 1ml metanol
- 1ml viz

1: kondicionalas
- 1ml metanol
- 1ml viz

2. Mintafelvitel

- 500u! human plaz-

ma (Na,EDTA) indol-3-
karbonsavval szpajkolva,
amely koncentracidja a min-
taban 5ug/ml,volt, higitva
500pl vizzel 1:1 aranyban
majd savasitotva 2%-0s
foszforsavas oldattal

2. Mintafelvitel

- 500ul human plaz-

ma (Na,EDTA) indol-3-
karbonsavval szpajkolva,
amely koncentracidja a min-
taban 5ug/ml,volt, higitva
500l vizzel 1:1 aranyban
majd savasitotva 2%-o0s
foszforsavas oldattal

3. minta tisztitédsa
- 1ml 50mM Na-acetat,

3. minta tisztitasa
- 1ml 50mM Na-acetat,

pH:710 pH=7,0
- 1ml metanol - 1ml metanol
4, szaritas 4. szaritas

- 2 percig szaritas, vakuum
alatt 254Hgmm nyomason

- 2 percig szaritas, vakuum
alatt 254Hgmm nyomason

5. ellcio

- 2x500pk5%-0s hangyasav-
val metanolban

£'45°C-on parologtatas
szaradasig

5. ellcio

- 2x500p! 5%-0s ammoni-
um-hidroxiddal ‘'metanolban
- 45°C-on parologtatas
szaradasig

6. visszaallitas

500ul kezdeti eluenssel
50ug/ml szalicilsavval
szpajkolva

6. visszaallitas

500ul kezdeti eluenssel
50ug/ml szaligilsavval
szpajkolva

Eredmények és kovetkeztetések

Az LC/UV elemzésbdl vilagesan latszik, hogy az eros
anioncserés polimer szorbenssel végzett mdédszer maga-
sabb visszanyerést és tisztdbb exraktumot eredménye-
zett, mint a gyenge anioncserés polimerrel végzett (1.
€s 2. abra). Nagy valdszinliséggel ez a Strata-X-A' er6s
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anioncserél6 szorbensen |év6 dimetil-butil kvaterner
aminnak tulajdonithaté. Ez a ligandum képes volt erésen
megkétni az indol-3-karbonsavat, és ez lehetévé tette a
100%-0s szerves oldészer hasznalatat a mintatisztitasnal.
gy tovabbi matrix zavaré komponensek eltdvolitadsa valt
lehetségessé, mikdzben a gyenge anioncserés szorbensen
ugyanez a szerves mosas mintaveszteséget okozott.

1. dbra: Strata-X-A-n extrahalt szpajkolt mintdk LC/UV mérése

2. abra: Polimeralapul gyenge anioncserés szorbensen extrahalt
szpajkolt mintak LC/UV mérése

Koralmények mindkét oszlopon:

Oszlop: Gemini® 5um C18

Dimenzid: 150 x 4.6mm

Kataldgusszam: 00F-4435-E0

Mozgdfazis: 20mm Kalium-dihidrogénfoszfat, pH 2,5 /
Acetonitril (75:25)

Aramlasi sebesség: 1,0mL/perc

Hémérséklet: SzobahGmérséklet

Detektalas: UV @ 220nm

Minta: 1. indol-3-karbonsayv, 2. szalicilsav (IS)

Azt is megallapitottuk, hogy a Strata-X-A-n extrahalt
gyenge savak nagy retencidja reprodukalhatébb ered-
ményt mutatott 3,1%-0s CV értékkel, mint a gyenge
anioncserés szorbens 24,5%-0s CV értékkel (3. és 4.
abra).

100

a0
- B Strata-X-A
2 801 O Polymeric
§ Weak Anion
x E_udla:ge
£ 40 4 Sorbent

20 1

D -

3. dbra: Az indol-3-karbonsav visszanyerése (%)

Strata-X- |3
% Recovery %OV % Recovery %OV
91% 3 BO% 245
(%) Salicylic Acid 50 15} (1)

(1) Incdole-3-Carooylic Ackd 30

4. abra: Az indol-3-karbonsav visszanyerése és CV értékei (%)
Ertékelés

Gyenge savak (foként, amelyek karbonsavat tartalmaz-
nak) komplex matrixokbdl torténé extrakcidja esetén
fontos, hogy olyan SPE szorbenst valasszunk, amely erés
analit-szorbens kolcsonhatast tesz lehetévé, mint pl. a
Strata-X-A, hogy minél nagyobb visszanyerést, minél
tisztabb frakcidt, és minél reprodukalhatébb eredményt
tudjunk elérni.
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Mennyi?

