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1. Bevezetés

A kromatografias folyamatokat a legtobb esetben egyensulyi vagy kinetikai
modellekkel irjak le. Az elvalasztas soran fellépd fizikai-kémiai folyamatok altalaban
differencialis tomegmérleg egyenletekkel irhatok le. Az egyensulyi modellek a
mozgo- és az alléfazis kdzott pillanatnyi egyensulyokat tételeznek fel, a kinetikai
modellek sebességi allanddkat alkalmaznak az anyagatadasi gatlas jellemzésére.
Giddings és Eyring mikroszkopikus nézépontu sztochasztikus modellie, mely a
molekulak véletlen bolyongasa alapjan irja le a csucsok kialakulasat, kozvetlen
betekintést nyljt a kromatografias folyamatokba.

A modern HPLC all6fazisokon az anyagatadas kis molekuldk esetén igen
gyors, ami Osszetett mintak hatékony levalasztasat teszi lehetévé. A toltetekben
kialakuld anyagatadas kinetikajanak meghatarozasa szikséges a kromatografias
folyamatok részletes megismeréséhez, mivel a kinetika jelent6sen befolyasolia a
csucsok alakjat, szélességét, aszimmetriajat.

Anyagatadasnak tekintjuk a kromatografiaban a molekulak mozgasat a
mozgo- és az alléfazison keresztll. A diffuzié viszonylag kis sebességl anyagatadas,
ezert a molekulak athaladasa mindkét fazison jelentés tényezbje a
savszélesedésnek, amely az axialis diszperzié, a szemcsék felszinén kialakuld
anyagatadasi gatlas és a pérusbeli diffuzio egylttes eredménye. Ezek a jelenségek
részben a mintamolekuldak molekularis diffuziéjatél fuggnek, valamint az adszorpcio-
deszorpcidjuk sebességétdl. Forditott fazisu kromatografia soran fellépé fiziszorpcid
gyors kinetikaju, ezért adszorpcio-deszorpcié hatasat a savszélesedésre figyelmen

kivil hagyhatjuk.



2. Ceélkitizeés

Munkan célja semleges, kismolekulatomeg komponensek es
makromolekuldk anyagatadasi egyutthatdinak meghatarozasa és 0Osszehasonlitasa

teliesen pordzus és pordzus kéreggel bevont tdomoérmagvu alléfazison.:

Kutatasi céljaink a kovetkez6 modon foglalhatok ossze:

e Mivel az anyagatadasi gatlas tdbb o6sszetevbje figg az oszlopok geometriajatdl,
szukséges a munkank soran alkalmazott HPLC-oszlopok térkitoltesi tényezbinek
meghatarozasa.

e A méretkizarédas retencidohoz torténé hozzajarulasat leird egyensulyi allando,
Ksec, fontos nagy molekulak anyagatadasanak vizsgalatakor. Az egyensulyi
allandét a méretkizarasos kromatografia sztochasztikus modellje alapjan kivantuk
meghatarozni.

e A molekularis diffuzi6 fontos tényezdje az anyagatadasi folyamatoknak, ezért
szlkséges a mintakomponensek diffuziés egyutthatéjanak megallapitasa. Célunk
volt monodiszperz polisztirol-standardok molekularis diffuzidjanak meghatarozasa
‘peak parking’, vagyis megallitott aramlasos maédszerrel.

e Célunk volt polisztirol-standardok anyagatadasi egyutthatdinak meghatarozasa és
O0sszehasonlitdsa teljesen porozus és porozus kéreggel bevont tomormagvu
szemcséji alléfazisban.

e Semleges, kismolekulatomegli komponensek és makromolekula anyagatadasi
egyutthatéinak meghatarozasat terveztuk forditott fazisu
folyadékkromatografiaban (I) az altaldnossagi sebességi modell alapjan; (Il) az
altalanosan hasznalt van Deemter-egyenletbél eredd tanyérmagassag-egyenlet
alapjan; () momentumanalizissel; (IV) és a kromatografia sztochasztikus
modellje alapjan.

e Célunk volt teliesen porézus szemcséjli és porozus kéreggel bevont tomdrmagvu
tolteteken kialakulé anyagatadasi gatlas dsszehasonlitasa.

e Feladatunk volt a fent felsorolt makroszkopikus modellek Osszehasonlitasa a

sztochasztikus modellel.



