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Kivonat
Retencios folyamatok vizsgdlata linedris és nemlinedris folyadékkromatogrdfiaban

A munka célja az oszlopban lejatsz6dé fizikai és kémiai folyamatok ismeretanyagdnak
bdvitése linedris és nemlinedris folyadékkromatografidban.

Az "Irodalmi 6sszefoglalé" a kromatografids alapfogalmak, illetve az elvalasztasok
elméleti modelljeinek bemutatdsa mellett ismerteti a folyadékkromatogréfids toltetek
fizikai és kémiai tulajdonségait. A kisérletekhez hasznalt anyagok, eszk6zok, valamint a
szamitdsokhoz haszndlt szoftverek és paraméterek bemutatasit a "Kisérleti rész" fejezet
foglalja 6ssze.

A Szerz{ az dltalanos sebességi modellt haszndlja fel kétrétegli tomormagvi, illet-
ve kétrétegli teljesen pordzus szemcsék hatékonysagdnak vizsgélatara. Az eredmények
alapjan megéllapitja, hogy gondos tervezéssel és optimalizaldssal a kétrétegli struktui-
rék alkalmazdsa az oszlophatékonysag javuldsit eredményezi. Az altaldnos sebességi
modellbdl levezetett egyenletek felgyorsithatjdk az uj all6fazisok tervezését és optima-
lizalasat.

A szemcseméret gradiens nagy teljesitményi folyadékkromatografids oszlopban va-
16 alkalmazhatésagat a Szerz6 elméleti megkozelitésben vizsgalja. Megallapitja, hogy
gradiens elicidés médban a negativ szemcseméret gradiens egy potencidlis lehetdség a
hatékonyabb elvdilasztas elérése érdekében.

A Szerz$ az inverz mddszert ugy fejlesztette tovabb, hogy az alkalmazhat6 legyen
izoterma meghatarozasdra az izoterma eldzetes becslése nélkiil. A Martin-Synge algo-
ritmust igy moédositotta, hogy segitségével elicids profilok izoterma pontokra illesztett
spline-okbdl meghatarozhatdak legyenek. A fejlesztett numerikus médszer pontossé-
gat butil-benzodt izotermdjanak mérési adatokbdl torténd meghatarozasaval, valamint a
frontalis analizis modszerével kapott eredmények 0sszevetésével igazolta.

Az ioncsere-kapacitds gradiens folyadékkromatogréfids alkalmazasét a Szerz6 kii-
16nb6z6 fiiggvényekkel modellezi. Megallapitja, hogy kiillonbozé t6ltésti ionok elva-
lasztasa esetén a gradiens oszlop eluens koncentréacié gradienssel kombindlva hatéko-
nyabb elvdlasztast eredményez, mint az ugyanilyen analizis ideji konstans ioncsere

kapacitdsu oszlop.






Abstract

Study of retention processes in linear and nonlinear liquid chromatography

The aim of the work is to widen the knowledge of the physical and chemical processes
occurring in the column in linear and nonlinear liquid chromatography.

The "Literature review" introduces the basic chromatographic definitions and mo-
dels of separations as well as the physical and chemical properties of liquid chromato-
graphic packing materials. The materials and instruments used in the experiments, as
well as the software and parameters used for the calculations, are summarised in the
"Experimental" chapter.

The general rate model is used to study the efficiency of bi-layer solid-core and
bi-layer fully porous particles. Based on the results, it is concluded that with careful
design and optimization, the use of multi-layer structures can lead to an improvement
in column efficiency. Equations derived from the general rate model can accelerate the
design and optimization of new stationary phases.

The applicability of the particle size gradient in high performance liquid chromato-
graphic columns is studied in a theoretical approach. It was found out that in gradient
elution mode, a negative particle size gradient is a potential option to achieve more
efficient separation.

The inverse method was improved so that it can be used to determine the isotherm
without prior estimation of its parameters. The Martin-Synge algorithm has been modi-
fied to be able to determine elution profiles from splines fitted to isotherm points. The
accuracy of the developed numerical method was verified by determining the isotherm
of butyl benzoate from measured data and by comparing the results obtained by the
frontal analysis method.

The application of the ion-exchange capacity gradient in liquid chromatography
was modelled with different functions. It was found that for separations of ions with
different charges, a gradient column combined with an eluent concentration gradient
gives a more efficient separation than a column with a constant ion exchange capacity

with the same analysis time.






Kurzfassung

Studie iiber Retentionsprozesse in der linearen und nichtlinearen Fliissigkeitschro-

matographie

Ziel der Arbeit ist es, das Wissen iiber die physikalischen und chemischen Prozesse
in der Séule bei der linearen und nichtlinearen Fliissigkeitschromatographie zu erwei-
tern.

In der "Literaturiibersicht" werden die grundlegenden chromatographischen Defini-
tionen und Trennungsmodelle sowie die physikalischen und chemischen Eigenschaften
von fliissigchromatographischen Packungsmaterialien vorgestellt. Die in den Experi-
menten verwendeten Materialien und Instrumente sowie die fiir die Berechnungen ver-
wendete Software und Parameter werden im Kapitel "Experimente" zusammengefasst.

Das allgemeine Ratenmodell wird verwendet, um die Effizienz von zweischichtigen
Partikeln mit festem Kern und zweischichtigen vollporosen Partikeln zu untersuchen.
Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Verwendung von Mehrschichtstrukturen
bei sorgféltiger Planung und Optimierung zu einer Verbesserung der Séuleneffizienz
fiihren kann. Die aus dem allgemeinen Ratenmodell abgeleiteten Gleichungen konnen
die Entwicklung und Optimierung neuer stationédrer Phasen beschleunigen.

Die Anwendbarkeit des Partikelgro3engradienten in Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie-Sdulen wird in einem theoretischen Ansatz untersucht. Es wurde heraus-
gefunden, dass im Gradientenelutionsmodus ein negativer Partikelgroengradient eine
mogliche Option ist, um eine effizientere Trennung zu erreichen.

Die inverse Methode wurde so verbessert, dass sie zur Bestimmung der Isother-
me ohne vorherige Schitzung ihrer Parameter verwendet werden kann. Der Martin-
Synge-Algorithmus wurde so modifiziert, dass er in der Lage ist, Elutionsprofile aus
Splines zu bestimmen, die an isotherme Punkte angepasst werden. Die Genauigkeit der
entwickelten numerischen Methode wurde durch die Bestimmung der Isotherme von
Butylbenzoat aus gemessenen Daten und durch den Vergleich mit den Ergebnissen der
Frontalanalysemethode tiberpriift.

Die Anwendung des Gradienten der lonenaustauschkapazitét in der Fliissigkeitsch-
romatographie wurde mit verschiedenen Funktionen modelliert. Es wurde festgestellt,
dass bei der Trennung von Ionen mit unterschiedlichen Ladungen eine Gradientensiu-
le in Kombination mit einem Eluentenkonzentrationsgradienten eine effizientere Tren-
nung ermoglicht als eine Sédule mit konstanter Ionenaustauschkapazitit bei gleicher

Analysezeit.
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Bevezetés és célkitiizés

Analitikai €s preparativ folyadékkromatografids elvalasztasok tervezéséhez, fejleszté-
séhez és optimdlasdahoz nélkiilozhetetlen az elvalasztdsok elméletének megértése, az
oszlopban lejatszodo fizikai és kémiai folyamatok alapos felderitése. A kromatografids
csucsok szélesedéséhez, torzuldsdhoz, és ezen keresztiil az elvélasztisok hatékonysa-
gdnak csokkenéséhez vezet tobbek kozott az elvdlasztds lassu kinetikdja, az all6fazis
feliileti heterogenitdsa, ill. a minta és az all6fazis kozotti kolesonhatdsokat leird egyen-
sulyi izoterma alakja.

A kutatds célja az oszlopban lejatsz6do fizikai és kémiai folyamatok vizsgalata
linedris- és nemlinedris folyadékkromatografidban.

A munkdm sorédn célul tliztem ki a folyadékkromatogréfia altaldnos sebességi mo-
delljének tovabbfejlesztését kétrétegli, tomodrmagvi alléfazisok retencids tulajdonsiga-
inak és hatékonysdganak jellemzésére az oszlopban lejatszodo kinetikai és egyensulyi
folyamatok figyelembevételével, valamint a fejlesztett modell alkalmazasat dj tipusu
kromatografids toltetek tervezésének €s alkalmazasi lehetdségeinek vizsgélatara. Nagy-
méreti molekuldk (példaul fehérjék) anyagatadési kinetikdjanak felgyorsitisa szem-
pontjabdl egy potencidlis lehetdség egy masodik, nagy pérusatmérdjli héjjal rendelkezd
kétrétegli tomormagvu szemcsékkel toltott oszlop alkalmazasa.

Bar a frontdlis analizis az izotermdk meghatdrozdsanak rendkiviil pontos médsze-
re, nagy mennyiségli mintat és olddszert igényel. Ezzel szemben az inverz moédszer
kis mintaigényd, de sikeres alkalmazdsahoz sziikséges az izoterma egyenlet ismerete,
vagyis a médszer modell alapd. Ezért célom volt egy olyan, izoterma egyenlet men-
tes inverz modszer bemutatdsa, melynek segitségével adszorpcids izotermak a frontalis
analizisével azonos pontossidggal hatdrozhatok meg, az inverz mddszerek kis mintaigé-
nye mellett.

Célom volt tovdbba gradiens tulajdonsdgokkal (szemcseméret, ioncsere kapacitas)
rendelkezd folyadékkromatografids oszloptoltetek elvalasztdsi hatékonysdgot noveld

lehetdségeinek elméleti vizsgalata.






1. Irodalmi 6sszefoglalé

1.1.  Folyadékkromatografids alapfogalmak

Egy adott komponens retencids ideje, tr, alatt a minta injektdl4satol a csics maximu-
manak kromatogramon valé megjelenéséig eltelt id6tartamot értjilk. A retencids té-
nyez0, k, a komponens all6fazisbeli, s, és mozgdbfazisbeli, ¢, anyagmennyiségének, n,
ardnyaként fejezhetd ki:
n
k= (1.1)
1
A retencids id6 definidlhatd, mint tdvolsdg és sebesség hanyadosa, ahol a tdvolsag az

oszlophossz, L, és , u 4, a komponens savjanak sebessége:

L
tp = — (1.2)
uA

Hasonl6képpen az olddszer cstcsdnak retencids ideje (holtidd):

L

ty = o (1.3)

ahol u a mozgo6fazis dtlagos sebessége. A retencids paraméterek kozotti Osszefiiggés a

kovetkezd egyenlettel adhaté meg:
tr =to(1+ k) (1.4)

Az (1.4) egyenlet kifejezhetd retencios térfogattal is, Vr = tg F},, ahol F,, a mozg6fazis
térfogatdrama:
Ve =Wo(1+k) (1.5)

ahol Vy =ty F),, a holttérfogat.

Amikor a komponens sdvja elhagyja az oszlopot, a kromatogramon egy csucs jele-
nik meg (1.1. dbra), amelynek szélessége tobbféleképpen definidlhatd. A csics mindkét
oldalan az inflexiés pontokon keresztiil hizott érinték alapvonallal valé metszéspontja-

inak tavolsdga adja a bazisszélességet, W (1.2. 4bra).

3
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1.1. abra A HPLC-s (nagy teljesitményi folyadékkromatografia) elvalasztasi folyamat
illusztracidja. (a-d) Szekvencidlis elvélasztds az oszlopban; (e) a végsd kromatogram;
(f) k becslése a kromatogrambdl. A @, [] és A szimb6lumok az X, Y és Z mintamole-
kuldkat, mig a + az old6szermolekuldkat reprezentélja [1].

Egy oszlop relativ képessége keskeny csucsok létrehozdsara hatékonysagként irhatd

le, ami a tdnyérszammal, /V, definidlhaté:

JV—16(%)2 (1.6)
_ = .

Egy precizebb mér6szam a csicssz€lesség jellemzésére a félértekszélesség, W 5. Eb-

ben az esetben a tanyérszam:

tr \?
N = 5.54 1.7)
(W1/2) (

Mivel idedlis esetben a kromatografias csucs alakja egy Gauss-gorbe, a cstcsszélességet
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szokas a Gauss-gorbe szdrasaval, o, kifejezni:

W=4o¢ (1.8)
ebbdl kovetkezben: )

t

N = (-R) (1.9)
o
tr (/) ) (a)
—_— > tr (/) %
3,93 perc /!

T T
3,90 4,00 4,10 4,20 4,30
1d6 (perc)

1.2. abra A cstcsszélesség definidldsa és mérése [1].

Az elméleti tdnyérszam elvdlasztdsi koriilményektSl vald fiiggése az elméleti ta-
nyérmagassaggal fejezhetd ki: .

H = N (1.10)
H az oszlop hosszisdgegységre esd hatékonysdganak mértéke. Mivel [ a csak mérete-
iben kiilonbozd oszlopok esetén konstans, ebbdl kdvetkezden az oszlophossz novelése
egy megfeleld mod az N novelésére és az elvalasztas javitasara.

A csticsszélesség (€s ezen keresztiil az N) végso értékét kiillonféle oszlopon kiviili
és oszlopon beliili folyamatok hozzdjaruldsai hatdrozzak meg (1.3. dbra). Az oszlopon
kiviili hozzdjarulds W-hez a miszer technikai paramétereitdl és az oszlop méretétdl
figg. Az oszlopon kiviili sdvszélesedés elsdsorban kisméretli szemcsékkel toltott kis
térfogatu oszlopok esetén jelenthet problémat.

A longitudindlis diffiizio sordn a molekuldk a sdv kozepétdl a sav két széle felé
mozdulnak el, mikdozben a mozgéfiazisban a detektor felé haladnak. Ez a folyamat a
molekuldk oszlopban toltott idejének novekedtével noveli a sdvszélességet. Mivel a
sdv oszlopon vald athaladdsanak ideje forditottan ardnyos a mozgo6fazis dramldsi se-
bességével, igy ennek a hozzdjaruldsnak mértéke a 1/'-hez gyorsabb dramlds esetén
csokkenthetd.

Az oszloptoltet szemcséi kozott, a kiillonbozd csatorndkban az azonos sebességgel
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halad6 molekuldk kiilonb6z6 hosszisagu utat tesznek meg. A szlikebb csatorndkon
keresztiil &raml6 molekuldk el&bb jutnak el a detektorba, mint a szélesebb csatorndk-
ban dramldéak. A sdvszélesedésnek ezt a hozzdjaruldsat orvénydiffiizionak nevezzik,
amelyet az 4ll6fazis szemcséinek dtmérdje, alakja, méreteloszldsa, valamint az oszlop
tomoritettségének mértéke hatdroz meg, €s fiiggetlen a mozgo6fizis dramlési sebességé-
tol.

(a)é..........m (bl
N
Glciclilo
®

Injektalas Longitudinalis diffuzié
(oszlopon kivili savszélesedés) (id6fliggd)

0, @ o
LA G,
\> (/
/ ~@ O\\O\\Q@
@ 7 ° o e
\ R)
P~ © ‘

Orvénydiffuzio Mozgoéfazis anyagatadas
(dramlasuggd) (aramlasuiggd)

(e) szemcse (f)
pérus

Wodi— i | — —
A 4
i J
' Detektor
'
1
v
[
Allofazis anyagatadas Aramlas a detektoron keresztiil
(dramlasiiggé) (oszlopon kiviili savszélesedés)

1.3. abra A HPLC-s elvdlasztds sordn torténd sdvszélesedéshez valé hozzajarulasok
illusztracidja [1].

Az anyagdtaddsi gdtlds mozg6fazis jarulékat az eredményezi, hogy az oszlopban
aramlé folyadék sebessége az oszlop falatél a kozéppont felé haladva novekszik. Az
allofazis jarulékot a molekuldknak a szemcsék porusaiban toltott kiilonbozd ideje adja.
A séavszélesedés ezen hozzdjaruldsa az dramlasi sebességgel egyiitt novekszik. Végiil
a komponens sdvja elhagyja az oszlopot és 4thalad a detektoron, ami dltal Gjabb oszlo-

pon kiviili sdvszélesedés torténik. A kromatografids savok szélesedését okozo tényezdk
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egyiittes hatdsit az un. van Deemter egyenlet irja le:
B
H=A+—+Cu (1.11)
u

ahol A, B és C olddszert6l, oszloptdl és mérési paraméterektdl fiiggden kiilonbozo
értékd konstansok.
Két csucs (7 és 7) elvalasztasat dltaldban a felbontdssal, Rg, szokds jellemezni:
2 [try) — tre)]

Rg = 1.12
s W, 477, (1.12)

A kromatografids oszlop felbontdsa megadja, hogy milyen mértékben sikeriil két egy-
mads utdn eludlédé komponenst két kiillonallé sdv formdjaban elvélasztani. A pontos
mennyiségi analizis az alapvonali elvdlasztdson alapszik, amikor a két csics kozot-
ti atlapolds mértéke nem nagyobb 0,1%-ndl. Ilyenkor a felbontds értékének legalabb
1,5-nek kell lennie. Mddszerfejlesztés szempontjabdl célszerli bevezetni egy kozelitd

kifejezést a felbontésra:

_ 1 k . 0.5
Rg = (4) {—sz] (a—1)N (1.13)

Ebben a kifejezésben a felbontds, mint az elsd cstcs retencids tényezdjének, k, a sze-
lektivitasnak, o, és az oszlop hatékonysaganak vagy tanyérszamnak, N, fliiggvényeként

szerepel. A szelektivitds a kovetkez6képpen definidlhato:

o

a=-2 (1.14)
Az (1.13) egyenlet alapjan a felbontds javitdsa hdrom kiillonb6z6 médon lehetséges (k, a

és N valtoztatasdaval), melyek koziil a szelektivitds novelése a leghatékonyabb véalasztis

[1].

1.2. A folyadékkromatografids elvdlasztasok elmélete

1.2.1. A tomegmérleg egyenlet

A kromatogréfias elvélasztas folyamata hidrodinamikai, termodinamikai €s kinetikai
eredetli komplex jelenségek bonyolult kombinacidjaként értelmezhets. A mozgédfazis
keresztiilaramlik a porézus szemcs€kbdl all6 oszloptolteten, mikdzben magaval szallit-
ja a szétvdlasztando elegy komponenseit, amelyek kiilonb6zd mértékben kolcsonhatnak
az allofazissal. A komponensek diffizié révén jutnak be a szemcsék porusaiba, ahol
molekuldris kdlcsonhatast vagy ideiglenes kémiai kotést alakithatnak ki az all6fazissal,

majd a mozgdfazissal egyiitt elhagyjdk az oszlopot (1.4. dbra). A kisérleti koriilmé-
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nyektdl fliggben a fazisegyensuly termodinamikdjanak és az anyagdtadas kinetikdjanak
relativ jelent6sége valtozhat. Az injektélt elegy komponenseinek tomege azonban bar-

milyen kromatogréfids elvdlasztds folyaman mindvégig allando.

Mozgoéfazis
ﬂ All6fazis szemcse
9 88 D Axialis diszperzié, @Kiilsé anyagatadas,
Q0
0e10X0,

OQOOO(Q (3) Szemcsén bellili @ Adszorpcié kinetikéja
3 diffazio,

Kilso film

'
\
\
\
\
\
\

Allofazis szemcse

®

Porus diffuzio
O | Szemcsén belili diffuzio
{Pérus diffuzio

Fellleti diffuzio

Szemcsén beluli porus

Fellleti diffuzio

1.4. abra A folyadékkromatografids oszlopban torténd anyagatadasi folyamatok sema-
tikus illusztracidja [2].

z 7

A tomegmérleg egyenletet els6ként Wicke [3] vezette le, majd késdbb tdle fligget-
leniil, kiilonb6z6 formakban Wilson [4] és DeVault [5] is.

Egy adott : komponensre vonatkozéan a tomegmérleg egyenlet igy adhaté meg [6]:
0 Csi 0 C; 82 C;

d ¢
C:—F —u

ot ot 5, T2 (1.15)




Az egyenlet két fiiggetlen véltozdja az 1dd, ¢, €s a hosszirdnyu helykoordinata, z. Ennek
a két valtozonak a fliggvényeként értelmezend6 a komponens koncentracidéja a mozgo-
fazisban, c;, illetve az dll6fazisban, c, ;. Dy, ; a komponens axidlis diszperzios koeffici-
ense a mozgofazisban (molekuldris és orvénydiffuzid Osszege), u a mozgodfazis lokdlis
atlagos sebességét, F' pedig a fazisardnyt jeloli, ami az 4l16- illetve a mozgofazis térfo-

gatainak ardnya, Vg /V),. F kifejezhets a toltet teljes porozitdsdval, e, is:
F=(1-¢)/e (1.16)

Az (1.15)-6s egyenlet egy masodrendd parcidlis differencidlegyenlet. A mérleg-
egyenlet bal oldaldn 1év6 tag a felhalmozddast jeloli a mozgoéfizisban. Az egyenlet
jobb oldalanak elsd tagja a felhalmozddas az dll6fazisban, a masodik tag a konvekcios
tag, a harmadik tag pedig a diffizids tag.