Harminc... ja nem,
negyven.

40 éves a nagyhatékony-
sagu ionkromatografia

Horvath Krisztidn, Hajés Péter
Analitikai Kémia Intézeti Tanszék,
Pannon Egyetem

Bevezetés

Vizes oldatok ionos Osszetételének ismeretére a kémia
szinte minden terlletén igény van, a szerves és szervet-
len kémiaban, a komplex kémiaban, a biokémiaban, a
gyogyszerkémiaban, a kérnyezeti kémiaban, a klinikai és
a nuklearis kémiaban egyarant. Ionos komponensek sze-
lektiv meghatarozasa vizes oldatokban klasszikus anali-
tikai probléma, melynek megoldasara sokféle mddszer
johet szoba.

+A kation analizis teriiletén gyors, érzékeny és ver-
senyképes modszerek allnak rendelkezésre (atomab-
szorpcios-, atomemisszios-, indukalt csatolasu plazma
spektrometria, polarografia stb.), anionok szelektiv
meghatarozasara azonban kevés megfelel6, nagy érzé-
kenységli mddszer létezik. Ezek kézétt kiemelkedik az
idén negyvenéves nagyhatékonysagu ionkromatografia.”

Ionkromatografia

Ionkromatografia alatt nem egy konkrét kromato-
grafias technikat értink, hanem tobb, egymastol tel-
jesen eltér6 retenciés mechanizmusli modszert. Az
ionkromatografia magaba foglalja az 6sszes kisméret(,
vizoldhatd, ionos vagy ionizalhaté komponens analizisé-
re szolgald folyadékkromatografias mddszert [1]. Tehat
az ionkromatografiat a tobbi kromatografias technika-
tdl nem a retenciés mechanizmus, hanem az elvéalasz-
tott mintakomponensek minGsége kulénbozteti meg.

Ionkromatografiaval az alabbi komponensek
hatarozhatok meg:

e szervetlen anionok: halogenidek (F-, Cl-stb.),
oxoanionok (SO, #, NO;, CIO,, BrO;, PO, ¥, ... stb.),
e szerves anionok: kis molekulatémeg (vizoldhato)
mono-, di- és trikarbonsavak (formiat, acetat, oxalat,
fumarat, citrat, EDTA stb.), szulfonsavak, beleértve az
ionos detergenseket is,

e szervetlen kationok: alkali- és alkalifoldfémek (Li*,
Na*, Mg?* stb.),

e szerves kationok: kis molekulatomegl (vizoldhatd)
aminok (metil-, etil-, propilamin, poliaminok stb.),

¢ ionos organo-metallo komplexek (fém-kelatok,
tributil-6n stb.),

e aminosavak (glicin, alanin stb.) és

e szénhidratok (gliikéz, fruktdz, szacharoz stb.).
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Bioldgiai makromolekuldk (peptidek, fehérjék) ioncserés el-
valasztasat nem soroljuk az ionkromatografia teriiletéhez.

Ionkromatografia tipusai

e ioncsere-kromatografia (HPIC): az elvalasztas mecha-
nizmusat a mozgofazis és az alloéfazison kotott ioncse-
rélé csoportok kozti ioncsere folyamatok szabalyozzak.
Az ioncsere az egyik legrégebben bemutatott és leg-
elterjedtebben alkalmazott elvalasztasi mechanizmus
az ionkromatografian belll. Az ioncsere-kromatografia
egyarant hasznalhato szerves és szervetlen anionok és
kationok elvalasztasara is.

e ionkizarasos-kromatografia (HPICE): az elvalasztas
mechanizmusat az adszorpcid, a Donnan- ill. a sztérikus
kizaras folyamatai szabalyozzak. Gyenge szervetlen és
szerves savak elvalasztasara és meghatarozasara szol-
gal, de medfelel6 detektalasi rendszerrel kombinalva a
technika aminosavak, aldehidek és alkoholok elvalasz-
tasara is alkalmas.

e ionpar-kromatografia (MPIC): fellletaktiv anionok és
kationok ill. atmenetifém-komplexek elvalasztasara al-
kalmas technika. A mozgdéfazis Un. ionparképzot tartal-
maz, mely az elvalasztando ionokkal ionpart képez. Az
allofazis leggyakrabban C8/18 funkcionalizalt szilikagél.
e alternativ mddszerek: alternativ mdédszerek kozé
szokas sorolni a kationok és anionok elvalasztasara
egyarant hasznalhaté kelat-ionkromatografiat, micella-
kizarasos-kromatografiat, valamint a hidrofil interakcids
kromatografiat is.