3. Kisérleti korulmények

A HPLC méréseket egy Agilent 1100 folyadékkromatografon végeztik. A
készilék egy kettds szivattyubdl, automata mintaadagolobdl, légkeveréses oszlop
termosztatbdl, diddasoros UV-detektorbdl éplil fel.

Munkank soran a kovetkez6 forditott fazisu oszlopokon végeztunk

kisérleteket:

a. teliesen porozus Waters Symmetry Cis (150 mm x 4,6 mm, d, = 5 pm, 100 A)
b. teliesen porozus Waters Symmetry Cig (75 mm x 4,6 mm, d, =3,5 um, 100 A)

teliesen pordzus Waters SunFire C1g (100 mm x 3,0 mm, d, =3,5 um, 94 A)

d. porézus kéreggel bevont tdmoérmagvu Halo Cig (100 mm x 4,6 mm, dp =2,7um,

1,7 um atmérdji tdmér mag, 0,5 um pordzus kéreg, porusarmérd 90 A)

3.1. HPLC oszlopok térkitéltési tényezdinek meghatarozasa:

A térkitoltesi tényezOk meghatarozasara inverz méretkizarasos kromatografias
(ISEC) mddszert alkalmaztunk. A porézus oszlopok esetén 1 ml/perc, a tbmdrmagvu
oszlop esetén 0,5 cm®/perc aramlasi sebességii 100% tertahidrofurant alkalmaztunk
eluensként. Mintaként 1ul 0,5 mg/ml koncentraciéju, kulénb6zé molekulatomegl
(MW 580 — 3250000) standard polisztirol-oldatokat injektaltunk. A méréseket 20 °C-
on végeztik és 254 nm-en detektaltuk. A méréseket oszlopok nélkll, nulla térfogatu

szUkité alkalmazasaval is elvégeztik.

3.2. Molekularis diffuzié vizsgalata megallitott aramlasos (peak parking) modszerrel:

A méréseket a b. és a d. jeli oszlopokon vegeztuk el. Mintaként 1-1 ul 0,5
mg/cm?® koncentracioju standard polisztirol-oldatot injektaltunk (MW = 10100, 31420,
70950). Az eluens, 100% tetrahidofuran, aramlasi sebessége 1 cm3/perc volt, az
aramlast a mintak varhaté retencids idejének felénél 30, 60, 120, 180, 240, 480
percre megallitottunk, majd az inkubacidés id6 leteltével uvjrainditottunk. A méréseket

20 °C-on végeztik el, és 254 nm-en detektaltunk.

3.3. Semleges, kismolekulatbmegli komponensek anyagatadasi egyditthatéinak
meghatarozasa:
Az a. jeli oszlopon végeztitk el egy standard alkilbenzol keverék

elvalasztasat. Kulonb6z6 aramlasi sebességen végeztink a méréseket 0,1-2,5



cm3/perc tartomanyban, 20, 30 és 40 °C-on. Az eluens minden esetben 80%
metanolt és 20% vizet tartalmazott. A standard keverék 0,4 plicm® toluolt, etilbenzolt,
n-propilbenzolt, n-butibenzolt és n-pentilbenzolt és 8:10“% mg/cm® tiokarbamidot
tartalmazott, amibdl 20 ul-t injektaltunk mérésenkent. A komponensek detektalasa
254 nm-es hulldmhosszon tortént.

Az oszZlop holttérfogatanak a meghatarozasa a tiokarbamid-csucsok retencios
adatai alapjan tortént, mivel a tiokarbamid megkétédése elhanyagolhaté a Cig-as
alléfazison. A rendszer oszlopon kivili térfogatat 0,4 MI/cm3 toluol oldat injektalasaval
hataroztuk meg, ugy, hogy a kromatografias oszlop helyett egy nulla térfogatu
szUkit6ét kotottink a rendszerbe.

3.4.Kilénbb6z6  geometriaju  alléfazisokon  kialakuld6  anyagatadasi  gatlas
O0sszehasonlitasa:

A c. és d. jelii oszlopokon végeztik a méréseket 20°C-on, 0,02-1,4 cm®/perc
aramlasi sebesség tartomanyban. Az eluens minden esetben 21% acetonitrilt és 79%
vizet tartalmazott, 0,1% trifluor-ecetsawal. Mérésenként 1 pl inzulin-oldatot
injektaltunk, melyet 205 nm-en detektaltunk.