A kromatogréfids sav profiljanak szdmitdsdhoz a rendszer minden egyes kompo-
nensére felirand6 egy tomegmérleg egyenlet, beleértve a mozg6fizis komponenseit is.
A legegyszerlibb esetben tehdt egykomponensti minta tiszta eluens éltal eludlt profil-
janak szamitdsdhoz két tomegmérleg egyenlet sziikséges. A folyadékkromatografids
gyakorlatban az aldbbi feltételezésekkel élve a probléma nagymértékben egyszerdsit-

hetd [4, 5, 7]:
* az oszlop radidlisan homogén
* a mozgo6fazis 0sszenyomhatdsaga elhanyagolhat6
* az axidlis diszperzids koefficiens konstansnak tekintett
* a minta komponensek parcidlis moldris térfogatai a két fazisban megegyeznek

* az olddszer (egykomponensii eluens) vagy a gyengébb oldészer (tobbkomponen-

st eluens) nem adszorbealddik

* nincsenek termikus effektusok, az adszorpcié hjének savprofilra gyakorolt hata-

sa elhanyagolhat6

* az oszlop konstans koriilmények (dllandé hdmérséklet, nyomads, eluens dramlasi

sebesség) kozott iizemel

Mivel az (1.15) egyenlet két fiiggvényt tartalmaz, a sikeres megolddsahoz sziikséges
egy Osszefiiggés megadasa c; €s c,; kozott. Ha az anyagatadas kinetikdja végteleniil
gyors és a két fazis egymdssal egyenstlyban van, akkor ez az 0sszefiiggés az egyensulyi

izotermaval irhato le:

0571‘ = ({q; = fz (01762, ..., C1, ...,Cn) (117)
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ahol c,; az ¢ komponens pillanatnyi koncentracidja az éll6fazisban, ¢; pedig a
racidja. A kiilonb6z6 adszorpcids izotermdk leirdsiara haszndlatos fliggvényi osszefiig-
géseket, f;, fejezi ki.

Az (1.15) differencidlegyenlet megoldasdhoz sziikséges még a kezdeti és a perem-
feltételek definidlasa. A kezdeti feltételek az oszlop allapotét irjék le az analizis kezde-
tén, ¢ = 0 iddpillanatban. Konvencionilis elticié (az oszlopban csak gyenge olddszer

van jelen) esetén:
¢i(z,t=0)=0 0<2<L (1.18)

ahol L az oszlophossz.

Ha a mozgoéfazis tartalmaz valamilyen adalékot, vagy ha az erds oldészer kezdeti

koncentraciéja nem nulla, akkor a kezdeti feltétel:
ca(z,t=0)=c 0<z<L (1.19)

ahol ¢ a mozg6fazisban 1évs adalékanyag koncentracidja.

Az elucidra felirhat6 legaltaldnosabb peremfeltétel:
ci(0, t) = ) ¢,(t) (1.20)

ahol ¢ az i komponens betdpldlt koncentrdcidja és ¢,(t) az injektdldsi profil. Ez termé-

szetesen azt feltételezi, hogy a komponens mozgdéfazisbeli oldhatésaga nagyobb, mint

0

Co-

1.2.2. Az egyensulyi-diszperziv modell

Ha az anyagétadas kinetikdja gyors, de nem végteleniil gyors vagy az adott kompo-
nens diszperzios koefficiense pontosan kiszdmolhatd, akkor differencidlis tomegmérleg

egyenlet igy irhato fel [8, 9, 10]:

2
de F@q dc D(‘?c

9t~ Yot Vg, TP (1.21)

ahol ¢ és c a komponens koncentricidja az 4ll6-, illetve a mozgéfazisban, amelyek
viszonya az izoterma egyenlettel irhaté le, ¢ = f(c). Az (1.21) egy lokdlis egyenlet,
amely az oszlop minden pontjara érvényes. Linedris izotermat feltételezve, ¢ = a c és
ko = F a, az (1.21) egyenlet a kdvetkez6 formdaban irhaté:

dc u Oc D, 0*c

de dc e 1.22
01" 1+hoz 1tk (1.22)
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ahol a a linedris izoterma meredeksége €s ky a komponens retencids tényezdje végtele-
niil hig oldatban.

A latszolagos diszperzios koefficiens, D,, igy adhaté meg:

_ HL _ Hu

== = 1.23
2t 2 (1.23)

ahol H az oszlop elméleti tinyérmagassidga (HETP) az adott komponensre vonatkozéan
és to az oszlop holtideje (L/u). Ennek a kozelitésnek koszonhetGen az egyensilyi-
diszperziv modell megfelel6 médon veszi figyelembe az oszlop hatékonysagénak az
elicids savok profiljara gyakorolt hatdsat.

Linedris koriilmények kozott, egy Gauss-gorbével jellemezhetd kromatografids cstcs
variancidja, o7, Dirac-impulzus jelleg(i injektaldsi profil esetén, hossziisdg egységben
megadva:

of = HL =2 D, t, (1.24)

Az egyensulyi-diszperziv modell alapjan minden nem-egyensulyi folyamatokbodl
szdrmazd hozzdjarulds 0sszevonhat6 a latszélagos axidlis diszperzids tagba. A modell
masik fontos éllitasa, hogy a komponensek latsz6lagos axidlis diszperzios koefficiense

koncentraciotdl fiiggetleniil dllando.

1.2.3. Az altalanos sebességi modell

Bizonyos poléris komponensek és nagyméreti molekuldk preparativ elvalasztisa ese-
tén szdmolni kell a lassu és bonyolult anyagataddsi mechanizmusokkal, amelyek er6sen
befolydsoljdk a savprofilok kialakuldsat. Az altaldnos sebességi modell célja figyelem-
be venni minden anyagétadasi gatlasbol szdrmazé savprofilok alakuldsédhoz val6 hoz-
zdjaruldst [11, 12, 13], igy az axidlis diszperziot, a kiils6 film anyagatadasi gatlast, a
szemcséken beliili diffiziét és az adszorpcid-deszorpcid sebességét.

Mivel a modell kiilon targyalja az all6fazis szemcséken beliil €s kiviil lejatsz6do fo-
lyamatokat, ezért egy adott komponens esetén két tomegmérleg egyenlet felirdsa sziik-
séges, egy a szemcsék kozott aramlé mozgofizisra és egy a szemceséken beliili stagnalod
mozgo6fazisra vonatkozoan.

Az draml6 mozgd6fazisra vonatkoz6 tomegmérleg [11, 14, 15]:

dc 0q dc 9%c
— = —F— —uy—+D;—— 1.25
a1 ot “a. T Pra (125)
ahol q az egész szemcsére atlagolt alléfazisbeli koncentracid, gomb alaki szemcse ese-
tén: 5
q=— [ r’qdr (1.26)
> Jo

ahol r, a szemcse sugardt,  pedig a radialis helyvektort jeloli. A 0q/01t tag az (1.25)
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egyenletben az adszorpcid-deszorpcid atlagos sebességét fejezi ki. Gomb alaku szem-
csére megadva 0q/0t = 3/(r, M), ahol My a komponens tomegfluxusa az oldatbdl

a szemcse kiilsé felszinére.

A szemcse kiilso felszinére vonatkozd peremfeltétel:

Mp = Dy =2 |pepy = kg (¢ = ¢ |r—r,) (1.27)

ahol D, a komponens porusdiffuzios koefficiense, k; a kiils6 film anyagatadasi koef-
ficiens és ¢, a komponens koncentracidja a szemcse porusaiban, ami r fliggvényeként

értelmezendad.

A komponens differencidlis tomegmérlege az adszorbens szemcse porusaiban egy

masik parcidlis differencidlegyenlettel adhaté meg [11, 13, 16]:

decp l1—e,0cs D, (0%c, 20c
- _ ' i —— 1.28
ot e Ot + € \ O0r? +7‘ ar (1.28)
ahol €, a szemcse belsd porozitdsa. A szimmetriafeltétel miatt:
dcy
— |r=0=10 1.29
Iy lr=0 (1.29)

A komponens éll6fazison adszorbedlt koncentricidja, c,, €s porusbeli koncentracio-
jakozotti osszefliggés az adszorpcids izoterma egyenlettel irhatd le: ¢, = K, ¢, (linedris
esetben). Ha az adszorpcié-deszorpcid kinetikdja tilsagosan lassu, ez az 0sszefiiggés az
adszorpcid-deszorpcid kinetikus egyenletével irhatd le. Lasst elsérendii adszorpcids-
deszorpcids kinetikdt feltételezve:

d ¢y . Cs
5 ads (cp — cp) = Kods (cp — E) (1.30)

ahol k.45 és K, az adszorpci6 sebességi, illetve egyensilyi dllanddja.

Impulzus tipusu injektélés esetén a kezdeti és peremfeltételek:

c(z,0)=0 (1.31a)

¢ (r, 2,0)=0 (1.31b)
c0,t)=co 0<t<t, (1.31c)
c(0,)=0 t>t, (1.31d)

ahol 7, az injektalast leiré négyszogfiiggvény szélessége.
A [(1.25)-(1.31)] egyenletekbdl 4116 parcidlis differencidlegyenlet-rendszer id6 tar-

tomanyban valé megoldasa, annak bonyolultsdga miatt nem lehetséges. A Laplace tar-
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tomanyban torténd megoldast elsdként Kucera [17] és Kubin [18] k6zolték linedris izo-
terma esetére. Az igy kapott megolddsokat nem lehet id6 tartomanyba visszatranszfor-

malni, de kifejezhetdek beldliik a statisztikai momentumok.

Egy eloszldas momentumainak definicidja alapjan a sdvprofil n-edik momentuma a

kromatogréfids oszlop végén (z = L):

M, / L)t dt (1.32)

Az n-edik abszolidt vagy normalizadlt momentum:

M, [y et L)ytdt
M=y T [Tt L) at

(1.33)

és az n-edik centralis momentum:

;o M, Jy (L) (t— )" dt
I =My T [TetI)dt

(1.34)

Van der Laan elmélete [19] alapjdn a kromatografids oszlop vélaszfiiggvényének mo-
mentumai impulzus injektdlas esetén kiszamolhatok a Laplace tartomédnyban torténd

analitikus megoldasbdl:

M, = (—1)" 1 1im 22C (5 F) (1.35)

s—0 os”

ahol C'(s, L) az eliici6s profil Laplace transzformaltja és s a Laplace valtozo.

Az éltalanos sebességi modell megoldasa [(1.25)-(1.31)] alapjan az elucids csucs

elsé normalizalt momentuma: I

u
ahol 9, a kovetkezo képlettel adhaté meg:
do=¢€e+(1—e)(e, + pp Ka) (1.37)

ahol p, a toltetanyag stirlisége. Ha az elucios cstcs szimmetrikus, az els6é momentum a

retencios iddvel, t g, egyezik meg:
tr =1t (1 4+ k) (1.38)

ahol £ az adott komponens retencids tényezdje, ami a komponens all6- és mozg6fizis-

beli anyagmennyiségeinek ardnyaként (n,/n,,) definidlhato.
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Az elicids cstics mdsodik centralis momentuma a varianciat, 0% adja meg:

, 2L
[y = 0% = — (8az + 07 + da) (1.39)
ahol D
Buw = u—j 52 (1.40)
T
Oy = (1= €)z7= (e + pp Ko)* (1.41)
f
és
r? )
00 = (1—¢) 15% (ep + pp Ko) (1.42)

D, a szemcsén beliili diffiziés allandét jeloli. A d,,, 04 €s 05 tagok az axidlis diszper-
zi6s, a film anyagétaddsi és a szemcsén beliili diffiziés hozzdjaruldsok 1i,-hoz.

Az els6 két momentum segitségével kiszamolhat6 az oszlop tdnyérszdma:

_ L

Nt
py 07

(1.43)

és elméleti tdnyérmagassdga:

py , L o’
H=—=L=—=—+1L (1.44)

BNty
A tanyérmagassdgra vonatkozé valamennyi egyenlet levezethetd az altalanos sebessé-
gi modellbdl, ami a kromatografia leginkdbb kifinomult és atfogé modelljének tekint-
hetd. Az oszlop elméleti tdnyérmagassagdnak kisérleti paraméterektdl valo fiiggésére
vonatkoz6 kifejezések kiillonbozbsége az axidlis diszperzid, Dy, és a film anyagatadasi

koefficiens, k eltérd definidlasabol ered. Ilyen kifejezések a van Deemter-egyenlet [9]:
h=A+2 10 (1.45)

és a Knox-egyenlet [20] (1.5. dbra):
h:Aué+§+cy (1.46)
ahol h = H/d, a redukdlt tinyérmagassag, v = u d,/D,, a redukdlt sebesség, d, a

szemcseatmérd, D,,, a molekuldris diffiziés dllando, A, B és C pedig az orvénydiffizi-

6t, longitudinalis diffiziét és az anyagataddsi gétlast kifejezd paraméterek.
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1.5. abra A Knox egyenlet. A redukalt tinyérmagassag, h, dbrazoldsa a redukalt se-
besség, v, fiiggvényében A=1, B=2, és C'=0,05 paraméter érték esetén. Az eredd ta-
nyérmagassagot, h, folytonos vonal, a (1.46) egyenlet harom tagjit szaggatott vonalak
jelolik [1].

1.2.4. A Martin-Synge tdnyérmodell

A Martin és Synge 4ltal kidolgozott tdnyérmodell [21] az oszlopot folytonosan kevert
egységek sorozataként kezeli. A mozgo6fazis egyik tanyérrdl a mésikra dramlik, mikoz-
ben a legelsd tanyérra 4j mozgdfizis keriil. Igy a mozgéfizis dramldsa folytonos és a
mozgo- és allofazisok térfogata, v, és v, minden egységben édlland6. A modell azt is
feltételezi, hogy az analizis kezdetén az els6 tanyér (I=1) csak a mintdt tartalmazza és a
tobbi egységben nincsenek minta komponensek.

A tomegmérleg az [-edik szamu kevert egységre vonatkozdan, amikor dv térfogatd

mozgo6fazis dramlik tdnyérok sorozatan keresztiil, igy adhaté meg:

[ — edik egységbe belépd anyagmennyiség = [ — edik egységbdl kilépd anyagmennyiség

+ felhalmozddas a koncentracidvaltozas kovetkeztében

vagy
CmJ_ld’U == CdeU -+ ’UdemJ -+ ’UstSJ (147)

Mivel azt feltételezziik, hogy teljes (linedris) egyensily valdsul meg minden tanyéron,
ezért
do&l =a deyl (148)

ahol @ az adszorpcids izoterma meredeksége. A (1.47) és (1.48) egyenlet kombinacio-
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javal egy konnyen megoldhato linedris, elsérendd differencidlegyenletet nyeriink. Ha a
modell alapjan azt feltételezziik, hogy a kisérlet kezdetén csak az els6 tanyér tartalmaz
minta komponenst, amelynek koncentracidja (), o a mozgéfazisban és C; az allofa-
zisban, akkor

C e Xz

c = (1.49)

A (1.49) egyenlet egy Poisson eloszlés fliggvény, melynek véltozdja a tdnyér sorszdma,

[, x pedig egy konstans:

v EF,t t
T = = == (1.50)

U, + @ Vg U, + @ Vg

ahol 7 = (v, + a v,)/F, az oszlop v, + a vs nagysagu térfogatan valé keresztiilhala-
ddshoz sziikséges id6, vagy tanyérra vonatkoztatott retencids id6, V' az [-edik tdnyéron
atdraml6 mozgofazis teljes térfogata a kisérlet kezdetét6l szamitva, v,,, + a v, az 0sszes
tdnyérra vonatkozo ekvivalens térfogat, és F), a mozgdfazis térfogatdrama. Nagy x ér-

tékek esetén a Poisson eloszlas jol kozelithetd Gauss eloszlassal:

1 (- u?)}
Usmexp{ 202 (1.51)

ahol o, a sz0rds, és s az atlag. A statisztika szabdlyai alapjan az (1.49) egyenlet elosz-

f) =

ldsdnak dtlaga y1, = r, variancidja pedig 02 = z-ként adhat6 meg.

A komponens koncentracidjdnak maximuma az utolsé egység elhagyasakor elualo-
dik az oszlopbdl (/V-edik egység, [ = N — 1). A sdvmaximum eliciéjdhoz sziikséges

miveletek szama:

fs =2 =N (1.52)
ezért

112

—g =z=N (1.53)

O-S

Fontos megjegyezni, hogy az (1.49) egyenlet nem a csucs elicids profilja, hanem a
komponens térbeli eloszlads profilja az oszlop mentén. Az eliciés profil a kompo-
nens mennyiségének eloszldsa, amely elhagyja az utolsé egységet. Ez az eloszlés
Cim,N-1/(T Cp,0)-ként adhaté meg. Ekkor, az (1.49) egyenlet esetével ellentétben, [
konstans és (N — 1)-el egyenld, x pedig a valtozd. A folytonos tdnyérmodell alapjan az
elicios profil: -
1 1 |t] 1

f@= s e {;1 m (1.54)

Ebben az egyenletben N rogzitett értékd és ¢t a valtozo, ezért az (1.49) egyenlettel ellen-

7

tétben nem Poisson eloszlds, hanem gamma stiriségfiiggvény, amelynek els6 momen-
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tuma:
p=r1N (1.55)

variancidja pedig:
o’ =1"N (1.56)

Mivel az eloszlas els6é momentuma a retencids idével egyenld, az (1.55) egyenletbdl
levezethetd, hogy

T=N (1.57)

Az (1.54) és (1.57) egyenletek kombindci6jabol kdvetkezden
1w [NE]VY
t)y=—e r |— —_ 1.58
e (1.5%

Nagy tanyérszam értékek esetén a gamma stiriségfiiggvény a Gauss fiiggvényt kozeliti

(1.51 egyenlet).

1.2.5. Izoterma modellek

Brunauer, Emmett és Teller kidolgoztak egy sz€éleskorben haszndlatos modellt homogén
feliiletekre torténd nem-idedlis adszorpcid lefrasdra [22]. Az egyenlet folyadék-szildrd

egyensuly esetére kiterjesztve a kovetkez6képpen irhat6 [23, 24]:

-~ qs bs ¢
=0 -bo(d-bctbo

(1.59)

ahol ¢, az 4llofazis telitési kapacitdsa, g €s ¢ az oldott anyag koncentraciéi az allofa-
zison €s a mozgéfazisban, b, és b, az all6fazis feliiletére torténd adszorpcid illetve az
adszorbedlt rétegre torténd adszorpcié egyensulyi dlland6i. A BET izoterma modell
feltételezése alapjan az oldott molekuldk adszorpcidja torténhet egyrészt az oldatbdl az
adszorbens feliiletére vagy a mar adszorbedlt molekuldk rétegére.

Ha nincs kolcsonhatds az adszorbedlt molekularétegek kozott, azaz b; értéke nulla,

akkor a (1.59) egyenlet Langmuir izotermava egyszertisodik:

(1.60)

Sok esetben a kromatografids elvdlasztisok sordn alkalmazott adszorbens feliilete
nem tekinthetd homogénnek. A legegyszerlibb modellnek nemhomogén feliiletek le-
irdsara két kiillonbozd kémiai csoporttal boritott homogén feliilet keveréke tekinthet6.

sz

Ilyen feliiletekre torténd adszorpci6 lefrdsdra szolgdl a bi-Langmuir izoterma modell:

. gible  ¢gblc

- 1.61
I1+blce 1+4+0b%c (1.61)
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ahol ¢! és ¢? a telitési kapacitdsok, b} és b? pedig az adszorpcids egyensulyi dllandok a

két kiilonb6z6 adszorpcids centrumra vonatkozdan.

1.2.6. Izotermdk meghatdrozdsanak médszerei

Gyors és hatékony elvdlasztasok kivitelezéséhez sziikséges az elvalasztast befolyaso-
16 termodinamikai folyamatok ismerete [6]. Preparativ folyadékkromatogréafidban az
optimdlis elvalasztasi koriilmények és az oszlop terhelhetdsége els6sorban az adszorp-
cids izoterma tipusatol fiigg [25, 26]. Az adszorpcids izotermdk becslése hozzdjarul
az elvélasztasi folyamatok és a molekuldris kdlcsonhatdsok mélyebb megértéséhez is
[27, 28, 29].

Adszorpcids izotermdk meghatarozasara ot kozvetlen kromatografids médszer kii-
lonboztethetd meg: frontdlis analizis [30, 31], frontélis analizis karakterisztikus pon-
tokkal [32], eldci6 karakterisztikus pontokkal [33], impulzus médszerek [34] és a re-
tencids id6 médszere [35]. A kozvetlen mddszerek elve az oszlop valaszfiiggvényének
kiszdmitdsa adott bemeneti koncentracio esetén az egyensulyi izoterma €s a sebességi
allanddk (vagy a diszperzids koefficiens) ismeretében. Az oszlop vélaszfiiggvénye lehet
a koncentracidprofil az oszlop kimeneténél vagy az oszlopban egy adott iddpillanatban.

Frontdlis analizis sordn a minta komponens oszlopba injektaldsa torténhet novek-
v6 koncentracidju oldatsorozatbdl vagy szamitogép vezérelt gradiens szallité rendszer
segitségével, amely képes ismert koncentraciok 1épcsdzetes gradiensének eldallitasa-
ra. Minden egyes koncentricidhoz egy attorési gorbe hatarozhaté meg. Az egyensulyi
helyzetben adszorbedlt komponens tomege az attdrési gorbe integriljabol szamolhato.
A detektorjel integraldsa a holtid6 és azon id6pont kozott torténik, amikor a jel elérte
az injektalasi koncentracionak megfeleld értéket.