A gorogoktol a Manhattan projekten at 2015-ig:
rovid torténeti attekintés [2]

Minden jelent6s tudomanyag torténete igy kezdddik:
,Mar az ékori gorogok is...”. Okori feljegyzések emlitést
tesznek a tengerviz ioncserés soétalanitasarol. Ariszto-
telész Problematica-jaban bemutatja, hogy homok sz{-
rOket hasznaltak a sos tengerviz tisztitasara. Sir Fran-
cis Bacon a Sylva Sylvarum: A Naturall Historie in Ten
Centuries c. kényvében irja le azt a mddszert, mellyel
a Berberia partjainal él6k a friss vizet nyerték: lyukat
astak a homokba, Ugy, hogy a tengerviz kdzvetlenll ne
folyjon bele. A Iyuk dagalykor, megtelt tiszta vizzel. Egy
évszazaddal kés6bb Dr. Stephen Hales tesz emlitést egy
moddszerrdl, melynek sordn a tengervizet kékadakon
szlrtek at. Az els6 pint tiszta, sdmentes viz volt, de a ké-
s6bbiek mar ugyanolyan sésak voltak, mint a tengerviz.

Habar az ioncsere gyakorlati alkalmazasa évszazadok-
kal a kromatografia szlletése el6tt fel lett jegyezve,
a jelenséget senki nem értette. Arisztotelész példaul
ugy gondolta, hogy a sés viz nehezebb a soétlan viznél,
mely kénnyebben, gyorsabban mozog. Még Berzelius,
aki az ionok és ionos komponensek elméletét kimun-
kalta, sem ismerte fel a mechanizmus mogott az ion-
csere jelenségét. Az ioncsere folyamatok felismerése
két agrokémikus, H.S Thompson és J. Thomas Way ne-
véhez f(iz6dik [3, 4]. Habar munkajuk kovetlkre ta-
l[alt néhany talajkémikus és geokémikus személyében,
egészen a huszadik szazadig az ioncsere széleskor(
gyakorlati alkalmazdsa nem terjedt el. Tswett munka-
javal egy id6ben, Gans természetes és szintetikus alu-
minium szilikatokat hasznalt ipari vizek lagyitasara [5].
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Az ioncsere els6 analitikai alkalmazasara 1917-ben
Folin és Bell altal kerllt sor [6]. Szintetikus zeolitot
hasznaltak ammonium vizeletbél valé kivonasara.
Az ioncsere els6é oszlop kromatografidas alkalmaza-
sara 1923-ban kerllt sor Whitehorn altal aminok bi-
olégiai mintakbdl vald elvalasztasara [7]. Az els6
anion analizisre 1927-ben kerllt sor, mikor Bahrdt
szulfatot hatarozott meg természetes vizekben [8].

Az ioncserés technikdk forradalmi valtozdsokon men-
tek keresztil a '30-as években Adams és Holmes meg-
figyelésének koszénhetben, miszerint az Gsszetort
hanglemezek ioncserés tulajdonsagokat mutatnak.
Ez a felfedezés vezetett el az elsG szerves ioncseréld
szintéziséig fenol és formaldehid kondenzacidos reak-
ciéjaval [9]. Sok akadémiai és ipari vegyész felismer-
te ezeknek a gyantaknak a sokoldalisagat, ami az ion-
cserés alkalmazasok széleskorl fejlédéséhez vezetett.
A szintetikus ioncserél6k legjelentésebb felhasznalasa-
ra a Manhattan projekt keretében kertlt sor. 1942-43-
ban Boyd és munkatarsai az ioncsere alkalmazhatdsa-
gat mutattak be nyommennyiségl hasadvany termékek
megkotésére [10]. Ez vezetett az egyes lantanidak
ioncserés elvalasztasanak fejlodéséhez. A természet-
ben nem taladlhaté prométium felfedezése is az ioncse-
rének volt kdszonhet6. A vildaghabord utan a terilet
fejlédése jelentdsen felgyorsult, a kozlemények szama
az Otvenes években évenként nagyjabdl ezerrel noétt.