Az oszlopok holttérfogatat az el6z6 pontban leirtak szerint hataroztuk meg.

3.5. Alkilbenzolok anyagatadasi egyiitthatbinak meghatarozasa a kromatografia
sztochasztikus modellje szerint:

Az a. jeli oszlopon végeztlk el egy standard alkilbenzol-keverék
elvalasztasat. A méréseket 0,25, 0,50, 1,00 és 1,50 cm®/perces aramlasi sebességen
végeztik el, 10, 20, 30 és 40 °C-on. Az eluens minden esetben 80% metanolt és
20% vizet tartalmazott. A Kkisérletek tovabbi koriiményei megegyeznek a 3.3.

pontban leirtakkal.



4. Osszefoglalas

Munkank soran teljesen pordozus és porozus kéreggel bevont tbmdbrmagvu
Cig-as boritasu forditott fazisu kromatografias toltetek 6sszehasonlitasaval
foglalkoztuk. Meghataroztuk kis- és nagymolekulatomegl modell vegylletek
anyagatadasi egyutthatéit és Osszevetetettuk az anyagatadasi gatlast a kiulonbozd

tipusu tolteteken.

Elsé |épésként inverz méretkizarasos kromatografidval meghataroztuk a
munkank soran vizsgalt oszlopok térkitoltési tényezbit, mivel az oszloptoltetek
geometridja szerepet jatszik az kromatografias elemzések soran fellépé

anyagatadasi gatlasban.

A molekularis diffuzid6 pontos megadasa szintén kulcsfontossagu az
anyagatadas vizsgalatakor, hiszen a mintamolekulaknak ez a tulajdonsaga hatarozza
meg a molekulak haladasat szemcsepodrusokban, illetve az axialis diszperzid és a
klls6 anyagatadasi gatlas is fugg téle. HPLC-rendszerben megallitott aramlasos
mérésekkel hataroztuk meg polisztirolok molekularis diffuzidjat. Eredményeink jol
illeszkednek az irodalomban talalhaté empirikus 6sszefliggések alapjan szamolhato
ertékekkel.

Meghataroztuk polisztirol-standardok axialis diszperzidjat (D), a kulsé
anyagatadasi egyutthatojat (kex:), valamint a porusbeli diffuzios egydtthatojanak (Dp)
ertékét a kromatografia altalanos sebességi modellje szerint. A pérusokbdl kizarodd
polimerek csucsainak szélesedésében az axialis diszperzi6é jatszik donté szerepet
mind a telesen porézus, mind a tdmormagwvu toltetekben. A pdrusokba bejutd
polisztirolok redukalt tanyérmagassaga a porézus toltetben 4-6-szor nagyobb, mint a
tomoérmagvu oszlopban. A porusokba bejutd mintdk esetén az axialis diszperzid
hozzajarulasa a csucsszélesedéshez elenyészd, és a kils6é anyagatadasi gatlasban
nincs jelentds kulonbség az allofazisok kozott, ezért levonhatd az a kovetkeztetés,

hogy porusbeli diffuzidnak jelentds a szerepe a csucsszélesedésben.



Elvégeztuk alkilbenzolok anyagatadasi egyutthatdinak meghatarozasat
teliesen porézus alléfazison forditott fazisu kromatografiaban. Szamitasainkhoz
makroszkopikus és mikroszkopikus modelleket alkalmaztunk.

Az altalanos sebességi modell alapjan minden mérési kordliményre
kiszamoltuk az axidlis diszperziés egyutthatot. Tanyérmagassag-egyenlet
illesztésekor vagy a momentumanalizis soran egy D, érték hatarozhaté meg az
alkalmazott aramlasi sebesség tartomanyban. Az axialis diszperzié az orvenydiffuzio
miatt er6sen flgg a mozgdfazis aramlasi sebességétdél. A 15 cm-es oszlopokon
altalanosan alkalmazott 0,5-1,0 cm®jperces aramlasi sebesség tartomanyban kis
kllonbséget tapasztaltunk kulonb6z6 modellek kozott.