Ha az oszlop hatékonysdga nagy, a kovetkezd kozelités tehet6:

(Ci+1 - Ci)(VF,i—H - Vo)
V.

Git1 = ¢ + (1.62)

ahol ¢; 1 és ¢; az all6fazis altal adszorbedlt komponens mennyiségei az i-edik és az
(i + 1)-edik 1épés utdn, egyensilyt tartva a ¢; és a c¢;4q koncentraciokkal, Vi, 1 az
(1 4+ 1)-edik attorési gorbe inflexids pontjdhoz tartozé retencids térfogat, V; az oszlop
holttérfogata, V, pedig az adszorbens térfogata.

A frontdlis analizis hagyomédnyosan a legpontosabbnak tekintett és leggyakrabban
haszndlt médszer adszorpcids izotermdk meghatdrozasara. A moédszer alkalmazast nyert
tobbek kozott peptidek [36] €s proteinek [16, 37, 38] izotermdjanak meghatarozasanal.

Egy tjabb megkozelités adszorpcids izotermdk meghatarozdsara az igynevezett in-
verz médszer. A moddszer sikeres alkalmazasdhoz sziikséges egy elGzetes becslés a
paramétereket illetéen, amely kinyerhet6 példaul a retencids id6 mddszerét alkalmaz-

va. Egy megfeleld izoterma egyenlet és egy robusztus minimalizdl6 algoritmus (amely
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megkeresi a lehet6 legkisebb eltérést a mért csicsalak €s az izoterma egyenletbdl szami-
tott csicsalak kozott) segitségével meghatdrozhaté az izoterma paramétereinek készlete
[39, 40, 41, 42]. Ezt a megkozelitést alkalmazva tehat a priori sziikkséges egy adszorpci-
Os izoterma modell, a direkt technikédkkal ellentétben, ahol az egységnyi all6fazis térfo-
gat 4ltal adszorbedlt komponens mennyisége kozvetleniil a mérési adatokbol szarmazik

és a modell illesztése ezutan torténik (1.6. abra).

direkt modszer

q4 (@) A (e)

Abs

linearis

2 i

ac 1- an 6c
qa (b) at e ot “az “azz A (f)

; kezdeti feltételek
Langmuir (oszlop allapota; t=0) ’ :

peremfeltételek
(injektalasi profil)

o,

anti-Langmuir t

Abs

ew9)oz|
yejesonso

(e)

Abs

¢ t

inverz modszer

1.6. abra A kromatografids izoterma meghatarozas direkt és inverz moédszerének il-
lusztracidja [42].

Roviden az inverz mddszer a kovetkezd 1épéseket tartalmazza:

* az izoterma modell kivdlasztisa és paraméter értékeinek kezdeti becslése,

* atultelitett profil kiszdmitdsa a tomegmérleg egyenlet integraldsaval, felhasznélva

az izoterma paraméterek becsiilt értékeit,

* amért €s szamolt sdvprofilok eltérés négyzetdsszegének kiszamitasa:
mmZ’r = mlnz cale _ pmeas)2 (1.63)

ahol ¢5?I¢ és ¢n°a a szdmolt és mért koncentrécidk az i pontban, és r; a killonbsé-

giik,

* az izoterma paraméter értékeinek valtoztatdsa a mért €s szamolt profilok eltérés

négyzetdsszegének minimalizdlasdhoz [43].

19



1.2.7.  Adszorpcids energiaeloszlas meghatarozéasa

Gaz-szilard egyensily esetén a kisérleti vagy latszélagos vagy globdlis izoterma és az

adszorpcids energia eloszldsdnak kapcsolata a kdvetkez6 egyenlettel irhato le:

q(P) = /b f(€) ©(e, P)de (1.64)

ahol ¢(P) az egyensilyban adszorbedlddott komponens mennyisége, P a parcidlis nyo-
madsa, f(e) az adszorpciés energiaeloszlas, és O(e, P) az adszorpcié lokdlis modellje
(az adszorpcids izoterma a feliilet egy homogén részén, ahol az adszorpcids energia €).
Az a és b integraldsi hatdrok az adszorpcids energia lehetséges minimum és maximum

értékeinek felelnek meg.

s

Az (1.64) egyenlet kibdvithetd folyadék-szilard rendszerekre. Az adszorpcids ener-
gia, €, és az adszorpcids egyenstilyi konstans, b, kapcsolata az aldbbi egyenlettel fejez-
hetd ki:

€
bul€) = boo exp () 1.65
(€) 0eXp |\ B (1.65)
ahol b, o egy pre-exponencidlis tényez8, melynek értéke azonosnak feltételezett bormely

tipusu adszorpcios hely esetére.

Lokdlis BET izoterma esetén O az (1.59) egyenlettel helyettesithetd, melynek alap-
jén az (1.64) egyenlet igy irhaté:

[ bs(€) ¢
at) _/a Ly v R (1.66)

Egy lokalis izotermat feltételezve, az adszorpcids energiaeloszlas, f(e), meghataroz-

hat6 egy mért izotermabodl a varhatéd ért€k-maximalizdlds algoritmus segitségével. Az
egyensulyi mozgdfazis koncentricid esetén adszorbedlt komponens koncentracidjanak,
q, iterativ becslése, amennyiben az adszorpcios energia intervallumot N pontra osztjuk
fel:

N
Ge; = AGZ f(e)O (e, ¢5) (1.67)
=1
és
Ae = Smaz — Cmin (1.68)

N -1
ahol €5, €s €14, aZ adszorpcids energia minimum és maximum értéke, qf a komponens
k-adik iterdcés 1épés utdn szamolt all6fazisbeli koncentracidja, f*(e) az adszorpcids
energia eloszldsa k szdmu iterdcié utdn, és j € [1, M|, ahol M a mért izoterma pontok

szama.

Adszorpciés energiaeloszlds meghatdrozéasa sordn f(e) minden iteracios lépésben
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az alabbiak szerint irddik feliil:

M
P ) = M) Y 0 e, ¢) (1.69)

ahol ¢,, ; a j-edik mért izoterma pont, és © a koncentraci6 tengelyre normalizélt lokdlis

izoterma modell matrixa:

(1.70)

1.2.8. Linedris és nemlinedris kromatografia

Linearis kromatogrifidban egy adott komponens egyensilyi koncentriciéi az allo-, il-
letve mozgo6fazisban ardnyosak egymdssal. Mds szavakkal, az egyensulyi izotermak
az origdbdl kiindul6 egyenesek. Ilyenkor a sdvok alakja és retencids ideje fiiggetlen
a minta Osszetételétdl €s mennyiségétdl. A csiics magassdga ardnyos a komponens
mennyiségével az injektilt mintdban. A linedris kromatografia targykorébe tartozik a
kromatografia analitikai alkalmazdsaindl megfigyelt jelenségek nagy része mindaddig,
mig a minta komponensek injektdlt mennyisége megfelelden kicsi. Mivel barmely izo-
terma kib3vithetd masodfokd polinommd, ¢(C') = aC + bC?, a kromatografids kisérlet
koriilményei linedrisnak tekinthet6k, ha bC' << a. A linedris kromatogréfia felfoghat6
a nemlinedris kromatografia egy specialis hatareseteként. A linedris kromatogrifidban
a termodinamika csak a sdvok pozicidjat befolydsolja, a sdvok alakjat a kinetika kont-

rollélja.

Nemlinedris kromatografidban a fazisegyensulyi izotermdk nem linedrisak. Ekkor
egy adott komponens 4ll6fazisbeli koncentricidja egyensilyban mér nem ardnyos a
mozgo6fazisbeli koncentricidjdval. Barmely komponens egyenstlyi izotermdja fligg az
oldatban 16v6 Gsszes tobbi komponens koncentraci6jatél. Igy, az oszlopba betaplalt
valamennyi komponens tulajdonsdga (sdvprofil- és magassdg, retenciés i1do a tulteli-
tett elicidban) a kromatografias egység kimeneténél fiigg a bemeneti tulajdonsagoktol
(minta Osszetétele és mennyisége a tiltelitett elicioban). Ez gyakorlatilag az Osszes
preparativ alkalmazds esetén fenndllé helyzet. Egy ritka kivételt képez néhdny cukor
ioncseréld gyantdkra valé adszorpcidjdnak esete, amikor a komponensek izotermdja
kozel linedris a teljes koncentracidtartomanyban. A nemlinedris kromatografia problé-
madinak Osszetettsége az egyedi sdvprofilok egymdstdl vald kolesonos fiiggésébdl fakad

[6].
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1.3. Folyadékkromatografids toltetek

1.3.1. A folyadékkromatografias toltetek fizikai tulajdonsdgai

A HPLC tolteteknek két alapvetd szempontja (1) a toltet feliileti kémidja, és (2) a tol-
tet fizikai tulajdonsdgai. Fizikai tulajdonsdgok alatt értjiik a szemcsék méretét, alakjat,
szilardsdgat, a pérusok méretét €s a porozitast. Ezek a paraméterek, mds tényezdkkel
egyiitt, meghatdrozzdk az oszlop hatékonysagat, retencids képességét €¢s HPLC-s elva-

lasztdsokra valé alkalmassagéat [44, 45].

A toltet szemcseméretének kiilonos jelentdsége van, hiszen ez hatdrozza meg az
oszlop permeabilitdsét, valamint a hatékonysagat. A legtobb HPLC toltetnek szemcse-
méret szerinti eloszldsa van, ami gyartasi folyamatok velejardja. A szemcseméret el-
oszlas tobbféleképpen definidlhatd. A legegyszerlibb mddszer, ha dbrazoljuk egy adott
atmérdtartomdnyba esd szemcsék szdmat az 4tlagos szemeseatmérd fliggvényében. Ez

a populécio eloszlds, amelybdl a szam-atlagolt szemcseméret, d,, , szamithato:

d i Ty
dyp = ZZ# (1.71)

A masik moédszer az adott &tmérd tartomanyba es6 szemcsék tomegének vagy térfoga-
tdnak dbrazoldsa a szemcseméret fliggvényében. Ebbdl az eloszlasbdl a térfogat — vagy

tomeg-atlagolt szemcseméret, d, ,, szamithato ki:

Sy d,n
v > dgﬂ n;

A szemcsedtmérd harmadik hatvanyanak és a szemcsék szaménak szorzata aranyos az

dpy = (1.72)

oszlopban 1évd szemcesék térfogataval és tomegével, feltételezve hogy a stirtiségiik al-
land6. A térfogat-atlagolt szemcseméret mindig nagyobb a szdm-dtlagolt szemcsemé-
retnél, kivéve ha a szemcsék monodiszperzek (azonos atmérével rendelkeznek). Az
atlagos szemcseméret hatdrozza meg az oszlop nyomdsesését és hatékonysagit. Szé-
les szemcseméret eloszlas esetén a nyomdsesés a szam-dtlagolt szemcsemérettdl, mig
a hatékonysdg — a van Deemter egyenlet C' tagja — a térfogat-atlagolt szemcsemérettdl
fiigg. A kereskedelemben kaphaté HPLC toltetek édltaldban keskeny szemcseméret el-
oszlasuak. A korai HPLC tanulméanyok arrdl taniskodnak, hogy amig a szemcseméret
eloszlds nem tér el 40%-nal nagyobb mértékben az atlagtdl, addig elfogadhat6é oszlop
hatékonysag és nyomadsesés érhetd el [46]. Természetesen jobb eredmények érhetdk el

keskenyebb szemcseméret eloszlds esetén [47].

A legtobb, HPLC-ben haszndlatos szemcse porézus. Méret-kizardsos kromatogra-
fidban a poérusok okozzdk az elvélasztast. Retencidés kromatogrifidban a pérusok fala

biztositja a nagy feliiletet, ami a retencidhoz sziikséges. Egy 5 pm-es szemcse Kkiil-
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s6 feliilete csak 0,02 m? 1 ml toltetre vonatkoztatva. Egy teljes térfogatdban porézus
HPLC szemcse azonban 150 m?-es feliiletet biztosit ml-enként. A toltet kiils6 feliilete
forditottan ardnyos a szemcsemérettel, egy szemcse belsd feliilete a pérusméret csok-
kentésével novekszik. Egy toltet feliilete tipikusan 100 m?/g, ha a pérusméret 30 nm, és
500 m?/g, ha a pérusméret 6 nm. Egy molekula diffizidja a toltet pérusaiban lénye-
gesen lelassul, ha a pérusméret kisebb, mint a molekulaméret 10-szerese [48]. Ennek
eredményeként a hatékonysag élesen csokken. Kovetkeztetésképpen a legjobb vélasz-
tas egy éltalanos felhasznéldsu HPLC toltet esetén a 10 nm-es porusméret. A nagy
molekuldk, mint példaul proteinek kromatografidjdhoz legalabb 30-100 nm pérusméret
sziikséges [49, 50, 51, 52].

Minden toltetnek van bizonyos pérusméret eloszldsa, de nincs megegyezés arrdl,
hogy mit jelent az atlagos pérusméret. Ennélfogva csak névleges értékek adhatok meg
a porus méretére vonatkozdan. Két mddszert alkalmaznak leggyakrabban a pérusméret
eloszlds mérésére: a higany porozimetridt és a nitrogén adszorpciét. A higany porozi-
metria mérési tartomdanya a szemcsék kozotti tértdl egészen a 3 nm-es porusokig terjed,
a nitrogén adszorpcids technikaval akar 0,2 nm-es porusok is mérhetdk.

Meéret-kizardsos kromatografidban a specifikus pérustérfogat kiilonésen fontos, mi-
vel itt torténik meg az elvalasztds. Ha minden més paraméter megegyezik, a nagyobb
porustérfogat jobb elvéalasztast eredményez. A specifikus porustérfogatot a gyartok al-
taldban ml/g értékben adjak meg. Ez az érték onmagdban nem reprezentdlja a toltet
hatékonysdgat, és nem alkalmas kiilonb6z6 anyagi mindségi toltetek Osszehasonlita-
sdra. A porustérfogat jobban kifejezhetd a szemcse porozitdssal, €,. Ez a szemcse
térfogatdnak azon része, amit a pérusok foglalnak el:

_ Vi Vi Vip

PV, Vet Vi Vit L (7

ahol V},, a porus térfogata, V), a szemcse térfogata, V;, a szemcse vazanak térfogata, V),
a specifikus porustérfogat €s p.; a szemcse vazanak a stirlisége.

Retencids kromatogréfidban a pérusok biztositjak a retencidhoz sziikséges feliiletet.
A szemcsék porusaiban 1évo feliilet okozza a retencidt, €s ennek a feliiletnek és az
oszlop térfogatdnak ardnya a retencids képesség egy mértéke. A toltet feliilete, A, a

mozg6fazis térfogatdhoz viszonyitva a fazisardny:

Ay
Vap + 50

Psk

o= (1-¢) (1.74)

A toltet szemcséinek megfeleld szildrdsaggal kell rendelkezniiik, hogy a HPLC-ben
alkalmazott nyomdasnak toredezés vagy deformécié nélkiil ellendlljanak. Egy hossz-
irdny mentén egyenletesen toltott oszlopban a nyomads linedrisan csokken. Ez azt je-

lenti, hogy az oszlop barmely pontjan a szemcsékre azonos er6k hatnak. Ennélfogva
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a hossziisag egységre vonatkoztatott nyomaésesés felhasznalhat6 a toltetet alkot6 szem-
csék szilardsaganak mérésére. A polimer toltetek mar alacsony — 0,2-0,5 MPa/cm —
nyomadson deformaciét szenvednek. A szemcséket ezutdn megvizsgalva nem tapasztal-
hat6 sériilés. A szilikagél all6fazisok nem kirosodnak, amig a nyomds til nem 1épi a
10 MPa/cm értéket. A polimer szemcsékkel ellentétben a szervetlen szemcséknél to-
redezés figyelhetdé meg, ha a toltet a nagy nyomds hatdsara 0sszeomlik. A szemcsék
toredezése miatt bekovetkezd toltet-6sszeomlast Groh [53] vizsgélta részletesen. Groh
azt taldlta, hogy adott szemcseméret esetén a kritikus pont, C..;;, a mozg6fazis linedris
aramlasi sebességének, u; €s viszkozitdsanak , 7, szorzatdval vagy az oszlop hosszanak,

L, két vége kozott mérhetd nyomdseséssel , Ap, irhatd le:

Copip = 21l _ 2P (1.75)

1.3.2.  Tomormagvu toltetek

Az ultranagy-hatékonysédgu folyadékkromatografia (UHPLC) 2004-es megjelenése utdn
a kovetkezd jelentds eldrelépést a folyadékkromatogréfia teriiletén a tomérmagvi (mag-
hé;j tipusu) toltetek Ujboli bevezetése jelentette [54, 55]. A nagy felbontas €s a gyors
elvalasztas alapvetd paraméterei a nagyhatékonysagu folyadékkromatografidnak. Az
analitikai kihivasok lekiizdése érdekében sok esetben sziikséges az oszlophossz csok-
kentése, illetve a mozgo6fazis aramlési sebességének novelése, azonban ez utdbbi a tel-
jesen pordzus szilikagél szemcsékkel toltott oszlop ellennyomdsanak novekedésével jar
egyiitt. Ennek a problémanak egyik lehetséges megoldasa a héjszerkezet( toltetek alkal-
mazdasa, amelyek a teljesen pordzus szilikagél tolteteknél kisebb ellennyomast okoznak,
ugyanis ilyenkor ugyanazon kromatografias teljesitmény eléréséhez nagyobb atmérd;jt
szemcsék is elegenddek.

A héjszerkezetli szemcsék egy tomor magbdl és egy pordzus héjbdl dllnak. A mag
atmérdje, valamint a héj vastagsdga és porozitdsa kulcsfontossdgi paraméterek a kro-
matografids alkalmazhat6sdg szempontjabdl. A hasonlé méreti teljesen porézus szem-
csékkel Osszehasonlitva a diffizids uthossz joval rovidebb, mivel a tomodr mag nem
hozzéaférhetd az elvdlasztandé komponensek szdmdra, ezéltal a tomormagvu toltetek
rovidebb analizis id6t biztositanak.

A pellikuldris toltetek koncepciéjat els6ként Horvath Csaba vezette be a 60’-as évek
végén [56, 57]. Ezek a toltetek 50 pum atmérdjli szemcsékbdl élltak, amelyek felii-
letére ioncseréld gyantat vittek fel, megalkotva ezzel az els héjszerkezetl allofazist.
Kirkland munkdssdganak koszonhetden a tomormagvu toltetek fejlesztése és a szem-
cseméret csokkentése a folyadékkromatografia egyik {6 irdnyvonala lett [58, 59]. A
szemcseméret csokkenése drasztikus novekedést eredményezett az oszlop hatékonysag

és a nyomads tekintetében. A Kirkland és munkatarsai éltal fejlesztett toltetet sikeresen
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alkalmaztak peptidek és proteinek gyors elvalasztasara [60]. Manapsag a héjszerkezetl
allofazisok kiilonb6z6 szemcseméretd (5 pum, 2,7 pm, 2,6 pm, 1,7 pm, 1,3 pm, stb.)
valtozatai a kereskedelemben hozzaférhetdk. A legtijabb héjszerkezetii szemcséket egy
ir véllalat (Glantreo Ltd.) gyértja Eiroshell™ mérkanév alatt, amelyeknek harom kii-
16nboz6 szerkezete van kereskedelmi forgalomban: 1,7 pum atmérdjd szemcse (1,0 um
tomor mag, 0,35 um héjvastagsag) (a), 1,2 pm tomor mag , 0,25 pm héjvastagsag (b),

és 1,4 pm tomor mag, 0,15 pm héjvastagsag (c) [61].

1.7. abra A Halo 2,7 pum-es szemcsék morfoldgidja és porusszerkezete. A SEM (pdsz-
taz6 elektronmikroszkép) felvételek (A és B) a héjszerkezetli szemcséket €s felsziniik
porusos szerkezetét mutatjdk. A (C) dbran lathat6 TEM (transzmisszids elektronmik-
roszkép) felvételen a tomor mag €s a pordzus héj szerkezet lathat, mig a (D) dbra
nagyfelbontdsi TEM felvétele a héj porusszerkezetét szemlélteti [54].

A héjszerkezeti toltetek szamos eldnnyel rendelkeznek. A tomormagvi szemcsék
méreteloszldsa joval keskenyebb a monolit szemcsékéhez képest, ezéltal a szemcsék
kozotti tér az oszlopban csokken, ami a hatékonysdg novekedését eredményezi az Or-
vénydiffizids paraméter értékének csokkenése altal (a van Deemter egyenlet A tagja).
A keskeny szemcseméret eloszlds miatt a toltetdgy homogénebb lesz [62, 63]. A héj-
szerkezet( toltetek masik elénye a kisebb holttérfogat. A porézus szemcsék az oszlop
térfogatdnak egyharmadat foglaljdk el, mig a tomérmagvu szemcsék térkitoltése 20 %-
al nagyobb [62, 64, 65]. Ez a kisebb hozzaférhetd térfogat az elvdlasztanddé kompo-
nensek szdmdra a van Deemter egyenlet B tagjdnak (molekuldaris diffizié) HETP-hez
val6 hozzdjarulasat csokkenti. A van Deemter egyenlet C' tagja az anyagatadasi gatlas
hozzdjaruldsat irja le. A szemcsén beliili diffuzivitds a belsd6 mag 4tmérd és a teljes

szemcse atmérd ardnydnak fliggvényében irhaté le. Ahogy ez az ardny novekszik, ugy
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valik egyre gyorsabba az anyagdtadasi kinetika az aktiv héjban. Ez az elony6s tulajdon-
sdg nagy linedris dramlési sebességeknél jelentkezik elsésorban nagyméretli molekuldk
esetén [66, 67, 68].