Mig az ioncsere fejlédése az analitikai kémiaban rob-
banasszer(i volt, addig az elvalasztasok sebessége és
hatékonysaga korlatozott maradt. Mindezt jol tlkro-
zi Fritz és Pietrzyk 1961-es munkaja, melynek soran
Niz*, Co?*, Cu?* és Zn?* ionok klorokomplexeit tobb
mint kilenc dra alatt sikerilt elvalasztani anioncserélon
[11]. A moddszer csucskapacitasa 10-nél kevesebb volt.

1974-re a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(HPLC) alkalmazasdban meglehetésen nagy potenci-
allal rejlett. Megjelentek az un. pellikularis ioncserés
alléfazisok, amelyek polisztirol-divinilbenzol fellleti
szulfondldsanak ill. aminaldsanak szintézisével jottek
létre. Ennek koszonhetéen UV tartomanyban elnye-
I6 ionok meghatarozadsara szamos nagyhatékonysa-
gl ioncserés elvalasztast dolgoztak ki. Koszénhetben
azonban az UV aktiv ionok kis szamanak (NO,, Br,
I') , az ioncserés HPLC technikak elterjedését az uni-
verzdlisan alkalmazhatd detektor hidnya hatraltatta.

Az attorésre idén 40 éve, 1975-ben kerllt sor H.
Small munkdssédga [12] révén. A szuppresszalt ve-
zetOképességi eljards kidolgozasaval és az un. la-
tex-szerkezetl ioncserél6k kifejlesztésével mind a
detektalds érzékenysége, mind az elvalasztasok ha-
tékonysaga lehetévé tette anionok és kationok analiti-
kai meghatarozasat mg/l koncentracié tartomanyban.
A kereskedelmi forgalomban szintén ebben az évben
megjelend elsé ionkromatografias készilékek min-
denki szamara elérhetd rutin miveletté tette mindezt.
A technika kidolgozdit szamos dijjal jutalmaztak.
A kereskedelmi készlilékek bemutatasaval egyide-
jlleg a hazai alapkutatasok is elindultak ezen a szak-
terlileten a Veszprémi Vegyipari Egyetem (jelenleg
Pannon Egyetem) Analitikai Kémia Tanszékén [13,
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14], ahol ma is intenziv kutatasok zajlanak a mad-
szer alapjainak és alkalmazasainak vizsgalataban.
Az elmult évtizedek soran az ionkromatografia fejlodése
toretlennek bizonyult. Mind az oszloptechnoldgia, mind
a készilék részegységek jelent6s valtozason estek at.
2015-ben a legmodernebb ionkromatografias rendsze-
rek kapillaris oszlopokat tartalmaznak (0,4mm bels6
atmérd), a mozgofazist és a szupreszor regenerald ol-
datot nagytisztasagu vizbél, elektrokémiai uton allitjak
el6. M(ikodtetésikhoz évente mindbssze 2-5I vizre van
sziikség. Erzékeny detektédlasuknak készonhetéen keve-
sebb mint 100fg-os kimutatasi hatarral rendelkeznek.

Szuppresszalt vezetoképességi detektalas

Egy ionkromatografidas rendszer alapvetéen ugyanazo-
kat a f6bb részegységeket tartalmazza, mint egy ha-
gyomanyos folyadékkromatografids rendszer. Alapve-
té kulonbség - az elvalasztds mechanizmusan tal - a
detektalas modjaban taladlhatd. Az ionkromatografiaban
foként szupresszalt vezetOképességi detektalas hasz-
nalatos. A szupresszor feladata, hogy az ionok ellcio-
jahoz hasznalt elektrolit (NaOH, metanszulfonsav) ve-
zetOképességét kémiailag cstkkentse, és egyuttal a
mintaionokét novelje. A modern szupresszorokban egy
ioncserél6é membran taldlhatd. Kationkromatografia ese-
tén anion-, anionkromatografia esetén kationcseréld
membran. El6bbi esetben a mozgdfazis anionjait hidr-
oxidionokra, utdbbi esetben a mozgdfazis kationjait pro-
tonokra cseréljik vizet allitva igy el6 a mozgofazisbdl.