Nagyméretti molekuldk, mint példdul proteinek elvdlasztidsa szempontjdbol dontd
fontossagu az allofazis szemcsék szerkezeti felépitése [69]. Ennek tanulméanyozasa cél-
jabol a Phenomenex (Torrance, CA, USA) gyartott egy prototipus Kinetex-C;g oszlopot,
amely 2,7 pm atmérdji két porézus réteggel bevont tomormagvu szemcséket tartalma-
zott, melynek paraméterei a kovetkez6k: a tomor mag dtmérdje 1,9 um, a belsd héj
vastagsdga 0,35 pm, 100 A 4tlagos pérusmérettel, a kiilsé héj vastagsdga pedig 0,05
pm, 300 A atlagos porusmérettel. A mérések alapjan a proteinek anyagdtadasi kine-
tikdja akkor a leggyorsabb, ha a kiilsé héj nagyméretli mezopérusokkal (200-300 A)
és nagy porozitassal (~0,5-0,7) rendelkezik, ezaltal gyorsitva a molekuldk bejutdsat a
belsd rétegbe. A tomor mag jelentdsége a diffizids tthossz lecsokkentésében nyilvanul

meg és mérete befolydsolja az oszlop terhelhet&ségét.

1.3.3. A folyadékkromatografias toltetek kémidja

A klasszikus HPLC toltetek szilikagél alapuak [44, 45]. Ezek az all6fazisok mechani-
kailag nagyon ellenall6ak, konnyedén lekiizdik a HPLC-ben hasznalatos nagy nyomast
szamottevo toredezés vagy 0sszenyomoddds nélkiil. Szintén ellenallak kiilonbozd ol-
dészerekkel szemben. A szilikagél ezen kedvezd tulajdonsagai nagyban hozzdjarultak
a HPLC kifejlesztéséhez. A masik fontos tényezd a feliilletmddosité technikak alkal-
mazhatdsaga, amelyek segitségével jelent6sen kiillonbdz6 adszorpcids tulajdonsdgokkal
rendelkez0, kémiailag stabil feliiletek allithatok el6. Az ezeken a feliileteken kolcson-
hat6 rétegek vastagsdga a monomolekuldris tartomdanyba esik, ez a mintamolekuldk ad-
szorpcids rétegben valé mozgédsdhoz gyors anyagatadast nyujt, ami keskeny csucsokat
eredményez. A szilikagél legnagyobb hatranya, hogy ligos pH-n feloldédik. Ennek
gyorsasaga fiigg az all6fazis természetétdl, a pH-t6l, a puffer tipusatdl, a mozgo6fazis-
ban 1évd szerves komponens mennyiségétdl €s mindségétdl, valamint a hdmérséklettdl.
A toltet hidrolitikus stabilitdsat nagyban befolyasolja még a kotott fazis tipusa és fe-
lilleti boritdsa. Annak ellenére, hogy a gyartok nem ajanljak a kotott fazisi oszlopok
hasznélatat 8-as pH folott, ezek az oszlopok biztonsdggal haszndlhaték 9-es pH-n is
szobahdmérsékleten, nagy szdzalékban szerves komponenst tartalmazé mozgofazist al-
kalmazva.

A polimer toltetek, mint példaul a vinil-monomereken alapuldak, szélesebb pH tar-
tomanyban stabilak. A sztirol-divinil-benzol polimerek a teljes pH tartomanyban alkal-
mazhatéak. Ezt a fajta polimert el6szor méretkizarasos kromatografidban hasznaltdk, és
ugyanolyan szemcseméretekben gyartjak, mint a szilikagél tolteteket. A polimer szem-

csék feliiletmodositdsa szintén lehetséges, azonban szamos héitrdnyuk van a szervetlen
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toltetekkel szemben. A polimer toltetek mechanikailag kevésbé ellendlléak. Kis mo-
lekuldk elvalasztasa esetén retencidés kromatografidban jelent6sen kisebb a hatékony-
saguk, mint a szilikagél tolteteknek. Ez az all6fdzisba valé anyagdtadas gatoltsagdnak
kovetkezménye, ami a polimer toltetek legnagyobb héatrdnya. A polimer toltetek ma-
gukba szivjdk az oldoszert, ezért megdagadnak vagy Osszezsugorodnak a mozgofazis
mindségétdl fiiggben. A gyakorlatban ez a probléma kikiiszobolhetd, a mozgdfizis
gondos megvdlasztiasdval és a térfogatdram szabdlyozdsdval. A polimer toltetek hat-
ranyai — alacsony nyomadstlrés €s gatolt anyagdtadds kis molekuldkndl — korlatozzak
azok alkalmazasi teriileteit, ennek ellenére a polimer alapu toltetek domindljak az olyan
teriileteket, mint a biopolimerek elvédlasztdsa, a méretkizdrdsos kromatografia, ionkro-

matogréafia és az ionkizdrdsos kromatogréfia.

1.3.4. Kiilonbozd tipusu all6fazisok kombindldsdra alkalmazott technikdk

Komplex mintdk esetében az egyoszlopos folyadékkromatografia gyakran nem biztosit
megfeleld felbontdst és analizis id6t [70]. Szdmos megkozelités 1étezik a kiillonbdzo
all6fazisok kombindlasédra a kromatografis teljesitmény javitasa érdekében. A legegy-
szerlibb megkozelités a parallel oszlopok alkalmazdasa: ilyenkor az analizis két futasban
torténik. A mdsodik futds célja felbontani az elsd futds dtlapolé komponenseit. Gyakran
meglehet6sen kifinomult szoftverre van sziikség ahhoz, hogy valédi komplementer szi-
tudcidkat taldljunk, amelyek megfeleld felbontdst biztositanak az 6sszes komponensre
[71, 72].

A vegyes médu oszlopok koztes szelektivitasu allofazisai kiilonbozd elvélasztasi
mechanizmusok, mint példdul forditott fazisa és méretkizardsos, vagy kation- és an-
ioncseréld kombindldsdval allithatok eld. Vegyes modu oszlopok esetén megnyilvanul
valamennyi alkoto 4ll6fazis tulajdonsdga, melyek aranydnak valtoztatdsaval a szelekti-
vitds hangolhat6 [73, 74, 75]. A vegyes modu oszlop megkdzelités azonban nehézsé-
gekbe iitkozhet. Eloszor is dedikalt oszlopokra van sziikség. Masodszor, a kiillonb6z6
tipusu all6fazisok kolcsonhatdsa egymadssal 0sszetett, amely nem linedris retencids vi-
selkedést eredményezhet [76].

A tandem oszlopok tobbdimenzids konfiguraciéja alternativdja lehet a vegyes modu
oszlopoknak. Ebben a megkozelitésben a minta elicidja két vagy tobb tandem (egy-
mdst kovetd) oszlopon torténik, melyek mindegyike egy adott dll6fazissal rendelkezik.
A masodik dimenzi6 elvalasztisa magaban foglalhatja az els6 dimenzidban gyijtott va-
lamennyi frakciét [77, 78, 79], vagy csak kivélasztott frakcidkat [80, 81, 82, 83]. A
kiilonboz6 retenciés mechanizmusok kombindlt felhasznédldsanak elonye mellett a két-
dimenziés LC lehet&séget kindl a kisérleti koriilmények (eluens Osszetétel, gradiens
program, dramldsi sebesség és homérséklet) fiiggetlen manipuldldsara az egyes oszlo-

pokhoz. A {6 hatrdny a minta lehetséges szdmottevd higuldsa és a hosszabb analizis

27



1d6. Ezenkiviil a kétdimenzids LC optimalizdldsa nem egyszerl szdmos egymastol fiig-
g6 tényezd miatt [70].

Egy technikailag egyszer(ibb kialakitds a tandem oszlopok soros elrendezésben.
Ilyenkor két vagy tobb kozvetleniil 6sszekapcsolt oszlopon dramoltatjuk ugyanazt a
mozgofazist (vagy gradienst). Egy adott, sorban dsszekapcsolt oszlopkombinaciéval
egy kvazi-ij oszlopot kapunk, amely bizonyos esetekben sokkal jobb teljesitményt
nyujt, mint az egyes oszlopok kiilon-kiilon [72].

Az 6sszekapcsolt oszlopok oOtlete mar a kromatografia torténetének hajnalan fel-
meriilt komplex mintdk analizisénél [84, 85, 86, 87]. Oszlopkapcsolds esetén egyrészt
novelhetd a kinetikus teljesitmény az oszlop hosszdnak novelésével, masrészt a szelekti-
vitds a kiilonboz6 kémidji all6fazisok kombindldsaval bedllithat6 [88]. Egyes kozlemé-
nyek [87, 89] kiemelték a hatéanyagok megnovekedett szaméat, melyek osszekapcsolt
oszlopokkal meghatarozhatok. Az analitikai eljarasok kidolgozdsa mellett kisérlet tor-
tént sorban 0sszekapcsolt oszlopok preparativ kromatogrifias alkalmazaséra tobbkom-
ponensi elegyek elvdlasztasandl [90]. A szerz6k megnovekedett hozamrol szamoltak
be két 0sszekapcsolt oszlop esetén. Végiil érdemes megjegyezni, hogy a kirdlis és aki-
ralis komponensek elegyét tartalmazé mintak analizise, kirdlis és akirdlis all6fazisok
kapcsolasaval egy masik aktiv teriilet [91, 92, 93, 94, 95].

Egy tetszbleges linedris kozegben (idében valtoz6 és/vagy nem-uniform) torténd el-
vdlasztas kinetikus elméletének alapjait Giddings [8, 96] és Blumberg [97, 98] irtak le
részletesen. Ezekben a munkdkban részletes modell taldlhat6 az elméleti tinyérmagas-
sdg kiszdmitasdra nem-uniform kozegben. Ezek az elméletek kiterjednek a kapcsolt
oszlopokra és a gadzkromatografidra is, figyelembe véve a gazkompresszids hatdsokat
is.

A Fekete és munkatdrsai [88] altal kidolgozott elmélet segitségével a csicsszéles-
ség becsiilhetd kapcsolt oszlopos rendszerekben, izokratikus és gradiens eliciés méd-
ban egyaridnt. Ez alapjdn izokratikus modban a tdnyérszamok nem additivak, ha az
oszlopok kiilonb6zd tdnyérszdmmal rendelkeznek, és a kinetikus teljesitménynek ha-
tarértéke van, melynek értéke az egyes oszlopok hatékonysdgatol és hosszatol fiigg.
Gradiens eluciés mdédban az oszlopok sorrendje mar nem indifferens. Ilyenkor a megfi-
gyelt latszélagos hatékonysag jelentSsen fiigg az oszlopok sorrendjétsl. Osszekapcsolt
oszlopok esetén, ha a végsd oszlop nagyobb hatékonysiggal rendelkezik, a cstiicsszéles-
ség csokkenése varhatd. Ezért az oszlopokat a hatékonysdg szerint novekvd sorrendben
célszerl Osszekapcsolni.

Az oszlopokban hosszirdnyban csokkend szemcseméret (kapcsolt rendszerekben)
extra csucskompressziot okozhat a gradiens elucié okozta savkompresszio mellett [88,
99]. Egy kozelmdltbeli munkdban Codesido és munkatdrsai [100] tanulmdnyoztdk a
csokkend méretli szemcsékkel toltott (szemceseméret-gradiens) oszlopok potencidljat.

Arrdl szamoltak be, hogy izokratikus elicié esetén a szemcseméret gradiens nem jelent
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elonyt. Gradiens eliiciés modban azonban meredek mozgo6féazis gradiens esetén a szem-
cseméret gradiens potencidlis elénye fontossd valhat. A legjobb esetben a hatékonysag
koriilbeliil 15-20 % -os varhaté novekedésérdl szamoltak be egy adott retencids idonél,
szemcseméret gradienst alkalmazva, 6sszehasonlitva a konstans szemcseméretti oszlop-

pal.

1.3.5. Toncsere-kapacitds gradiens megvaldsitasanak maédjai

Ionos vegyiiletek elvélasztasat ciklikus poliéter-mddositott keresztkotott polimereken
els6ként Blasius és munkatarsai irtak le [101] a *70-es évek kozepén. Az ilyen fazi-
sok képesek komplexet képezni szervetlen sokkal [102, 103]. Mivel az oszlop ioncsere
kapacitdsat az eluens kationja hatdrozza meg, igy lehet6ség nyilik kapacitds gradiens
létrehozdsara, a kation tipusdnak megvaltoztatdsaval a kromatogréfids analizis kozben.
Ez az eluens kromatografids futds kozbeni cseréjével (példaul kdlium-hidroxidot litium-
hidroxidra) valdsithaté meg, ami a csokkend kapacitds miatt jelentds analizis id6 csok-
kenést eredményez [104, 105]. Ez a fajta gradiens hatékonynak bizonyult szimos anion
elvalasztasakor koronaéter fazisokon [106, 107, 108]. A koronaéterek szintén alkalma-
sak kation elvdlasztasok szelektivitisdnak bedllitdsara kromatografids és elektroforeti-
kus technikdkndl egyarant [109, 110, 111].

Egy maésik lehet8ség kapacitds gradiens eldallitasdra, a kriptand fazisok alkalmazasa
[112, 113]. A kiilonbo6z6 tipust kriptandok kovalensen kothetdk szilard hordozokhoz €s
képesek fém kationok megkotésére haromdimenzids kavitasuknak koszonhetden [114].
Hasonl6an a koronaéter fazisokhoz, a kapacitds gradiens a hidroxid eluens kation kom-
ponensének kromatografids futds kozbeni megvdéltoztatasaval torténik [115, 116]. A
kriptand oszlopok kapacitds gradiensének {6 eldnye, hogy lehet&ség nyilik polarizal-
hat6 és nem-polarizdlhaté anionok egy futdsban torténd szimultan elvalasztasara, ami
kiillonosen nehéz feladat latex-agglomerélt anioncserélokon és amindlt ojtott polime-
reken egyarant [104]. A kriptand fazisok tovabbi el6nye, hogy kétfunkcids toltetként
tizemeltethet6k, kationok és anionok elvalasztasara is alkalmasak [117].

Yamamoto és munkatdrsai [118] a borat vegyiiletek €s diolok anionos komplex-
képzbdésén alapul6 kapacitds gradiens eliciora alkalmas oszlop jellemz6it vizsgaltak.
Az ionos vegyiiletek gradiens elvélasztdsa az oszlop ioncsere kapacitdsanak elvalasztds
kozbeni csokkentésével valdsult meg. Az anionos komplexképz6dés az eluens borat
reagense és a gyanta felszinén taldlhaté diol tipusi hidroxilcsoportok kozott torténik.
Ilyen oszlopot alkalmazva lehet6ség nyilik kiilonbozd toltésti anionok szimultdn meg-
hatdrozasdra bindris gradienssel, natrium-borét és mannitol eluenst haszndlva. A tech-
nika rossz reprodukdlhat6sdgat az ioncsere kapacitds bedllitisdnak nehézsége okozza.
Szabdlyozhat6 szelektivitdsu allofazisok eldéllitasa lehetséges még komonomerek

kiilonboz6 aranyainak manipulacidjdval hidrofil interakcids/ioncserés vegyes lizemmo-
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du kromatografiaban [119]. A szabalyozhato szelektivitasu vegyes fazisi kromatografi-
as allofazisok fejlesztése elonyds komplex mintdk elemzése szempontjabol. Az alléfa-
zis toltése és polaritdsa, valamint az elvalasztds szelektivitdsa kényelmesen manipuldl-
hat6 a natrium-4-sztirolszulfondt és dimetilaminoetil-metakrildt monomerek ardnyanak
valtoztatasdval. A fejlesztett oszlopot szamos kiilonféle vegyiilet elvalasztasanal siker-
rel alkalmaztak.

Az eddig felsorolt példdk mindegyike dinamikus kapacitds gradiensként tekinthetd.
Szamos dj tanulmény foglalkozik a statikus 4ll6fazis gradiensekben rejld potencidllal.
beleértve a fotoinicializalt technikdkat monolit kapillaris oszlopokndl [120] vagy a dest-
ruktiv és direkt kotd modszereket [121, 122] szilikagél oszlopok esetén. Ezek a gradiens
fazisok mozg6fazis gradienssel kombindlva megnovekedett felbontéképességet mutat-
nak, hasonldan a szemcseméret gradiens esetében tapasztaltakhoz [100, 123]. Egy nem-
régiben késziilt, longitudindlis 4l16fazis gradienssel rendelkez6 ioncseréld oszlopokkal
végzett kisérletekr6l tuddsitd cikk [124] szintén jelentds kromatografids hatékonysag

novekedésrdl szamolt be.
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2. Kisérleti rész

2.1. Numerikus szamitasokhoz hasznalt szoftverek

A numerikus szdmitasok Python programnyelven (v. 3.6, Anaconda Python Distributi-

on) készitett szoftverrel késziiltek, a NumPy és SciPy csomagok felhasznaldsaval.

2.2,  Kétrétegli tomoérmagva alléfazisok nagyméretli biomolekuldk fo-
lyadékkromatogréafids elvélasztasi hat€ékonysaganak vizsgalata elmé-
leti megfontoldsok alapjan

A kétrétegli szemcsék elvdlasztdsi hatékonysagét egy tipikus nagyméretd peptid (pl. in-
zulin:  molekulatomeg, M, ~6 kDa, molekularis diffuziés koefficiens, D,,,
~ 6 X 10_5%) esetére vizsgaltam a [(3.6)—(3.19)] egyenletekbdl Mathematica 10.0
(Wolfram Research Inc.) szoftver segitségével levezetett [(3.20)—(3.31)] egyenletekkel.
A numerikus szdmitdsokhoz sziikséges paraméterek értékeit, mint az oszlop paraméte-

rei, a szemcseméret, stb., a 2.1. tablazat foglalja 6ssze.

/////

mazott numerikus paraméterek értékei

Paraméter Erték
oszlophossz (L) 10 cm
oszlop atmérd (d..) 0,3cm
szemcse atméro (d,) 2,7 pm
kiilsd porozités (e.) 0,4

cm
min

intersticidlis mozgo6fazis sebesség (u)

2.3. Szemcseméret gradienssel rendelkez6 folyadékkromatografids osz-
lopok hatékonysagéanak elméleti vizsgalata

A numerikus szdmitdsokhoz sziikséges paraméterek értékeit, mint az oszlop paraméte-
rei vagy a molekuldris paraméterek, a 2.2. tablazat foglalja 6ssze. Fontos megjegyezni,
hogy a retencids érzékenységi paraméter, S (a komponens retencidjanak eluens Gssze-

tétel megvaltozdsara val6 érzékenységének mértéke), értéke meglehetdsen nagy. Ezt a
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nagy értéket szdndékosan valasztottam nagyméretii polimerek és fehérjék reprezentala-
sa érdekében. Mivel az S hatdssal van a sdvszélesség éltalanos alakuldsara, a kompo-
nens mérete kisebb hatdssal lehet a szemcseméret gradiensekkel rendelkezd oszlopok

hatékonysagéara.

2.2. tablazat A szemcseméret gradienssel rendelkezs folyadékkromatografias oszlopok
hatékonysagvizsgdlata soran alkalmazott numerikus paraméterek értékei

Paraméter Erték

oszlophossz (L) 0,05 m
a Knox egyenlet paraméterei (A, B,C) 1;1,5;0,5
molekuldris diffiziés koefficiens (D,,,)  107® m?/s

az oszlop ellendllasi tényezbje (¢) 1000
linearis mozgo6fazis sebesség (u) 0,0111 m/s
eluens viszkozitds (1) 1073 Pas
az erésebb eluens kezdeti moltortje (¢q) 0,05
az eluens osszetétel megvaltozasa (Ayp) 0,7
retencios tényezd o = 0-ra (ko) 10%
retencids érzékenység (.5) 30
gradiens 1d6 (t¢4) 600 s

2.4. Adszorpcios izotermdk folyadékkromatografids meghatarozasa mo-
dell mentes inverz modszerrel

2.4.1. Eszk6zok és anyagok

A kisérletek Agilent 1100 Series folyadékkromatograf (Agilent Technologies, Palo Al-
to, CA) segitségével torténtek, amely tartalmazott egy gradiens pumpét, automata in-
jektort, oszlop termosztitot, UV-vis detektort és egy Agilent Chemstation adatgy(jtd
rendszert. A butil-benzoat (Sigma-Aldrich) sdvprofiljainak felvétele 290 nm-en tortént.
A mérésekhez haszndlt oszlop egy 50 mm x 2,1 mm Waters Cortecs C18 oszlop 5 um-
os szemcsékkel toltve. Eluensként metanol-viz 65:35 ardnyu elegyét hasznédltam. Az
eluens dramlési sebessége 0,2 ml/perc, az oszloptér hdmérséklete 30°C, a butil-benzoat

minta koncentraciéja 7,25 g/l volt.

2.4.2. Szamitasok

A kidolgozott, izoterma egyenlet mentes mdodszerben az izoterma derivaltjat az egyes
izoterma pontokra illesztett spline (szakaszosan parametrikus polinomokkal leirt gorbe)
derivaltja helyettesiti. A illesztéshez kobos spline-t hasznéltam, amely esetén az egy-
mast kovetd pontok harmadfokd polinomokkal vannak osszekotve. A mért és szamolt
savprofilok eltérés négyzetdsszegének minimalizaldsa az egyes izoterma pontok pozici-

djanak optimalizalasdval tortént Nelder-Mead szimplex modszerrel [125]. Az izoterma
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pontok kezdeti értékének meghatarozasa a klasszikus inverz moédszeren alapult, Lang-
muir izotermat feltételezve. Az izoterma pontok szdma €s eloszldsa a mért savprofil
alakjatol fiigg (Lasd 3.3.3).

2.5.  Statikus longitudinalis ioncsere gradiens kromatografia elmélete

A numerikus szdmitdsokhoz sziikséges paraméterek értékeit, mint az oszlop paraméte-

rei vagy a mozg6fazis paraméterek, a 2.3. tdblazat foglalja Ossze.

2.3. tablazat Az ioncsere-kapacitds gradienssel rendelkezd folyadékkromatografids
oszlopok hatékonysdgvizsgdlata sordn alkalmazott numerikus paraméterek értékei

Paraméter Erték

oszlophossz (L) 25 cm
mozgo6fazis sebesség (u) 25 cm/min

kezdeti eluens koncentracié ((OH™],) 1 mM

az eluens koncentraci6 valtozdsanak sebessége (5) 10 mM/min

A szamitasokhoz hasznalt modell ionokat és ioncsere szelektivitasi koefficienseiket
[126] a 2.4 tablazat foglalja Ossze.

2.4. tablazat A szamitisokhoz hasznilt modell ionok és ioncsere szelektivitisi koeffi-
cienseik

Anion K, ,on

klorid 1,51
nitrat 5,04
szulfat 29,05
fumarat 66,21
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3.1.

Eredmények

Kétrétegli tomormagvu alléfazisok nagyméretli biomolekulak fo-
lyadékkromatogréafids elvélasztasi hat€ékonysaganak vizsgélata elmé-

leti megfontoldsok alapjin

s

A folyadékkromatografia dltaldnos sebességi modelljét kibdvitettem két kiilonbozd szer-

kezetd, illetve feliileti kémidju porézus réteggel rendelkezd tomormagva allofazisok

esetére. Az éltaldnos sebességi modell Laplace tartomdnyban torténd megoldésa lehe-

tové teszi az eldcids sdvok momentumainak kiszdmitasat, amelyek felhasznédlhatok a

kétrétegli szemcsék hatékonysdgdnak meghatirozdsara.

3.1.1.

A kétrétegli tomormagvu szemcsék szerkezete

A kétrétegli tomormagva szemcsék harom kiilonbozo6 részbdl dllnak (lasd 3.1 dbra).

1. Egy tomor mag r. sugdrral.

re = pry (3.1

ahol r, a szemcse sugara (3.1 dbra), és p az ardnyossigi tényez6 a tomor mag
sugara és a szemcse sugara kozott. Ez a réteg impermedbilis az analizdlandé
komponensek és az eluens szdmdra is. Ha p értéke 0-val egyenld, akkor a szem-
cse nem rendelkezik tomor maggal, ha pedig p = 1, akkor a teljes szemcse
nem pordzus, mint a Kovasil fazisok [127]. Ezért, a tomormagvi szemcséknél
0<p <1

. Egy bels6 porézus réteg o; vastagsaggal.

di=ri—re=(B—p)rp (3.2)

ahol r; a bels6é pordzus réteg kiils6 felszinének sugara (3.1. dbra), 3 pedig az
aranyossagi tényezd r; és r, kozott. Ez a réteg adott porozitassal (g;) és feliileti
kémidval rendelkezik. Ha [ p-val vagy 1-el egyenld, a szemcse csak egy porézus

réteggel rendelkezik. Ha p < 8 < 1, a szemcsének két por6zus rétege van.
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3. Egy kiils6 porézus réteg 0, vastagsaggal.
do=rp—ri=(1—0F)r, (3.3)

A gyart6tol fiiggden ennek a rétegnek lehet a belsd pordzus réteggel azonos vagy

kiilonbodz6 porozitdsa (¢,) és feliileti kémidja.

Kiils6 pordzus réteg

Bels6 pordzus réteg

5i 60
SIS - TOomor mag

3.1. dbra A kétrétegli tomormagvu szemcse szerkezete.

A héjak porozitédsa (¢,) a kiillonboz rétegek vastagsdgatol, illetve a tomor mag mé-
retétdl fligg.

ep = o(1 — ) +&i(68° — p°) (3.4)

A kétrétegli tomormagvu szemcsékkel toltott oszlop teljes porozitdsa igy szdmolha-
t6 ki:

er=cc+(1—e)[co(1=5) +e (B2 —p°)] =ec+ (1 —e)ep (3.5)

ahol e, az oszlop intersticidlis porozitdsat jeloli, amely a szemcsék koriili, mozg6fazis-
sal kitoltott térfogatbdl adodik.

3.1.2. Az 4ltaldnos sebességi modell kiterjesztése kétrétegli tomormagvui szemcsékre

sz

A mintamolekuldk oszlopon beliili vandorldsa soran fellépd szdmos savszélesitd fo-
lyamat koziil egyiket sem lehet sebességmeghatidrozéként emliteni. A kromatogrifia

altalanos sebességi modellje az axialis diszperziét az axialis és orvénydiffuzid, a kiilsd
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film anyagétadasi gétlas, a szemcsén beliili diffizio (beleértve a porus és feliileti diffuzi-
0t), és az adszorpcio-deszorpcid sebességének Osszegeként veszi figyelembe. Mivel az
altaldnos sebességi modell kiilon targyalja a szemcsén belilli, illetve a szemcsén kiviili
folyamatokat, két tomegmérleg egyenlet felirdsa sziikséges a minta komponensre, egy
a szemcsék kozott aramlo (intersticidlis) mozgdfazisra, egy pedig a szemcséken beliili
stagndlé mozgofazisra.

Az intersticidlis folyadék fazisban lejatsz6dé folyamatokra a kovetkezd tomegmér-

leg egyenlet irhato fel:

02 co|z, 1]
0 22

Oclet] 075t Desd

ot 91 YT, TD:

(3.6)

ahol c. a minta komponens koncentricidja az intersticidlis térfogatban, u. az eluens
intersticidlis sebessége, D, az axidlis diszperzios koefficiens a kiilsd mozgofazisra de-

finidlva, ami a molekuléris és orvénydiffiizids koefficiensek 0sszegét jelenti, F' a fazis-

ardny, ami -ként definidlhato, és q az al16fazisbeli mintakoncentracio, ¢, atlagolva

e
a teljes szemcsére. GOmb alaku szemcse esetén:

Tp

== r?qdr (3.7)
s Jy

c

ahol r a radidlis tavolsag.

A 3.6 egyenlet jobb oldaldnak els6 tagjdban szerepld derivélt az adszorpcid sebes-

ségét jelenti a teljes szemcsére dtlagolva. Szamitasa igy torténik:

0gl=t] 3
%i]ZE@M%mﬂ—%mﬂ) (3.8)

ahol k a kiils6 anyagdtadasi koefficiens és c,[r,, | a mintakoncentrdcié a pérusokban,
a szemcse felszinén.

A kétrétegli tomormagvu szemcsék porusaiban lejatszodé folyamatokra két diffe-

rencidlegyenlet felirdsa sziikséges. Egy a kiilso, illetve egy a belsd pordzus rétegre.

dcolr,t] D colr,t]  20¢,[r,t]

AOT = Do ( or? + r or (3:9)
dcilr,t] D cilr,t]  20¢r,t]

A _Di( e (3.10)

ahol az als6 indexben szerepld ¢ és o a belsd, illetve a kiilsd porézus rétegre vonatkoz6
paramétereket jelolik, c; és ¢, a mintamolekula koncentréacidi a két réteg porusaiban
1évd stagnalé mozgoéfazisban, D; és D, a mintakomponens diffiziés koefficiensei a
szemcse porusaiban, és

A, =c,+(1—¢,) K, (3.11)
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ahol K; és K, a mintamolekula Henry koefficiensei a két rétegben.

A fenti egyenletek végteleniil gyors adszorpcids-deszorpcids kinetika esetére érvé-
nyesek (¢[r] = Kc[r]). Fontos megjegyezni, hogy ebben az esetben a komponensek
retencidjanak jellemzése egyszerl egyensulyi paraméterekkel torténik, azonban a kom-
ponensek adszorpcidjanak kinetikdja sokkal bonyolultabb is lehet, amelynek leirdsara
ez az egyszerli megkozelités mar nem alkalmas [128, 129]. A szdmitdsok sordn mo-
dell vegyiiletként hasznalt peptidhez hasonlé méretli molekula adszorpcidjat tobb ezer
kiilonboz6 kinetikai folyamat befolydsolhatja [129].

A szemcse kiils6 felszinére vonatkoz6 peremfeltétel igy irhato fel:

J ¢colr, t]
or

D, = kg (ce[z,t] — colrp, t]) (3.13)

r=rp

A két porézus réteg kozotti peremfeltétel, végteleniil gyors anyagatadast feltételez-

ve:
Ci[rh t] = CO[TD t] (314)

0 C; [Tv t] 0 Co [T7 t]
D. e
or ’r_ri > or

(3.15)

r=r;
A tomor magon keresztiil nincs tomegdram, ezért a tomor mag felszinére vonatkoz6

peremfeltétel:
9, Ci [Tu t]
or

=0 (3.16)

r=r¢

Az egyszerliség kedvéért, egy Dirac delta injektdldst adtam meg kezdeti feltételként.

c.[0,1] = 6(t) (3.17)

3.1.3. A kromatografias oszlop elméleti tdnyérmagassiga

A kiilonbozd kromatografids oszlopok teljesitményének Osszehasonlitdsa az elméleti
tanyérmagassdguk, HETP, alapjin torténik, ami az eludlt csucs statisztikai momentu-
maibdl szdmithato.

/
HETP = 221, (3.18)
M1
ahol py elsd abszoldt, és p), a masodik centralizalt momentuma a csicsnak és L az
oszlophossz.

Az eldz6 szakaszban definidlt parcidlis differencidlegyenlet rendszer [(3.6) — (3.17)]
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egyenleteinek zart formdju analitikus megoldésa id0 tartomdnyban nem lehetséges. A
megoldas Laplace tartomanyban levezethetS, azonban nem transzformalhat6 vissza id6
tartomdnyba. A csicsok momentumai viszont konnyedén kiszdmolhaték a megoldés
Laplace transzformaltjabdl [6, 67, 130].

B 0" logCl(s, L)
He = ( 1) asn

ahol C(s, L) az eluci6s profil Laplace transzformaltjanak felel meg az oszlop kimeneté-

(3.19)

nél (L), s a Laplace véltoz6 és n > 0.

3.1.4. Az altalanos sebességi modell megoldésa kétrétegli tomormagvi szemcsékre

Az altalanos sebességi modell [(3.6) — (3.17)] egyenletek els6 momentuma, vagy més

szavakkal a retencios id6 igy adhatd meg:

L
p = —(1+ k1) (3.20)
ahol
ki =k, + k; (3.21)
és
ko, =F(1— 53)A0 (3.22)
ki = F(B° — p*)A; (3.23)
A masodik momentum:
2L
M2 = u— (5ax + §f + 5d> (324)

e

ahol 0., 07, és 4 az axidlis diszperzid, a kiilsé film anyagdtaddsi gatlds, és a szemcsén

beliili diffizié hozz4jaruldsa az eludlt cstics variancidjahoz.

D

- u—f (14 k) (3.25)
T

§p = —L—k? 3.26

5o o [k B°—58%°+ 980" —5p° 1P

TV [Diﬁ (3 — p)? D, 8

(k§6(563+662+36+1)+5kik06(263+352+35+1)+5k§(62+6+1))}
B2+ B+1)°

(3.27)

39



A (3.18) egyenletbdl kovetkezden a kétrétegli tomormagvu szemcesékkel toltott osz-
lop HETP-je igy adhat6 meg:
HETP 2 (Sun 40 +04) = has + by + h (3.28)
= 9 \Yaz d) — laz d .
(1+k)° ! !
ahol hgg, hy, and h, az axidlis diszperzio, a kiils6 film anyagatadasi gatlas, és a szem-

csén beliili diffizi6 HETP-hez valé hozzdjarulasat jelolik.

A komponens latszélagos retencids tényezdje, k, a (3.20) egyenletbdl szdmolhato,
figyelembe véve, hogy az oszlop holtideje, t); , megegyezik a visszatartdst nem szen-

ved§ komponens elsé statisztikai momentumaval. Igy,

tr =t _ . Ko(1 = %) + Ki(B° = p°)

k=
tym 1—|—F8p

(3.29)

A [(3.20) — (3.28)] egyenletek alapul szolgalhatnak momentumok, illetve kiilonbo-

708 szerkezetl szemcsékkel toltott oszlopok HETP-jének kiszamoldsahoz. Példaul, ha

B = 1, vagy B = p a szemcse egyrétegli tomormagvu szemcseként viselkedik. % és
04 pedig
ki =F(1—p*A, (3.30)
ry ki 1+2p+3p*—p° —5p
15D, F (P> +p+1)

amelyek megegyeznek a héjszerkezetli szemcsékre kapott korabbi eredményekkel.

3.1.5. Kétrétegti teljesen porézus szemcsék elvalasztdsi hatékonysdga

A teljesen pordzus kétrétegli szemcsék hatékonysiganak szemléltetéséhez a HETP-ta
koefficiens fiiggvényében abrazoltam. A szdmitdsokhoz modellként egy tipikus nagy-
méretl peptid (pl. inzulin) paramétereit hasznéltam fel. A két por6zus réteg feliileti
boritottsdgat és a molekula pérusbeli difftiziés dllanddjét tekintve 12 HETP gorbe ab-

razolhatd. Az dbrdhoz hasznélt paramétereket a 3.1. tdblazatban foglaltam Ossze.
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3.1. tablazat A kétrétegli pordzus szemcsék elvalasztasi hatékonysaganak szamitasahoz
felhasznalt retencids (A; és A,, lasd (3.11) és (3.12) egyenletek) és porus diffizids
paraméterek (D; és D,) a kiilsd, illetve a belso rétegben.

No. Az Ao Dz Do

1 12 3 107 10°°
2 12 3 10% 10°°
3 12 3 10% 10°°
4 1,2 3 107° 107
5 12 1,2 107% 10°°
6 1,2 1,2 1075 1076
7 3 3 107% 107
8 3 3 107° 10°°
9 3 1,2 107° 107°
100 3 1,2 109 10°°¢
1 3 1,2 105 10°°
12 3 12 10° 10°°

A belsé és kiilsé rétegben torténd retencié az A; és A, értékeitdl fiigg, amelyek a
(3.11) és (3.12) egyenletekbdl szamolhatok. Ertékiik a réteg porozitdsatdl () és feliileti
boritottsagatol (Henry koefficiens, K') fiigg. Az utdbbi az adott réteg feliiletén kotott
Cig-as csoportok szdmaval aranyos. A szamitasok soran haszndlt A; és A, értékek, 1,2
és 3, megegyeznek 0,75 és 2,45 retencids tényezd értékekkel, hagyoményos teljesen
pordzus szemcse esetén. A porusdiffizids paraméterek értékei D, és D;, a komponens
molekuldris diffiziés egyiitthatdja mellett elsGsorban a szemcsedtmérd és a névleges
porusdtmérd ardnyatdl fiiggnek. Ennek megfelelGen, a 1075 és 10_6% porusdiffiizi-
Os egyiitthatok 300 és 100 A porusméreteknek felelnek meg egy tipikus nagyméreti
peptid esetén.

A 3.2. abra a teljesen pordzus (p = 0) kétrétegli szemcsékre szamitott HETP gor-
béket mutatja a belsd pordzus réteg kiilso feliiletének sugara, r;, és a szemcse sugara,
rp, kOzotti ardnyossagi tényez6 (8 = r;/r,, lasd 3.1. abra) fuggvényében. A bel-
s0 és kiils6 rétegek vastagsdga a (3.2)—(3.3) egyenletek segitségével szdmithatd, ekkor
p = 0. Ahhoz, hogy kizardlag a kétrétegli szerkezet kromatogrifids hatékonysdgra
gyakorolt hatdsit érzékeltessem, az axidlis és film anyagataddsi folyamatok hozzaja-
ruldsait (0., és ) elhanyagoltam. Ennek megfelelGen, csak d4-t vettem figyelembe a
szamitasok sordn (lasd (3.25)—(3.28) egyenletek). Fontos megjegyezni azonban, hogy
nagy peptidek esetében a porus diffizio jelenti az anyagatadasi folyamatok legjelent6-
sebb hozzdjarulasat a teljes HETP-hez [131]. A szdmitott eredmények j6l korreldlnak a
hagyomanyos €s nagy pérusatmérdji (,,wide-pore”) héjszerkezetii fazisok esetén mért
redukalt HETP-kkel [132, 133]. A 3.2. 4bra alapjan a kétrétegii szerkezet jelentésen

befolyésolja az all6fazis hatékonysagat. Egyrétegii teljesen pordzus fazis esetén a leg-
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3.2. abra A teljesen pordzus kétrétegi szemcsék redukalt HETP értékei a (3 fliggvényé-
ben, a 3.1. tdblazatban bemutatott forgatokonyvek esetén. [ az aranyossagi tényezs a
belso réteg kiils6 felszinének sugara €s a szemcse sugara kozott (lasd. 3.1. dbra, vala-
mint (3.2) és (3.3) egyenletek).

jobb hatékonysdg A = 3 és D, = 107° %—nél adddik, ahogy az vérhat6. Ebben az
esetben a redukdlt HETP ~2,3. A bels6 és kiils6 rétegek feliileti retencidjatdl és porus
diffuziéjatol fiiggbden a hatékonysdg novekedhet vagy csokkenhet, ahogy a porézus ré-
tegek ardnya valtozik. Altalénosségban megdllapithatd, hogy a hatékonysdg nd, ahogy
a nagyobb pérusméreti réteg ardnya novekszik, ahogy az varhat6 volt. A hatékonysag
az 5., 7. és 11. forgatékonyv esetében monoton csokken, mig a 4., 6. és 8. forgatd-
konyv esetében monoton novekszik, a belsd réteg ardnydnak novekedésével. Az 1., 2.,
3., 9., 10. és 12. forgatékonyvhoz tartozé6 HETP gorbék lokélis minimumokkal (1, 2,
3) vagy maximumokkal (9, 10, 12) rendelkeznek. Az el6bbi esetek azt sugalljdk, hogy
nagyobb hatékonysag elérése lehetséges két kiilonb6zd pordzus réteg kombinaldsdval,
mint a két réteggel onmagukban. Az 1., 2. és 3. forgatokonyv kozos pontjai: (1) a
belso réteg kisebb feliileti boritottsdggal rendelkezik (A; = 1,2 vs. A, = 3),és (2) a

P

kiils6 réteg porusmérete €s porusdiffizidja egyenld vagy nagyobb, mint a belsd rétegé.
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A legnagyobb hatékonysédgot az 1. forgatokonyv esetén lehet elérni (fekete gorbe, a
minimum pont korrel jelolve), ahol mindkét réteg esetén gyorsabb a poérusdiffizid, a

belsd réteg pedig kisebb retencidval rendelkezik, mint a kiilsd.

3.1.6. Kétrétegli tomormagvi szemcsék elvalasztasi hatékonysaga

A 3.3. abran a kétrétegli tomormagvu fazisok redukalt HETP értékei lathatok a (3 fiigg-
vényében, kiillonb6z6 méreti magok esetén. A fekete burkolégorbe (8 = p, lasd 3.1.
abra és (3.2) és (3.3) egyenletek) az egyrétegli tomormagvu szemcsék HETP gorbé-
jének felel meg. Az el6z6 szakasz legjobb paraméterkombindciéjat (1. forgatokonyv)
alkalmaztam a kétrétegli tomormagvu fazisok elvalasztdsi hatékonysdginak tanulma-
nyozdsara. A 3.3. dbra alapos vizsgalata ravilagit arra, hogy barmely adott magméret-
nél a hatékonysag tovabb novelhetd a kétrétegli szerkezet alkalmazdsdval. Ugyanakkor
mindig taldlhat6 olyan egyrétegli mag-héj szerkezet, amellyel nagyobb hatékonysag ér-
hetd el, mint barmely kétrétegli tomormagvu szemcse esetén. Megjegyzendd azonban,
hogy a csokkend héjvastagsig az all6fazis feliiletének csokkenését okozza, ami a reten-
ci6 és végiil a vegyliletek kozotti tényleges felbontds csokkenését eredményezi, abban

az esetben, amikor a porézus réteg mar til vékony lesz.

p=0,5
_p=0,7
_p=0,8

Redukalt HETP

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

B
3.3. abra A redukalt HETP a g fiiggvényében dbrazolva kiilonbozé p értékek esetén.