Na, S0, s Riepeneralineer (H500)
Menibrin
—= Elucms (Nall} Na 0OH ] WO — wo
-::II-:E«.:?;!I]J o N | Na oH | = HF, H{1, S0
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Membrin

:ZLI:;:UW LK
—

Repeneralinier (HS50))

1. dbra: Kémiai regenerdlasu szuppresszor miikodési elve

Az ioncserél6 membran regeneraldsa folyamatos
Uzemmoddban az  elektrokémia lehet6ségen  tul
anionkromatogréfidban kénsavval, kationkromatografidban
tetrametil-ammonium-hidroxiddal torténik, ami biztositja
a reakciéhoz sziikséges protonokat, ill. hidroxidionokat.
A szuppresszalt vezet6képességi detektadlas mellett el-
terjedten alkalmazzdk még az elektrokémiai és UV-s de-
tektalast is.

Ionkromatografia alkalmazasi teriiletei
Kornyezetanalitka

Az ionkromatografids elvalasztdsi moddszereket széles
korben alkalmazzak kiilonb6zd kérnyezeti mintak elem-
zése soran. Az ionkromatografia egyarant alkalmazhaté
ivovizek és szennyvizek Osszetételének meghataroza-
sara, talajok, iszapok, csurgalékok, szilard hulladékok
analitikai vizsgalatara is. A technikdnak els6sorban
anionok meghatarozasaban van kiemelt jelent6sége.
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Az ivovizminGsités terlletén az ionkromatografia igen
elterjedt, ugyanis lehetdséget nyujt az ivovizben talal-
hatdé szervetlen ionok tébbségének nagy hatékonysagu
elvélasztasara (2. abra). Ennek készonhetden tébb szab-
vanyos mérési mddszer is rendelkezésre all a vizming-
sités teriiletén. Az Egyesiilt Allamok Koérnyezetvédelmi
Hivatala - EPA - &ltal alkalmazott US-EPA Method 300
jelzésl szabvanysorozat is meglehet6sen sok ionkro-
matografids mddszert ajanl anionok meghatarozasara.
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2. dbra: Ivoviz minta (fels@) és standard oldat (als6) ionkro-
matografids analizise. Oszlop: Dionex AS22, eluens: 5,9 mM
Na,CO./NaHCO,, 1. fluorid, 2. formiat, 3. klorid, 4. nitrit, 5. klo-
rat, 6. bromid, 7. nitrat, 8. karbonat, 9. foszfat, 10. szulfat

A viztisztitds soran alkalmazott fertétlenités anio-
nos melléktermékeinek kimutatasara is elénydsen
alkalmazhaté az ionkromatografia. Ilyen vegylile-
tek példaul a bromat, klorit és a klorat (3. abra).
A bromat az o6zonos fertGtlenités soran képzddik a
nyersviz természetes bromidtartalmabol, mig a klorit
és klorat a klér-dioxidos fertétlenités melléktermé-
ke. Ezek az ionok igen sulyos egészségiigyi kocka-
zatot hordoznak mar néhany pg/l koncentraciénal is.
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3. dbra: Bromation meghatdrozdsa ivovizben. Oszlop: Dionex
AS9-HC, eluens: 9mM Na,CO,, 1. klorit, 2. bromat, 3. bromid,
4. klorat

A klorral vald fertGtlenités soran a vizben |évé szerves
anyagokbdl halogénezett szerves szennyezék keletkez-
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hetnek, melyek kozlil legnagyobb mennyiségben a halo-
génezett ecetsavak taldlhaték meg az ivévizekben. Attol
figgben, hogy a nyersviz milyen mennyiségben tartalmaz
bromidot, kldrozott- ill. bromozott-klorozott ecetsavak
kiilonb6zd variacidi keletkezhetnek. Ezek a vegylletek
erGsen toxikus hatasuak, feltételezhetéen rakkelték is,
bar ez utébbi hatas egyel6re még nem bizonyitott. Ivoviz-
ben, készonhetéen meglehetlsen alacsony pKa értékik-
nek, disszocialt formaban, azaz anionokként vannak jelen.
Ionkromatografids meghatarozasuk nehézségét elsdsor-
ban az okozza, hogy a kiil6nb6z6 mértékben halogénezett
ecetsavak nagyon eltér6 modon koétédnek az allofazis-
hoz, igy analizistk f6ként kapacitas gradiens technika (4.
abra) ill. induktiv csatolasd plazma tomegspektometria
detektalas alkalmazasaval oldhaté meg.
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4. dbra: Halogénezett ecetsav szdrmazékok és szervetlen anio-
nok elvalasztdsa makrociklikus anioncserélén