A kromatografids gyakorlatban a felbontds fontosabb paraméter, mint a HETP. A fa-
zis felbontoképességének vizsgalatdhoz egy Uj komponens definidldsa sziikkséges. Az j
komponens A, és A; paramétereit tigy kaptam, hogy az eredeti komponens azonos pa-
ramétereit megszoroztam 1,2-vel. Mds szavakkal, a két vegyiilet szelektivitdsa 1,2 volt.
A 3.4. dbran a szamitott felbontdsok l4thatok a 3 fliggvényében, kiilonbozé p értékek
esetén. Kijelenthetd, hogy a 3.3. dbran lathat6 HETP gorbék esetén levont konkluizi-
O0khoz hasonldan, a kétrétegli tomormagvi szemcsék alkalmazdsaval nd a felbontés, de

egy bizonyos magméretig mindig taldlhat6 olyan egyrétegli mag-héj szemcseszerkezet
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nagyobb magmérettel, amely jobb felbontast biztosit. A magméret tovdbbi novelése
azonban, egy bizonyos optimalis érték folott mar csokkenti a kromatografids felbontast
a retencio jelent6s csokkenése miatt. Az optimdlis magméretnél a felbontds nem javit-
hat6 tovabb kétrétegli szerkezet alkalmazaséaval, mivel a kisebb retencivitasu belsé réteg
csokkenti a két komponens retencids idébeli kiilonbségét. Ennek megfelelGen a legjobb
elvalasztasi teljesitmény az egyrétegli mag-héj szemcse magméretének optimalizalasa-
val érhetd el. Fontos azonban megjegyezni, hogy az optimdlis magatmérd jelentdsen
fligg az elvdlasztand6 komponensek tipusatol [68]. Gazdasdgi megfontoldsok alapjén
a tulzott mennyiségli specifikus all6fazis tervezése és optimalizdldsa problémaédkat vet-
het fel. A nagy makromolekuldk analizisére optimalizalt mag-héj fazisok magmérete
altalaban a szemcseatmérd 90-95 % -a (a 3.4. 4bra is ezt a magméretet javasolja). Az
eredmények egyértelmtien bizonyitjak, hogy a kétrétegii struktira alkalmazasanak nincs
eldnye az erre a célra alkalmazott fazis esetén. Kisebb magméretek esetén azonban a
kétrétegli szerkezet elonye jelentGsebb. A mag mérete a legszélesebb korben el6alli-
tott dltaldnos céld mag-héj szemcséknél a szemcse atmérdjének ~ 70 % -a (p = 0, 7).
Ahogy a 3.4. dbra sugallja, 15-20 % -os felbontasnovekedés érhetd el j0l megtervezett

és optimalizalt kétrétegli tomormagvu fazisok hasznélatdval.

1,75 -
g 1,50
=
O 1,251 — p =070
Qo 0 =0,80
Q 1,004 —— p=0,90
> — p=0,96
4(—0‘ 0,751 — p=8
&) 0,50

0,25

0,00 . . | | |

0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

B

3.4. abra Relativ felbontés a [ fiiggvényében, kiillonb6z6 p értékek esetén.

Amint a [68] kozleménybdl is kideriil, az dltaldnos sebességi modell rendkiviil ered-
ményes eszkoz nagyhatékonysagu allofazis szemcesék tervezésére €s optimalizaldsara,
mivel figyelembe veszi az 6sszes folyamatot, amely az draml6 intersticidlis mozg6fa-
zisban és a szemcséken beliili stagndlo folyadékfazisban zajlik. Ebben a fejezetben az
altalanos sebességi modellt hasznaltam fel a kétrétegli tomormagvu, illetve teljesen po-
rozus allofazisok hatékonysdganak vizsgdlatara. Ezt, a modell Laplace tartomanyban

torténd megoldasa tette lehetové. Az eredmények azt sugalljdk, hogy gondos terve-
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zéssel és optimalizdlassal a kétrétegii strukturdk nagyobb elvdlasztdsi hatékonysigot
nyujthatnak, mint az egyrétegli fazisok, ha a kiils6 réteg nagyobb retencivitdssal és po-
rus diffizidval rendelkezik, mint a belsd réteg. Az eredmények azt is kimutattdk, hogy
a felbontds nem javithaté tovabb kétrétegli szerkezettel, ha a nem porézus mag mérete
az adott elvdlasztasra van optimalizdlva. Ha azonban a cél egy altalanos felhasznala-
su allofazis fejlesztése, akkor kétrétegii szerkezet haszndlatdval az oszlophatékonysag
15-20 %-o0s novekedése érhetd el.

A levezetett egyenletek egzotikusabb alléfazisok tervezésére is hasznédlhatok, mint
példaul az iireges szemcsék, amelyek lyukakat (eluens) tartalmaznak a szemcsék koze-
pén, lehetdvé téve a gyors diffiziét €s a gyors anyagataddst. Habar ezeknek az egzotikus
all6fazisoknak a gydrtdsa jelenleg technikailag nem megvaldsithatd, érdekl6désre tart-
hat szamot az ilyen fazisok alkalmazhatésdganak elméleti vizsgélata. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az ebben a munkédban bemutatott megkozelités nem tudja megjésol-
ni a szemcsék mechanikai stabilitasét, sem az oszloptoltés sordn jelentkezd fal effektust,
amely jelentGsen befolyédsolja az oszlop alkalmazhatésagat és hatékonysagat. E korla-
tok ellenére az 4ltaldnos sebességi modell alkalmazdsa felgyorsithatja az dj all6fazisok

tervezését €s optimalizalasat.
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3.2. Szemcseméret gradienssel rendelkezd folyadékkromatografids osz-
lopok hatékonysagdnak elméleti vizsgélata

A folyadékkromatogrédfia modern analitikai alkalmazdsai egyre hatékonyabb oszlopo-
kat igényelnek. A szemcseméret gradiens felhaszndldsdnak lehet&ségét a kromatog-
rafids oszlopban elméleti megkozelitéssel vizsgdltam. Referenciapontként a konstans
szemcseméretli oszlopot haszndltam, melynek nyomdsesése a szemcseméret gradiens

oszlopéval.

3.2.1. Nem-uniform oszlopok hatékonysaga

Egy szemcseméret gradienssel rendelkez6 kromatografids oszlop esetére a differenciélis

tomegmérleg egyenlet a kovetkez6képpen irhat6 fel:

dc  wy Oc 1 0 <D80> (3.32)

9t 1+ko:  1+koz\ 0z

Mivel a szemcsedtmérd az oszlop hossza mentén véltozik, D, a longitudindlis diszper-

z10s koefficiens fiigg a hosszirdnyu helykoordinatatol, z. A gradiens szemcseméreti

kromatografids oszlop hatékonysaga meghatdrozhaté a retenciés id6 és cstics variancia
(3.32) egyenlet megold4sabdl torténd kiszamitasival.

Feltételezve, hogy a komponensek sdvjai annyira keskenyek, hogy a szemcseméret

a sdvon beliil kozel konstansnak tekinthetd, a sdvok variancidja az oszlopon beliil, o2,

meghatdrozhat6 az alabbi kozonséges differencidlegyenlet megoldasaval is [134]:

2
do2 (kfl) y )
z z z + 1
_— —H, | — 3.33
dz < k. > (3.33)

ahol H, és k, a lokdlis elméleti tinyérmagassag, HETP, és a lokélis retenciés tényezd.
H, kiszamolhat6 a Knox egyenlet segitségével, a lokdlis szemcseméret, d,(z), ismere-
tében:

H, = <A /3 4 5ie uz> dy(2) (3.34)

Vs

ahol v, a redukdlt linedris mozg6fazis sebesség:

_ U dy(2)

v, D. (3.35)

D,,, amintamolekuldk diffuzids koefficiense. Ezt a megkozelitést hasznalva, ugyanazon
ug optimadlis lehet egy adott szemcsedtmérdre, de nem optimalis barmely més szemcse-
méretekre.

A fizikai sdvszélesség, 40, , a komponens koncentracié profiljdnak kromatografias

oszlopon beliili hosszirdnyu szélességét jelenti.
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Forditott fazisu gradiens eliciokndl egy komponens lokdlis retencids tényezdje igy

adhat6 meg:

k
k, = 20 3.36
14 kyy S Ap/ta(z/uo) (3.36)

ahol k., a komponens retencids tényezdje az analizis kezdetén (¢ = ¢o):

ko = ko exp(—S ¢) (3.37)

 az erésebb eluens térfogattortje, S a komponens retencidjanak eluens osszetétel meg-
vdltozdsara val6 érzékenységének mértéke (-S az In k[p] vs. p egyenes meredeksége),
Ay az erésebb eluens térfogattortjének megvaltozasa ¢ gradiens id6 alatt és ky a kom-

ponens retencids tényezdje ¢ = 0-ra.

3.2.2. Ekvivalens szemcseatmérd

Egy oszlop nyomdsesése, amelynek szemcsedtmérdje hosszirdnyban véltozik, Darcy

torvénye alapjan szdmolhat6 ki:

dP _ gupn
dz d2(z)

(3.38)

ahol d,(z) a szemcsedtmér$, ami z fiiggvénye, 7 az eluens dinamikus viszkozitdsa, és
¢ az oszlop ellenallasi tényezdje, amely az 500-1000 kozotti tartomanyba esik (ebben
a tanulmanyban 1000). Elhanyagolva a surlédasi hé hatdsat ug-ra és n-ra, a (3.38)

egyenlet a kovetkez6képpen oldhaté meg:

L
1
AP = —d 3.39

¢u077/0 dg(Z) z ( )

ahol L az oszlop hossza. Ha a szemcsedtmérd végig konstans az oszlopban, a (3.39)
egyenlet a Kozeny-Carman egyenletté egyszertisodik, ami egy a folyadékok dinamika-
jaban haszndlatos j6l ismert Osszefiiggés szilard toltetigyakon keresztiil &raml6 folya-
dékok nyomasesésének kiszdmitisara, lamindris dramldsok esetén [135, 136].

Az ekvivalens szemcsedtmérd, d,, ., definidlhat6, mint azoknak a szemcséknek az 4t-
mérdje, amelyekkel a nem-gradiens, uniform oszlop van toltve, amelynek ugyanakkora

a nyomadsesése, A P, mint a szemcseméret gradiens oszlopé.

(1 Lo _%_ [ougn L
dp,e = (z/o dg(z) dZ) = T (340)

Az ekvivalens atmér6jli szemcsékkel toltott oszlop referenciaként szolgal, amely-

nek hatékonysaga 0sszehasonlithaté a kiillonb6zd szemcseméret gradiens oszlopok ha-

tékonysagdval.
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3.2.3. Szemcseméret gradiensek

Munkdm sordn a toltet szemcseméret-gradiensek harom kiilonboz6 esetét vizsgéltam.

Mindegyik esetre a negativ €s pozitiv gradienst is vizsgaltam, és a kiszamolt hatékony-

sagat (fizikai sdvszélesség az oszlop végén) ezen nem-uniform oszlopoknak &sszeha-

sonlitottam az uniform oszlopéval (az az oszlop, amely az ekvivalens atmérdji szem-

csékkel van toltve, és amelynek nyomésesése megegyezik a nem-uniform oszlopéval).

Ezek az esetek a kovetkezOk voltak:

1. Linedris gradiens

(a) pozitiv gradiens

(b) negativ gradiens

2. Konvex gradiens

(a) pozitiv gradiens

(b) negativ gradiens

3. Konkdv gradiens

(a) pozitiv gradiens

(b) negativ gradiens

ahol 7 egy pozitiv egész szam (ebben a munkaban 7 = 1 vagy 5).

ahol d, és d,, ;, a szemcsedtmérd az oszlop elején, illetve a végén.

dyr —d
(Z):%Z+dp7o

d (£)
dp(z) =dpo+dpr |[1— (ﬂ)

dp,L

(3.41)

(3.42)

(3.43)

(3.44)

(3.45)

(3.46)

A kiilonboz6 szemcseméret gradiensek alakjat a 3.5 dbra illusztrdlja negativ gradi-

ensek esetén.
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3.5. abra A szemcseatmérs valtozasa az oszlop hossza mentén negativ gradiensek ese-
tén.

3.2.4. Azekvivalens szemcsedtmérd meghatirozédsa

A kiilonb6z6 szemcseméret gradiens oszlopok uniform oszlopokkal valé hatékonysag-
beli Osszehasonlithatésagdhoz az oszlop nyomdsat hasznéltam referencia paraméter-
ként. A nem-uniform oszlopok nyomasesésének kiszamitdsa a kiilonbozs d,,(z) forga-
tokonyvek ([(3.41)—(3.46)] egyenletek) (3.38) egyenletbe val6 behelyettesitésével tor-
tént. A nem-uniform oszlopok nyomadsesésének ismeretében az ekvivalens szemcse-
atméré meghatarozhaté a kiszamolt A P értékek (3.40) egyenletbe vald beillesztésével
barmely forgatokonyv esetén. Egy adott szemcseméret gradiens forgatokonyvre meg-
hatarozott d, . segitségével egy elméleti referencia oszlop nyerhetd, amely alapjan el-
donthetd, hogy a nem-uniform oszloppal jobb vagy rosszabb elvalasztds érhetd el ehhez
a referencia oszlophoz képest.

A 3.6. dbra a nem-uniform és a referencia oszlop nyomdsprofiljat mutatja lineéris
és konvex szemcseméret gradiens esetén. Lathatd, hogy a pozitiv gradienshez tartozo
nyomdsesés gorbe konkdv fiiggvény, mig a negativ gradienshez konvex nyomadsprofil
tartozik. Ez a két fiiggvény egymassal pontszimmetrikus és a szimmetria kdzeppontja-
nak az oszlop kozepe tekinthetd. Nyilvdnvaléan a nyomdsvaltozds az oszlopnak azon
részén jelentGsebb, ahol a kisebb szemcsék taldlhatéak. Ezért, negativ szemcsemé-
ret gradiens esetén a nyomds intenzivebben véltozik az oszlop vége felé, mig pozitiv
szemcseméret gradiens esetén a nyomdsvaltozas az oszlop elején jelentsebb.

A kiszamolt AP és d,. értékeket a 3.2. tdbldzat foglalja dssze. A tdbldzatban
az ekvivalens szemcsedtmérok két tizedes pontossdggal vannak megadva. A szemcsék
ilyen pontossaggal val6 gyartdsa nyilvanvaléan nem lehetséges, azonban ez a pontossag
sziikséges a nyomdsesés szemcsemérettel vald véltozasdnak érzékenysége miatt. A 3.2

tdblazatban bemutatott adatok alapjan a konvex forgatokonyvek nyomédsesése nagyobb,
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3.6. abra A nem-uniform oszlopok nyomadsesés gorbéi pozitiv (kék) és negativ (na-
rancs) szemcseméret gradiens esetén, valamint a referencia oszlop nyomasesés gorbéi
(zold) kiilonbozd szemcseméret gradiens profilok esetén.

mint linedris vagy konkdv szemcseméret gradiens esetén. A szemcsedtmérd minden
esetben 2,0 és 10,0 um kozott véltozott.

3.2. tablazat A kiilonboz6 forgatékonyvekhez tartozé nyomasesés €s ekvivalens szem-
cseatméro értékek

Forgatokonyv AP (bar) d,. (um)

Linearis 2717,5 4,47
Konvex 413,8 3,66
Konvex kvintelt!  1005,5 2.35
Konkav 192,0 5,38
Konkav kvintelt 88,6 7,91

Tkvintelt jelentése: ,,az 6todik hatvanyra emelt”

3.2.5. Izokratikus elici6

Az ekvivalens szemcsedtmérd alapjan a nem-uniform oszlop hatékonysdga Osszeha-
sonlithaté az uniform referencia oszlop hatékonysédgaval izokratikus és gradiens elici6
esetén is. Ha a fizikai sdvszélesség a nem-uniform oszlop végén kisebb, mint az uni-
form oszlop végére szamolt savszélesség, akkor a nem-uniform oszlop jobb elvalasztast
kindl. A fizikai sdvszélesség kiszdmitdsa a (3.33) egyenlet segitségével tortént. Mivel

izokratikus elici6 esetén a retencids tényezd, k, nem valtozik a helykoordindta, 2, sze-
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rint, ezért a (3.33) egyenlet egyszertsithetd:

2
do
z
= H, (3.47)
dz
35 30
3,0
é E 25
.25 .
o U\zyo
% 2,0 b
%] %]
R, D15
gLe g
210 —— 10-2pum 210 —— 10-2pum
bt 2510 um & 2510 um
05 05
! — 4,47 um — 3,66 um
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(a) Linedris (b) Exponencialis

= L g
=) ] =)

Savszélesség, mm

e
wn

o
o

z,cm

(¢) Kvintelt exponencialis

3.7. abra A fizikai savszélesség véltozdsa a nem-uniform oszlopban, pozitiv (kék) és
negativ (narancs) szemcseméret gradiens esetén, valamint a referencia oszlopban (zold),
linedris (a), exponencidlis (b) és kvintelt-exponencialis (c) szemcseméret-gradiens ese-
tén.

A 3.7 dbra a komponens savszélességének (4o0,) oszlopbeli alakuldsat illusztral-
ja nem-uniform, valamint a hozzdjuk tartozé referencia oszlopokra, izokratikus elicio
esetén. A negativ szemcseméret gradiens oszlopok és az uniform oszlopok sdvszéles-
ség gorbéi konkdv fiiggvények. A pozitiv szemcseméret gradiens oszlopokhoz tartoz6
savszélesség gorbéknek inflexids pontja van. Ez konvex kvintelt (:=5) forgatokonyv
esetén a legszembetlinébb. Pozitiv szemcseméret gradiens esetén a komponens sdvja
az oszlopban val6 vandorldsa sordn mindvégig szélesebb, mint uniform oszlop ese-
tén. Negativ szemcseméret gradiens esetén azonban, a sdvszélesség keskenyebb az
uniform oszlophoz viszonyitva, mivel az oszlop kezdeti szakaszdn kisebbek a szem-
csék az uniform oszlopban 1évoknél. Ahogy a szemcseméret ndvekszik, a komponens
sdvja gyors szélesedést mutat. A sdvszélesség az oszlop végén ugyanakkora pozitiv €s
negativ szemcseméret gradiensre egyarant. Ezek alapjan izokratikus elici6 esetén, a
nem-uniform oszlopok hatékonysdguk szempontjabdl azonosak. A szemcseméret gra-

diens irdnya tehdt nem befolyédsolja a végsd elvélasztasi teljesitményt.
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3.3. tablazat A kiilonboz6 forgatokonyvekre szamolt savszélesség értékek (mm) az
oszlop végén izokratikus esetben

Forgatokonyv Fizikai sdvszélesség (mm)
pozitiv gradiens negativ gradiens uniform oszlop
Linearis 3,50 3,50 2,84
Konvex 3,12 3,12 2,52
Konvex kvintelt 2,78 2,78 1,98
Konkav 3,86 3,86 3,19
Konkav kvintelt 4,56 4,56 2,50

A kiilonboz6 forgatokonyvekre kiszdmitott fizikai sdvszélesség értékeket a 3.3 tab-
lazat foglalja 6ssze. A 3.7 dbra és a 3.3 tabldzat f6 tanulsdga, hogy izokratikus elici6
esetén az unifom oszlop mindig nagyobb hatékonysédgot nytjt a nem-uniform oszlophoz
képest. Ugyanezen kovetkeztetés vonhato le sorba kotott oszlopok izokratikus médban

valé tanulmédnyozésakor is [99].

3.2.6. Gradiens eldacid

Az el6z06 szakaszban bemutatott abrak eldallitasdhoz gradiens elicié esetére, a savszé-
lesség fiiggvények szamitdsokhoz a (3.33) egyenlet teljes alakja sziikséges, mivel ilyen
koriilmények kozott a retencids tényezd a hosszirdnyud helykoordindta, z fliggvényében
valtozik. A 3.8. dbrdan bemutatott diagramok nagyon hasonldak az izokratikus esetben
latottakhoz (3.7. dbra), de van néhany fontos kiilonbség. A pozitiv és negativ szemcse-
méret gradiens oszlopok nem tekinthetok azonosnak hatékonysdguk szempontjabol. A
negativ szemcseméret gradiens jelent6sen jobb elvdlasztdst ad a pozitiv szemcseméret
gradienshez képest. Az ut6bbi esetben egyik forgatokonyv sem kindl jobb hatékony-
sdgot az uniform oszloppal Osszehasonlitva. Negativ szemcseméret gradiens esetében
azonban savkeskenyedés figyelhetd meg. Linedris és konvex forgatékonyvre az oszlop
utols6 szakaszan még a savszélesség keskenyedése is lathat6. Konvex kvintelt forga-
tokonyvnél a savszélesség az oszlop hosszdnak 80%-4ig konstans. A sdvkeskenyedés
eredményeként, negativ szemcseméret gradiens oszlopra szdmolt végso fizikai savszé-
lesség kisebb lehet, mint az uniform oszlopé. Linedris szemcseméret gradiens esetén a
nem-uniform oszlop elénye ~ 1%, konvex és konvex kvintelt forgatékonyvnél a sdvszé-
lesség ~ 4%-kal keskenyebb, mint uniform oszlop esetén. Ez alapjan a szemcseatmérd
csokkenésének meredeksége az oszlop vége felé dontd tényezd a fizikai sdvszélesség
alakuldsa szempontjabol. A konkdv gradiens nem kindl az uniform oszlopndl jobb el-
vélasztést.

A nem-uniform oszlopok koziil a negativ szemcseméret gradiens 2. forgatokonyve
adja a legnagyobb hatékonysagot, viszont nyomdsesése is a legnagyobb (legkisebb d,, ).

A szamitott fizikai savszélesség értékeket a 3.4 tablazat foglalja Ossze.
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3.8. abra A fizikai savszélesség valtozasa a nem-uniform oszlopban, pozitiv (kék) és
negativ (narancs) szemcseméret gradiens esetén, valamint a referencia oszlopban (zold),
linedris (a), exponencidlis (b) és kvintelt-exponencidlis (c) szemcseméret gradiens ese-
tén.

3.4. tablazat A kiilonboz6 forgatokonyvekre szamolt savszélesség értékek (mm) az
oszlop végén izokratikus esetben

Forgatokonyv Fizikai savszélesség (mm)
pozitiv gradiens negativ gradiens uniform oszlop
Linearis 2,49 1,70 1,72
Konvex 2,28 1,47 1,53
Konvex kvintelt 1,66 1,15 1,20
Konkav 2,67 1,94 1,93
Konkav kvintelt 2,91 2,55 2,50

Megjegyzendd, hogy mivel a hatékonysdg novekedését a komponens sdvjainak fizikai
sz€lessége jellemzi az oszlop végén, ez a hatékonysagnovekedés kozvetleniil atalakit-

hat6 felbontds vagy csicskapacitds javuldssa.

3.2.7. Hatérol6 szemcseméretek optimalizalasa

Az el6z6 szakasz fontos kovetkeztetése, hogy a szemcseméret gradiens alakjanak és
tipusdnak gondos megvalasztasdval a nem-uniform oszlop negativ szemcseméret gra-

dienssel torténd alkalmazdsa kismértéki javuldst jelenthet a hatékonyabb elvilasztds

elérésének szempontjabol. Az oszlop hatékonysdga tovdabb novelhets a hatarol6 szem-
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3.9. abra Az uniform és nem-uniform oszlopra szdmolt sdvszéleségek ardnya az oszlop
végén 1évd szemcsedtmérd fiiggvényében, linedris (a), exponencidlis (b) és konkdv (c)
szemcseméret-gradiens esetén.

cseméretek optimalizdldsaval (szemcsedtmérd az oszlop elején, d, o, szemcseidtmérd
az oszlop végén d,1,). A 3.9 dbrdn a minta komponens fizikai sdvszélessége a nem-
uniform oszlop végén az uniform esethez viszonyitva l4that6, mint a végsd szemcsedt-
mérd, d, 1, figgvénye, hdrom kiilonbozo kezdeti szemcseméret (d, o = 5, 10, 20 um)
esetén. Amikor az ardny egynél kisebb, a nem-uniform oszlop jobb hatékonysdgui az
uniform oszlopnal. A 3.9 adbra alapjan a legkisebb (végsd) szemcseatméronek jelen-
t6s hatdsa van a teljes elvdlasztasi hatékonysagra. A gorbék optimuma akkor érhetd
el, amikor a végsd szemcseméret koriilbeliil a kezdeti szemcsedtmérd 40% -a. Lined-
ris és konvex forgatokonyvre (3.9a és 3.9b dbrdk) a hatékonysdg nyereség kozel 6-8%
savszélesség csokkenésben kifejezve. Figyelemre mélto, hogy még konkav forgatd-
konyv esetén (3.9¢ dbra) is, az oszlop hatékonysaga 5%-kal javithat6 az el6z6 szakasz
eredményei ellenére. A 3.9 dbra hangsulyozza az ) 4llofazis struktirak in-silico opti-

malizéldsanak fontossagat.

A szemcseméret gradiens HPLC oszlopban val6 alkalmazhatésagat elméleti megko-
zelitésben vizsgéltam. Az eredmények alapjan izokratikus eliiciés médban az uniform
oszlop mindig jobb hatékonysédggal rendelkezik, fiiggetleniil a szemcseméret gradiens
paramétereitdl. Ami a gradiens elicidés médot illeti, bizonyos esetekben extra sdvkomp-

resszi6 érhetd el. Linedrisan csokkend szemcseméret gradiens esetén ez az elony ~ 1%,
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konvex és konvex kvintelt negativ szemcseméret gradiens esetén ~4%. Az oszlop két
vége kozott a szemcsék méretének csokkenését optimalizdlva az elény 5-8 % -ra novel-
hetd, ami még mindig nem eredményez jelentds kiillonbséget a csicsalakban. Kordbbi
kozleményben [100] ugyan jelentdsebb nyereségrdl szamoltak be, de fontos megjegyez-
ni, hogy ebben a munkdaban a referencia oszlopot ugy valasztottam, hogy a latszélagos
permeabilitdsa a nem-uniform oszlopéval megegyezd legyen.

A szemcseméret gradiens alakjdnak €s tipusdnak gondos kivalasztdsaval a negativ
szemcseméret gradiensekkel rendelkezd nem-uniform oszlopok alkalmazdsa egy poten-
cidlis lehet6ség a hatékonyabb elvalasztis elérése érdekében. Bar ilyen szemcseméret
gradiens oszlopok toltése a gyakorlatban nem lehetséges, a HPLC-ben alkalmazott 3D
nyomtatas hajnalan [137, 138, 139, 140, 141] jogos eldrejelzés lehet, hogy a jovoben
lehetdség nyilik hatékony szemcseméret gradiens oszlopok el6allitasara.

Az eredmények hangsilyozzdk az 0j 4ll6fazis szerkezetek in-silico optimalizal4sa-

nak fontossagét is.
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3.3.  Adszorpci6s izotermdk folyadékkromatografids meghatarozdsa mo-
dell mentes inverz modszerrel

Az inverz médszer egy széles korben elterjedt technika adszorpcids izotermdk megha-
tarozdsara a folyadékkromatografia teriiletén. A médszer alapjan az izoterma a kompo-
nens tultelitett csucsprofiljabdl keriil meghatarozasra a folyadékkromatografia tomeg-
mérleg egyenletének iterativ megoldasaval [6]. A mddszer sikeres alkalmazdsdhoz
sziikséges egy a priori feltételezés az izoterma tipusat illetGen (Langmuir, BET, stb.).
Ebben a munkdban az inverz médszert ugy fejlesztettem tovabb, hogy az hasznélha-
t6 legyen az izoterma tipusdnak el6zetes becslése nélkiil is. A kidolgozott algoritmus
implementéldsa Python programnyelven tortént, amellyel eldéllithat6 a kromatogréfids
tomegmérleg egyenlet megolddsa. A Martin-Synge algoritmust [142] mddositottam,
hogy segitségével a tultelitett csucsprofilok izoterma pontokra illesztett spline-okbdl
meghatdrozhatéak legyenek. Az izoterma pontok szamét €s eloszlasat optimalizaltam
az eltérés minimalizdldsdnak céljabol. A fejlesztett numerikus méodszer pontossagat
butil-benzodt valds mérési adatokbdl torténd izotermdjadnak meghatarozasival igazol-
tam. A mddszer pontossagat osszehasonlitottam a frontdlis analizis sordn kapott ered-

ményekkel.

3.3.1.  Eluciés profilok szamitdsa

Az eldciods profilok kiszdmitdsa az egyenstlyi-diszperziv modell Martin-Synge algo-
ritmussal valé megolddsaval tortént [142]. Ha az anyagétadés kinetikdja gyors vagy a
komponens diszperzids koefficiense pontosan kiszamithatd, a komponens differencidlis

tomegmérleg egyenlete [8, 9, 10] igy irhato:

dclz, ] _ _Fﬁq[z,t] dclz, ]

B 0% c[z, 1]
ot ot " 92

0 22

+ D, (3.48)

ahol g és ¢ a komponens koncentricidja az 4ll6-, illetve a mozgo6fazisban, ¢ az idd,
z a hosszirdnyd helykoordindta, uo az eluens linedris sebessége, és F' = (1/€)/e a
fazisarany, ahol € az oszlop teljes porozitdsat jeloli. ¢ €s c¢ kapcsolatit az izoterma
egyenlet, ¢ = f(c), fejezi ki. A (3.48) egy lokdlis egyenlet, amely az oszlop barmely
pontjdra érvényes.

A latszolagos diszperziés koefficiens, D, igy adhaté meg:

H
D,=u 5 (3.49)

ahol H a latszélagos elméleti tanyérmagassdg (HETP), kisérletileg meghatarozhato.
Ezzel a feltételezéssel €lve az egyensilyi-diszperziv modell megfeleléen veszi figye-

lembe az oszlop hatékonysdganak elticios savprofilokra gyakorolt hatdsat.
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Ha a kromatografias oszlopot felosztjuk M egységre, a (3.6) egyenlet dtalakitha-
t6 kozonséges differencidlegyenletek (ODE) sorozatava, amelyek idében folytonosak,

térben pedig diszkrétek. Az m-edik egységre a kovetkez6 ODE definidlhaté:

at ot Az
ahol Az az egység hossza (Az = L/M),és1 < m < M. ¢, és ¢,,_1 a komponens

Ocult] _ _ 00mlt] _ Ocult] = cnl] (3.50)

koncentracidja az m-edik és (m — 1)-edik egységben.

A (3.50) egyenlet a%—";[t] tagja masképpen kifejezve:

Oqmlt]  dgmOcnlt]

= 3.51
ot de Ot 3-51)
Ezt behelyettesitve a (3.50) egyenletbe, megkapjuk a végsd formulat:
|t mlt] — Cm—1|t
dc []:_ ud 0 cmlt] — em1t] (3.52)
ot 1+ Flon Az

A kezdeti feltétel ¢,,[t = 0] = 0, mig az injektdlds profilja négyszogfiiggvény injektalas
esetén ¢y[0 < t < 0] = ¢y, ahol ¢;,,; az injektalt koncentracié. A komponens elticiés
profilja az utolsé egységre kapott megoldas, cy;.

A (3.49) egyenletben az ED modell alapjan, a latszélagos diszperzios koefficiens,
D, egyenld u(H/2)-vel. Igy, a (3.52) egyenlet ekvivalens az ED modell egyenletével,
ha Az = H, vagy masképp kifejezve, ha az egységek szama, amelyre az oszlopot

felosztjuk, megegyezik az elméleti tdnyérszammal:

Az = — 3.53
=y (3.53)

ahol L az oszlop hossza, és N az elméleti tinyérszam.

3.3.2. Izotermdk meghatdrozasa inverz médszerrel

Oldat fazisban az anyagok izotermdjanak meghatdrozasa dltalaban kisérleti tton torté-
nik, ami rendkiviil mintaigényes és emellett nagy mennyiségti hulladékot termel. Az
inverz modszert alkalmazva az izoterma meghatdrozasa a tiltelitett csicsprofilbdl tor-
ténik, az ED modell megoldédsat a mért csucsra illesztve. Ebben az esetben azonban
sziikséges egy becslés a komponens izoterma modelljét illetéen. Ebben a munkédban
egy bizonyos szdmu izoterma pontra illesztett spline-t haszniltam, mint izotermat az
ED modellben az inverz mddszer alkalmazasa sordn. Az izoterma pontok szdma op-
timalizdlasra keriilt a mért és szamitott csuicsprofilok kiilonbségének minimalizélasa
érdekében. Ezt a kiilonbséget a rezidudlis négyzetosszeg fejezi ki, ami a kovetkez6kép-

pen szamithato:

57



SSR = (& — o) (3.54)

K3 (3

i

ahol ¢£2° és ¢°®5 a mért és szamolt koncentrécidk az i pontban.

i

3.3.3. Izoterma pontok eloszlasa

A kidolgozott izoterma egyenlet mentes mddszer sikeres alkalmazdsahoz elengedhe-
tetlen meghatdrozni az izoterma pontok minimélis szdmét és eloszldsat az = tengely
mentén, hogy pontos savprofilokat nyerjiink. Az izoterma pontok szdmdnak és eloszla-
sanak véltoztatasaval a savprofilok kiszdmithatok az izoterma egyenlet mentes Martin-
Synge algoritmus segitségével. Az igy kapott eredmények Osszevethetdk az izoterma
pontok eldallitdsdhoz haszndlt izoterma egyenletbdl szamolt savprofillal. A kiilonbozd
esetek pontossdga a sdvprofilok eltérés négyzetosszegével szdmszerisithetd. A szadmi-
tasok sordn az izoterma pontok szdma 10 és 500 kozott valtozott. Az izoterma pontok

eloszlasara 6t kiilonboz6 forgatokonyvet vizsgaltam. Ezek a kdvetkezdk:

Langmuir izoterma:
1. linedris eloszlés a c tengelyre.
2. logaritmikus eloszlds a c tengelyre.
BET izoterma:
3. logaritmikus eloszlas a c tengelyre.
4. logaritmikus eloszlés a g tengelyre.
5. linedris eloszlas a c tengelyre.

A kiilonboz6 forgatékonyvekre szamolt SSR értékeket a 3.5 tabldzat foglalja 6ssze.
Az eredmények azt mutatjak, hogy konkdv izoterma esetén — mint a Langmuir izoter-
ma — az izoterma pontok c-tengelyre val6 logaritmikus eloszldsa, mig konvex izotermdk
esetén — amilyen a BET izoterma — az izoterma pontok c-tengelyre val6 lineéris elosz-
lasa adja a legpontosabb eredményeket (lasd 3.10 dbra). Az eredményekbdl arra is
kovetkeztethetiink, hogy az izoterma egyenlet mentes modell még kis szamu (10-20)
izoterma pont esetén is alkalmas tultelitett csucsprofilok szdmitasara konvex és konkav

izotermak esetén is.
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3.5. tablazat Az egyes forgatokonyvekre szamolt SSR értékek kiillonb6z6 szamu izo-
terma pontok esetén

Izoterma pontok szdma

Forgatokonyv 10 20 40 100 500
1 1,69 2,28107%2 1,60-10"* 1,41-10" 7,07-107'3
2 1,41 1,40-107* 1,08-10"% 5,61-10719 5,84.10713
3 046 1,10-10~* 1,81-107° 1,98-10"¢ 2,32-107%
4 4270 156,6 31,05 2,50-107* 2,95-10°¢
5 - 1,54 2,67-107% 9,67-1077 5,73-107%
e i
Ny -/
,n./ e

T T T
0 2 1 6

T T
8 10

Koncentracio, folyadék fazis

(a) BET izoterma

T T
12 14

16

Koncentracio, folyadék fazis

(b) Langmuir izoterma

3.10. abra Az izoterma pontok optimadlis eloszldsa konvex (a) és konkdv izoterma (b)
esetén.

3.3.4. Butil-benzodt izotermdjanak meghatdrozdsa frontdlis analizissel és izoterma

egyenlet mentes inverz modszerrel

A frontélis analizis dinamikus mddszer, amely alkalmas izotermdk meghatarozasara.
Az izoterma meghatdrozasihoz attorési gorbék felvételére van sziikség, amelyek a min-
tat kiilonboz6 koncentracidban tartalmazé elegyek oszlopra injektdldsdaval nyerhetdk.
Az izoterma az attorési gorbék frontjanak inflexids pontjainak ismeretében allithaté el

a kovetkez6 képlettel:

& (‘/;nﬂ - Vb)
Vs

ahol ¢ a minta mozgdéfazisbeli koncentracidja, Vi,g az inflexiés ponthoz tartozo retenciés

q= (3.55)

térfogat, Vj a holttérfogat és Vg az all6fazis térfogata.

Az 4ttorési gorbék inflexids pontjdnak meghatarozdsa kobos spline illesztéssel tor-
tént. A spline derivaltjanak maximuma adja az inflexiés pontot. A holttérfogat megha-
tdrozdsa uracil injektdldsaval tortént. A 3.11. dbran a butil-benzodt harom kiillonb6z6

koncentraciohoz tartoz6 attorési gorbéje 1thato.
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3.11. abra A 0,25 g/1 (kék), a 2,0 g/l (narancs) és a 4,7 g/l (z6ld) koncentraciéju butil-
benzoat mintdk attorési gorbéi.

Megjegyzendd, hogy ezek az attorési gorbék szolgaltak a detektor kalibracidjanak alap-
jaul, melynek segitségével a detektorjel (abszorbancia) koncentraciéva alakithaté.

2000 ! ! , ! ,
' ' : — 2 ul
. . . : — 5l
ool —\ —_— = 10|
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E — 20 ul
o : : : f — 304
€ 1000 | g R R s 50 ul H
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I1d6, perc

3.12. abra A butil benzoat kiilonbozd injektaldsi térfogatokhoz tartozé csticsalakjai
30°-on.
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A 3.12. 4abra a butil benzoat kromatogramjait illusztralja kiillonbozo térfogatu, a
frontdlis analizis mddszere soran alkalmazott mintaoldat injektaldsa esetén. A csucsalak
az injektalas térfogatdnak novelésével jelentdsen valtozik. 30 pl-es injektélt térfogatig
feltételezhetd, hogy a butil-benzodt adszorpcidjat Langmuir-tipusu izoterma irja le. Az
injektalt térfogat tovdbbi novelésével azonban nyilvanvaléva valik, hogy a komponens
adszorpcidjara BET-tipusu izoterma jellemzd, azaz az adszorpcid tobbrétegli. Ennek
megfelelden az izoterma egyenlet mentes inverz mddszerben az izoterma pontok elosz-
lasa linedris a c-tengelyre (abszcissza). Az izoterma meghatdrozdsahoz a legnagyobb
térfogatu injektalds kromatogramjat hasznaltam. Az abszorbancia atvaltasa koncentra-
cidra a frontélis analizis sordn nyert kalibracids gorbe segitségével tortént.

A 3.13. 4bran a frontdlis analizissel és az izoterma egyenlet mentes inverz méd-
szerrel kapott izotermdk Osszehasonlitdsa lathatd. Az Osszehasonlitds alapjan a két
kiilonbozé mddszerrel meghatarozott izotermdk 3-4 pontja kozott fedezhetd fel némi
eltérés. Ettd] eltekintve kijelenthetd, hogy a két médszer eredményei kozott megfele-
16 egyezés van, az izotermdk kozotti kiilonbség nem jelentds. Megéllapithatd, hogy
a modellmentes inverz mddszer alkalmas izotermdk tultelitett csticsokbdl torténd pon-
tos meghatdrozdsara, a frontélis analizisnél kevesebb minta és olddszer felhasznéldsa

mellett.
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3.13. abra Frontalis analizissel (kék) és az izoterma egyenlet mentes inverz médszerrel
(narancs) meghatarozott izoterma pontok (30°C).

A 3.14. 4bran a butil-benzoat 20°C-on mért, illetve illesztett csticsalakjai lathatok.

Kijelenthetd, hogy az izoterma egyenlet mentes inverz mddszerrel lényegesen jobb il-
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leszkedés érhet el, mint a hagyomdnyos izoterma egyenleten alapul6 inverz médszer

esetében.
7 I T | |
—  mért
. A AR~k A — izoterma egyenlet |
sbho ) spline

Koncentracio, g/l
w
!

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0

3.14. abra A butil-benzoat 20 °C-on mért (piros), izoterma modellen alapulé (zold) és
izoterma modell mentes (kék) modszerrel meghatarozott csucsalakja.

A 3.15. é4bran a fejlesztett modszerrel kapott izoterma pontok alapjan végzett ad-
szorpcids energiaeloszlés analizis eredménye lathatd, ami azt mutatja, hogy az éall6fazis
kétfajta, kiillonb6zd energidju kotShellyel rendelkezik. Ennek lehetséges magyarazata,
hogy az alkalmazott forditott faizusi HPLC oszlop esetén a szilikagél feliiletének médo-
sitdsara alkalmazott szilanizalds nem tekinthetd tokéletesnek, a -Cyg csoportok mellett
a szemcsék feliiletén jelen vannak szabad -SiOH csoportok is. A butil-benzoét adszorp-
cidja az alkalmazott HPLC oszlop esetén tehat egy bi-BET izotermdval irhaté le. Ez az
adszorpcids energia analizis vizsgalat izoterma modellen alapul6 inverz médszer esetén

nem kivitelezhetd.

Preparativ elvdlasztdsok hatékony optimalizéldsahoz sziikséges a komponensek izo-
termdjanak ismerete. A frontélis analizis, mint az izotermdk meghatdrozdsanak leg-
pontosabb mddszere, nagy mennyiségli mintat és oldoszert igényel. Ezzel szemben
az inverz modszer segitségével egy komponens izotermdja egyszriien meghatarozhat6
a tultelitett csticsbol. Utdbbi modszer hatranya, hogy el6zetes feltételezést igényel az
izoterma tipusdra és egyenletére vonatkozodan. A kifejlesztett izoterma egyenlet mentes
inverz mddszer egyesiti a frontdlis analizis és az inverz médszer el6nyeit. Az el6bbihez

hasonldan pontos izoterma pontokat eredményez, de az utébbihoz hasonléan az izoter-
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3.15. abra A butil-benzoat adszorpciés energiaeloszlasa 30°C homérsékleten.
ma pontokat egy tultelitett kromatografids csicsbol hatdrozza meg, igy sokkal kevesebb

mintat és olddszert igényel, mint a frontélis analizis. Ez kiilondsen draga komponensek

(pl. monoklondlis antitestek) izotermdjanak meghatarozasakor jelent nagy elényt.
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3.4. Statikus longitudinalis ioncsere gradiens oszlopok hatékonysaganak
vizsgdalata

A ioncsere-kapacitds gradiens all6fézis és a gradiens elicié kombindcidjdnak elvalasz-
tasi hatékonysdgra gyakorolt hatdsat elméleti megkozelitésben vizsgaltam. Referenci-
aként egy konstans ioncsere-kapacitdsu oszlopot vettem figyelembe, amelynek analizis

ideje megegyezik az ioncsere-kapacitds gradiens oszlopéval.