Hatékony ionkromatografids moddszerek allnak ren-
delkezésre cianid, krom(III), krém(VI), alkali és alka-
lifoldfém ionok kimutatdsara is. Kulonosen el6nyos a
modszer ammonium- és egyéb kationok kimutatdsara
aminok jelenlétében, mivel ezek a vegyliletek zavarjak
a hagyomanyos kolorimetrids ammaonia meghatarozast.
Az ionkromatografia terliletén napjainkban ke-
ralt el6térbe az igen toxikus perklorat felszini és
felszin alatti vizekb6l torténé meghatarozasa. A
perklordt ion a szilard rakéta hajtéanyagok kulcsész-
szetevlje, ezért elsGsorban olyan teriileteken szeny-
nyezheti a felszini és talajvizeket, ahol ilyen anyago-

kat, |Gszereket, tlzijatékokat gyartanak, tesztelnek.
A felszini vizek fémvegylleteinek meghatarozasa-

ban is egyre nagyobb teret hddit az ionkromatografia.
Nagy el6nye, hogy mérhet6vé teszi a kiilonb6z6 oxi-
dacios allapotok - pl. a Fe(Il) és Fe(III) - meny-
nyiségét, a stabil fémkomplexeket - fém-cianidok -,
vagy mind a szerves, mind a szervetlen arzén ve-
gylleteket. Igy lehetévé valik a fémvegylletek sor-
sanak, transzportjanak, toxicitasanak elGrejelzése.

Gyodgyszeripari alkalmazasok

Habar az ionkromatografia jelentésége nem vete-
kedhet a forditott fazisu technikakéval, szamos ha-
téanyag, szennyez6 és formazd vegyllet analizisé-
ben hasznalatos. Aminoglikozidok (5. abra), cefepime,
betanekol és karbakol hatdéanyagok ioncserés elvalasz-
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tasa szuppresszalt vezet6képességi vagy elektrokémiai
detektalas alkalmazasaval megfelel6 hatékonysagot és
érzékenységet biztosit ezen komponensek és bomlaster-
meékeik analiziséhez. Kisméretl szerves savak analizisé-
re (pl. TFA peptidek elegyekben) is elterjedt mddszer.
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5. &bra: Kanamicin (1) és amikacin (2) analizise. Oszlop: Dionex
CarboPac MA1, eluens: 115mM NaOH, pulzald amperometrids
detektalds

I'EIeImiszeripar

Koszonhet6éen annak, hogy kisméretli szerves sa-
vak és bazisok els6 szamu analitikai technikdja az
ionkromatografia, a technikat széles kérben alkalmazzak
az élelmiszeriparban is ezen komponensek kimutatasara.
Szénhidratok elvalasztasa erdsen ligos kozegben, elekt-
rokémiai detektdlas alkalmazdasaval is megvalosithato.

Félvezetlipar

A félvezetGipar hatékony mikodéséhez nélkilézhetet-
len a felhasznalt eszk6zok, anyagok megfelel6 mértékd
tisztitasa. Ennek mértéke anionokra vonatkozdan kiza-
rélag ionkromatografids modszerek alkalmazasaval old-
haté meg. A félvezetGipar jelenleg az ionkromatografias
hatékonysag novelés és detektalas fejlesztés legnagyobb
hajtoereje.

Quo vadis IC? A gorogoktél a Manhattan projekten
at a Marsig

Az elmult negyven év soran az ionkromatografia minden
szempontbdl érett technikava valt. Az ionkromatogra-
fids modszerek robusztusak, megbizhatéak. A kétezres
évek elején az ionkromatografias tarsadalom még 6nallé
konferencidkat rendezett, magas részvételi szammal. Az
els6 évtized végére azonban a pezsgd élet némileg le-
csendesedett. A jelentds analitikai kihivdsok megoldasra
keriiltek, Gj problémak nem meriltek fel. Ujabb lokést
az ionkromatografia fejlédésének egy jelenleg futd NASA
projekt adhat, melynek célja ionkromatograf eljuttatasa
a Marsra [15].
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