3.4.1. Eluciés profilok szamitdsa

Az eldcids profilok szdmitdsa az egyensilyi-diszperziv (ED) modell Martin-Synge al-
goritmussal valé megoldédsin alapult [142] [14sd (3.48) és (3.49) egyenletek].

A Martin-Synge tanyérmodell [21] a kromatogréfids oszlopot folytonosan kevert
egységek sorozataként kezeli. Az 6sszes ilyen egységre a kovetkezd nemlinedris diffe-
rencidl egyenlet oldhat6é meg:

d g t] Cm[t] — em-1]t]

d cp[t]
—_F _ 3.56
dt a Az (3.56)

A kezdeti feltétel, ¢,,[t = 0] = c;,;, ahol m az egység sorszdma, c;,; az injektalt
koncentracié és c); a komponens eldcids profilja. Ha az oszopot M egységre oszt-
juk, akkor 1 < m < M. Az az egység hossza, amelyre az egyenletet megoldjuk
(Az = L/M). ¢, és ¢,,—1 a komponens koncentracid profilja az m-edik és az (m — 1)-
edik egységben.

Az (1.24) egyenlet alapjan, az ED modell szerint a latszélagos diszperzios koeffi-
ciens, D,, kifejezhetS, mint u(H/2). Igy a (3.56) egyenlet ekvivalens az ED modell
egyenletével, ha Az = H, vagy mas szavakkal, ha az egyensiilyi egységek - amelyekre

az oszlopot felosztjuk - szdma megegyezik annak elméleti tinyérszamaval:

L
Az = N (3.57)

ahol L az oszlop hossza, és N az elméleti tinyérszam.

Mivel ebben a munkaban linedris koriilményeket feltételeztem a (3.56) egyenlet a
kovetkezd formdra egyszeriisithetd:
d cpt] u  Cplt] = eme|t]

At 1+k, H (3.58)

ahol k,,, a komponens retencids tényezdjének valtozasa az oszlop hossza mentén:

o = K s jon ([éng—]) (3.59)
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Ebben az egyenletben K5 on az ioncsere szelektivitdsi koefficiens, ), az oszlop ion-
csere kapacitdsa az m - Az pozicidéban, ami az ioncsere kapacitds oszlop hossza menti
viltozdsat leir6 fliggvénybdl szamithatd, [OH ™| az eluens koncentrécid, és n a kompo-
nens ion tolté€se. A (3.56) egyenlet numerikus megolddsa a Martin-Synge algoritmusbol
szarmaztathatd, és igy a koncentracié profilok és a cstics momentumai kinyerheték min-

den egyensulyi egységre. Az utolsé egységre kapott megoldds adja az eldcids profilt.

3.4.1.1. Az ekvivalens ioncsere kapacitds meghatdrozasa

Az ekvivalens ioncsere kapacitds, ()., definidlhatd, mint a nem-gradiens, uniform osz-
lop kapacitdsa, amelynek analizis ideje megegyezik a nem-uniform, gradiens kapacitasu
oszlopéval. Masképp fogalmazva, az utolséként eludl6do ion retencids ideje mindkét
oszlop esetén azonos. Jandera és Churacek gradiens retencios modellje [143] alapjan, a
retencios ido, t g, gradiens elicio esetén igy fejezhetd ki:

OH- o
tR:t(]‘i_% (1+(n+1)ﬁkoto) —1 (360)

ahol ¢y a holtids, § a gradiens meredeksége, és kqy a mintakomponens retencids ténye-
z6je az analizis kezdeti, [OH ], hidroxidion koncentraciéjan. A retencids id6 a (3.58)
egyenlet megoldasabol szarmaztathatd, mint az elsé normalizalt momentum, amelynek
ismeretében a (3.60) egyenletet ().-re dtrendezve (amit a k tartalmaz) kinyerhet$ az ek-
vivalens ioncsere kapacitds, ami az uniform oszlop kapacitdsa, amelynek analizis ideje
megegyezik a nem-uniform oszlop analizis idejével. Az ekvivalens ioncsere kapacita-
st oszlop referenciaként szolgdl, amelynek hatékonysdga 6sszehasonlithaté kiillonboz6

kapacitds-gradiens oszlopok hatékonysagaval.

3.4.2. loncsere kapacitds gradiensek

Munkdm sordn harom kiilonb6z6 ioncsere kapacitds gradiens forgatokonyvet vizsgal-
tam. Mindhdrom esetben a pozitiv és negativ gradiensekre is, a nem-uniform oszlo-
pokra szdmolt felbontasokat Osszevetettem az ezeknek megfeleld ekvivalens uniform
(a nem-uniform oszlopéval megegyez$ analizis id6t add, konstans ioncsere kapacitdsi)
oszlopok felbontasdval. Pozitiv kapacitds gradiens esetén a komponens sdvjinak se-
bessége és szélessége egyardnt csokken, mikdzben az oszlop vége felé halad. Negativ
gradiens esetén ennek az ellenkezdje figyelhetd meg: az oszlop vége felé haladva mind-
két paraméter novekszik. A szamitasok alapjan a két cstucskeskenyitd hatds (novekvo
sebesség és savkompresszid) koziil az utébbi a jelentésebb, ezért a tovdbbiakban csak a

pozitiv gradienseket részletezem. A vizsgélt forgatokonyvek a kovetkezok:
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1. Linedris gradiens

=—7 ¢ + Qo (3.61)
2. Konvex gradiens ‘
z 7
Q- = (1 - (7) +aw (3.6
3. Konkdv gradiens ‘
L—2z\"
Q.= (9 —qr) 7 +qr (3.63)

ahol ¢ egy pozitiv egész szam (értéke 2 és 5 kozott véltozik)

qo €s qr, az ioncsere kapacitds ért€ke az oszlop elején, illetve végén.

A kiilonb6z6 kapacitds gradiens profilok a 3.16. dbran lathatok:

10

Q, mequiv/L

0 5 10 15 20 25
3.16. abra A felhasznalt kiillonb6z6 kapacitas gradiens modellek profiljai

3.4.3. loncsere kapacitds gradiens oszlopok felbontdsa

Ebben a részben azt vizsgaltam, hogy a kapacitds gradiens oszlopnak van-e elénye az
azonos analizis id6vel rendelkezd uniform oszlophoz képest. Ehhez kiszadmitottam a
gradiens oszlop felbontdsat kiilonbozd qg és g, értékekre, majd minden esetre megha-
taroztam a (). értékét, és Osszehasonlitottam a gradiens oszlop felbontdsat az uniform
oszlopéval. Munkdm sordn a g értéke 0,1 és 1 mequiv/L, a g1, értéke 1 €s 10 mequiv/L

kozott valtozott. Ebben a részben kizardlag linedris kapacitds gradienst haszndltam.

s s

Azonos toltési ionok elvalasztasa A gradiens oszlop felbontdsat azonos toltésd io-
nokra egyértékii ionok esetén a nitration és kloridion elvalasztdsanak példajan keresztiil
vizsgaltam.

A 3.17a. dbra a gradiens és uniform oszlop felbontdsanak aranyat mutatja qq €s qr,
fliggvényeként nitrét és klorid ion elvédlasztdsdnak esetén.
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qo (mequiv/L) qo (mequiv/L)

(a) (b)

0,952

3.17. abra Gradiens és uniform oszlop elvalasztdsi paramétereinek ardnya qq és qr,
figgvényében linedris ioncsere kapacitds gradiens esetén:

(a) A gradiens €s uniform oszlop felbontdsanak ardnya klorid €s nitrt ion elvalasztasa
esetén

(b) A gradiens €s uniform oszlopra szamolt sdvszélességek ardnya nitrat ion esetén

A gradiens oszlop margindlis el6nyét az uniform oszloppal szemben a kapacitds gradi-
ens extra sdvkeskenyitd hatdsa okozza. A 3.17b. 4bra a gradiens és uniform oszlopra
szamolt sdvszélességek ardnyat mutatja nitrat ion esetén. A gradiens oszlop kis elénye
csak a gyakorlati szempontbdl kevésbé fontos tartomanyban mutatkozik meg, mivel eb-
ben a tartomdnyban az egyes oszlopok felbontdsa minimadlis, és a retencids id6k kozel

vannak a holtid6hoz.

Hasonl6 kovetkeztetés vonhato le a kétértékd ionok elvalasztasanak vizsgalata ese-
tén szulfation és fumardtion péld4jan keresztiil. A 3.18. dbra a fumaration csucsalakjai-
nak 0sszehasonlitdsat mutatja gradiens (g) és uniform (u) oszlop esetén. A szdmolds pa-
raméterei a kovetkezok voltak: ¢o=0,4 mequiv/L, ¢;=2 mequiv/L, ).=1,29 mequiv/L.
Ezen paraméterek esetén ~4% felbontdsbeli elony figyelhetd meg ioncsere kapacitds

gradienst figyelembe véve.

A 3.18. dbra a (3.60) egyenlet hitelességét igazolja, mivel a két csucs tokéletesen illesz-

kedik egymasra és retencios idejiik azonos.

Kiilonb6z0 toltési ionok elvalasztasa A kiilonboz6 t6ltési ionok ioncsere kapacitds
gradiens oszlopon valé elvdlasztasat klorid-szulfat €s nitrat-szulfat ionok elvélaszta-
sénak példdjan keresztiil modelleztem. Ebben az esetben a kapacitds gradiens okozta
savszélesség csokkenés mellett az egyértékii ion retencids idejének csdkkenése is hoz-
z4jarul a felbontds javuldsdhoz. A 3.19. dbra a gradiens és uniform oszlopra szdmolt
felbontdsok ardnyat, illetve a két ion retencids id6 kiillonbségének ardnyét dbrazolja a q;,

és qp fliggvényében klorid €s szulfat, illetve nitrat és szulfit ionok elvdlasztisa esetén.
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3.18. abra A fumarit ion eliciés profilja gradiens (kék) és uniform (narancs) oszlop
esetén
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3.19. abra A gradiens és uniform oszlopra szamolt felbontdsok ardanya [(a) és (c)],
illetve a két ion retencids id6 kiilonbségének ardnya [(b) és (d)] a q, és qq fliggvényében
klorid €és szulfat [(a) és (b)], illetve nitrat s szulfat [(c) és (d)] ionok elvalasztasa esetén.
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Ahogy azt a 3.19a. és 3.19c. abra mutatja, az ioncsere kapacités értéke az oszlop
elején €s végén donté jelentdségli az elvalasztas hatékonysiaga szempontjabol. Minden
qo értékhez tartozik egy q; érték, ahol a felbontdsnak maximuma van. Elvélasztasok
tervezésekor fontos még figyelembe venni az egyes ionok ioncsere szelektivitdsi kons-
tansait is. A szamitasok alapjan az ioncsere gradiens oszlop el6nye jelentGsebb egy-
értéki és kétértékili ionok elvalasztasa esetén, mint azonos toltésd ionok elvalasztasa

esetén.

A 3.20. abrén a nitrat és szulfat ionok gradiens (g) és uniform (u) oszlopokra sza-
molt elucids profiljainak 6sszehasonlitdsa lathatd. A szadmitds paraméterei a kovetke-
z0k: qr=7 mequiv/l, ¢o=0,5 mequiv/l, Q).=4,2 mequiv/l. Ezekkel a paraméterekkel a
gradiens oszlop elénye ~24 % az uniform oszlophoz képest a felbontést tekintve.

—— g-nitrat-szulfat
u-nitrat-szulfat

0,10
0,00 \\
6 2.8 3,0 3.2 3.4 3.6

2,4 2, , : : , , 3.8
dd, perc

0, AU
o
=
S,

Koncentracio,

3.20. abra A nitrat és szulfat ion elicids profilja gradiens (kék) és uniform (narancs)
oszlopon

3.4.4. Azioncsere-kapacitds gradiens profiljanak hatdsa a felbontdsra

Az ioncsere kapacitds gradiens profilja ((),) egy fontos tényezd az oszlop hatékonysdga
szempontjabol. A 3.6. tabldzat a gradiens oszlop felbontdsbeli javuldsat mutatja a ().
kapacitasu uniform oszlophoz képest nitrat és szulfat ionok elvalasztdsa esetén kiilon-
boz6 (), ioncsere kapacitds gradiens profilokra, adott qq és g, értékek esetén (0,5 és 7

mequiv/l).
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3.6. tablazat A felbontés javuldsa kiillonbozé (), profilok esetén

Forgatokonyv @ ()., mequiv/l Rg-u Rg-g Javulds, %

Linedris - 0,420 2,12 2,63 24
Konvex 2 0,330 1,56 2,45 57
3 0,282 1,22 2,33 90
4 0,250 0,99 222 125
5 0,228 0,81 2,12 163
Konkav 2 0,520 2,67 3,02 13
3 0,568 291 3,17 9
4 0,596 3,03 3,25 7
5 0,614 3,12 3,30 6

Ahogy a fenti adatokbdl latszik, a hatdrolo kapacitds értékek mellett a kapacitds gra-
diens profilja is dontd tényezd az elvalasztds szempontjabol. A gradiens oszlop elénye
elsGsorban akkor jelentkezik, ha az egyes oszlopok felbontdsa kisebb, nagyobb felbon-
tasndl az el6ny kevésbé jelentds.

A felbontds javuldsa gradiens oszlop esetén a retencids id6 és az egyértéki ion sav-

szélességének csokkenése dltal valosul meg.

Az ioncsere kapacitds gradiens HPLC oszlopban val6 kihasznéldsit elméleti megko-
zelitésben vizsgdltam. A kapacitds gradienst kiilonbozd fiiggvényekkel (linedris, kon-
vex és konkdv) modelleztem. Ezeknek a nem-uniform oszlopoknak a felbontdsat min-
den forgatokonyvre kiszamitottam egyértéki €s kétértéki anionok elvalasztisa esetén
a hatarol6 kapacitds értékek fliggvényében. Az eredményeket Osszehasonlitottam az
uniform referencia oszlopok felbontasaval, amelyek analizis ideje azonos volt, mint a
gradiens oszlop esetében. Az eredményeket szdmitott eldcids profilokkal szemléltet-
tem. Szamitdsaim alapjan az azonos toltésii ionok esetében az elvélasztdsi hatékonysag
csak kis mértékben javult. A gradiens oszlop elonye a kapacitds gradiens okozta extra
savszélesség csokkenésnek koszonhetd. Ami az egyértéki és kétértéki ionok elvalasz-
tasat illeti, a gradiens oszlop eldnye jelentdsebb az egyértékli ionok retencids idejének
és sdvszélességének csokkenése miatt. Az ioncseréld kapacitds gradiens profiljanak
és hatarértékeinek koriiltekintd megvalasztasdval az ilyen nem-uniform oszlopok al-
kalmazdasa az eluens koncentricié gradiensével egyiitt potencidlis javuldst jelenthet a
hatékonyabb elvalasztisok elérésében. Az eredmények az ujszerl 4llofazis-szerkezetek

in silico optimalizdldsdnak fontossdgat is hangsilyozzdk.
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4. Osszefoglalas

A munkdm célja az oszlopban lejatsz6do fizikai és kémiai folyamatok vizsgalata volt
linedris- €s nemlinedris folyadékkromatogréafidban. A kétrétegli tomormagvu szemcsés
all6fazisok hatékonysagit az altaldnos sebességi modell Laplace tartomédnyban torténd
megolddsdval vizsgdltam. Az eredmények alapjan a kétrétegili szemcsék akkor bizto-
sitanak nagyobb elvdlasztdsi hatékonysdgot a hagyomdnyos héjszerkezetii fazisokkal
szemben, ha a kiils6 réteg visszatartdsa, illetve porus diffizidja nagyobb, mint a belsd
rétegé. Ily mddon a kétrétegli szemcseszerkezet az oszlop hatékonysdgat 15-20%-kal
novelheti.

A szemcseméret gradiens HPLC oszlopban val6 alkalmazdsara tortént szamitasok
azt mutattdk, hogy gradiens eliciés médban negativ — azaz az oszlop vége felé halad-
va csOkkend — szemcseméret gradienssel rendelkez6 oszlopok az extra savkompresszios
hatdsnak koszonhetden, a szemcseméret gradiens profiljatol fiiggden ~ 1-4% hatékony-
sagnovekedést mutatnak 6sszehasonlitva azonos permeabilitdsi konstans szemcsemé-
rettel rendelkez6 oszlopokkal. A hatarol6é szemcseméreteket optimalizalva ez az elény
tovabb novelhetd ~ 5-8%-ra.

Munkdm soran olyan izoterma egyenlet mentes inverz mddszert dolgoztam ki, amely
sordn az izoterma egyenlet helyett az izoterma pontokra illesztett spline derivaltjat il-
lesztettem a Martin-Synge algoritmus tomegmérleg egyenletébe, ezdltal ez a mddszer
nem igényel eldzetes feltételezést az izoterma tipusdra vonatkozdan. A mddszer pontos-
sdgét butil-benzodt izotermdjanak mérésekbdl torténd meghatdrozdsival igazoltam. Az
eredmények azt mutatjak, hogy az izoterma egyenlet mentes inverz modszer a frontalis
analizisével 6sszevethetd pontossdggal alkalmazhat6 folyadékkromatogréafidas médszer
izotermdk meghatdrozdsara.

Az ioncsere kapacitéds gradiens HPLC oszlop hatékonysagara gyakorolt hatdsara vo-
natkoz6 szamitdsok eredményei azt mutattak, hogy kiillonboz6 toltésii ionok elvélaszta-
sa esetén, az ioncsere kapacitds gradienst eluens koncentricié gradienssel kombindlva
hatékonysagnovekedés érhetd el az azonos analizis idejli konstans ioncsere kapacitds-
sal rendelkez6 oszlophoz képest. Ez a hatékonysagnovekedés egyértéki ion retencids

idejének, valamint sdvszélességének csokkenésén keresztiil nyilvanul meg.
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Tézispontok

1. Kétrétegii folyadékkromatografids all6fazis szemcsék akkor biztositanak nagyobb
elvalasztasi hatékonysdgot a hagyomanyos héjszerkezetl fazisokkal szemben, ha
a kiilso réteg visszatartdsa, illetve porus diffizidja nagyobb, mint a belso réte-
gé. Ily médon a kétrétegii szemcseszerkezet az oszlop hatékonysagat 15-20%-kal

novelheti.

2. Gradiens eliciés mdédban negativ — azaz az oszlop vége felé haladva csokke-
nd — szemcseméret gradienssel rendelkezd oszlopok az extra sdvkompresszids
hatasnak koszonhetden, a szemcseméret gradiens profiljatdl fiiggéen ~1-4% ha-
tékonysagnovekedést mutatnak 6sszehasonlitva azonos permeabilitast konstans
szemcsemérettel rendelkezd oszlopokkal. A hatdrolé szemcseméreteket optima-

lizélva ez az el6ny tovabb novelhetd ~5-8%-ra.

3. Az izotermdk meghatdrozdsara fejlesztett, izoterma egyenlet mentes inverz mod-
szer, amelyben az izoterma egyenlet helyett az izoterma pontokra illesztett spline
derivéltjat hasznaljuk a Martin-Synge algoritmus tomegmérleg egyenletében, a
frontdlis analizisével Osszevethetd pontossaggal alkalmazhat6 izotermak megha-

tarozasara.

4. Ioncsere kapacitds gradienst eluens koncentracié gradienssel kombindlva haté-
konysagnovekedés érhetd el az azonos analizis idejli konstans ioncsere kapacitas-
sal rendelkez6 oszlophoz képest. Ez a hatékonysagnovekedés az ionok retencids
1d6 kiilonbségének novekedésén, valamint sdvszélességének csokkenésén keresz-

tiill nyilvanul meg.



II



Thesis

1. Bi-layer liquid chromatography stationary phase particles provide higher separa-
tion efficiency compared to conventional shell phases when the retention or pore
diffusion of the outer layer is higher than that of the inner layer. In this way, the

double layer grain structure can increase the column efficiency by 15-20%.

2. In gradient elution mode, columns with a negative - i.e. decreasing - particle
size gradient towards the end of the column show an efficiency increase of ~1-
4% compared to columns with constant particle size and the same permeability,
due to the extra band compression effect, depending on the particle size gradient
profile. By optimizing the boundary particle sizes, this advantage can be further

increased up to ~5-8%.

3. The developed isotherm-free inverse method for determining isotherms, in which
the derivative of spline fitted to the isotherm points is used instead of the isotherm
equation in the mass balance equation of the Martin-Synge algorithm, can be
used to isotherm determination with an accuracy comparable to that of the frontal

analysis.

4. By combining an ion exchange capacity gradient with an eluent concentration
gradient, an increase in efficiency can be achieved compared to a column with
a constant ion exchange capacity for the same analysis time. This increase in
efficiency is manifested through an increase in the difference in retention times

and a decrease in bandwidths.
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