A poérusbeli diffuzionak flggetlenil a mozgdfazis aramlasi sebességétdl
konstans értéket kellene kapnunk. Az eredményeink ezt nem minden esetben
tamasztottak ala. Az ellentmondas egyrészt az altalanos sebességi modell hibgjabdl
eredhet: (I) nem bizonyitott, hogy a Wilson-Geankoplis-egyenlet pontosan irfja-e le a
klls6 anyagatadasi gatlast, (I) a modell elhanyagolia az orvénydiffuzi6 hatasat a
savszélesedésre. Masrészt megfontolandd, hogy a szemcsék belseje mégsem
annyira hatarolédik el a kdlvilagtél’, mint ahogy eddig gondoltuk, és a poérusok
felszinén kialakul egy lassu aramlas, amely aramlasi sebességtél figgd porusbeli
diffuziot eredményez. Mindezek ellenére kis kulonbségeket tapasztaltam a kulonb6zd

modellek alapjan meghatarozott porusbeli diffuzios egyutthatok értékei kozott.

A kromatografia sztochasztikus modellie érdekes Dbetekintést ad a
kromatografias folyamatokba. Az alléfazishoz kapcsol6dé tartézkodasi idé és az
anyagatadasi lépések szamanak meghatarozasa az elvalasztas molekularis szintl
vizsgalatat eredményezi.

Méréseink soran az alkilbenzolok varhato tartozkodasi ideje a mozgdéfazisban
két megkotédés kozott, 7 = 10-180 ms-nak adodott, a varhaté tartozkodasi idejik
az allofazison egy megkotdédés alkalmaval zz = 5-20 ms-nak a mintatol, a
hémérséklettél és a mozgdfazis aramlasi sebességétél fuiggéen. Az anyagatadasi
lépesek szama n = 15000-25000, azaz ennyiszer kotédik meg a mintamolekula az
alléfazison és tér vissza a mozgoéfazisba az oszlopban torténé vandorlasa soran.

A fenti modellek a minta molekulak az all6fazishoz kétédés iddallanddjan

keresztil hasonlithatok 6ssze. A = = 12-25 ms-nak addodik a makroszkopikus



modellek szerint, amely atfedésben van a sztochasztikus modell alapjan szamolt zs

értékekkel. Eredményeink szerint a kromatografia molekularis szinti modellie j6

alternativdja az alkalmazott makroszkopikus modelleknek.

Meghataroztuk az inzulin az anyagatadasi egyutthatoit teliesen pordzus és
tdomoérmagva szemcsés alléfazison. Szamitasainkhoz szintén makroszkopikus és
mikroszkopikus modelleket alkalmaztunk.

Méréseink soran megallapitottunk, hogy az inzulin és mas makromolekulak
esetében is az aramlasi sebesség, illetve a nyomasvaltozas erdsen befolyasolja a
retenciot.

Az altalanos sebességi modellt alkalmazva meghataroztunk az axialis
diszperzidt, a kuls6 anyagatadasi egyutthatdét, valamint a porusbeli diffuzios
egyutthaté értékét mind a teliesen porézus, mind a tdmoérmagvu alléfazison.
Tanyérmagassag-egyenlet illesztésével és momentum-analizissel meghatarozott
anyagatadasi egyutthatok numerikus értékei bizonytalanok, mivel a modellek nem
veszik figyelembe, hogy a mozgdfazis aramlasi sebessége erdsen befolyasolja az
inzulin retenciojat.

Mérési korulményeink kozott az aramlasi sebesség fuggvenyében valtozik a
mintakomponens retenciés tényezbje, amely a szemcse poérusaiban zajlé fellleti
diffuzié és egyben az effektiv diffuzi6 novekedését jelenti. Ezt figyelembe véve
elfogadhatd, hogy az altalanos sebességi modell alapjan aramlasi sebességtél figgd
porusbeli diffuzios értékeket kaptunk.

Megallapitottuk, hogy a magas aramlasi sebességek esetében az inzulin
molekulak atlagos adszorpcios ideje, melyet a kromatografia sztochasztikus modellje
alapjan szamitottunk ki, a teliesen porozus all6fazison (~100 ms) kisebb, mint a
tomormagwu alléfazison (~150 ms), mert az inzulin retencios tényezéje feleakkora, a
teliesen porézus alléfazison, mint a tdmoérmagwvun. Ugyanis az alléfazisban a

tartozkodasi id6 egyenesen aranyos a retencios tényezbvel, k'=t_/t . Ha a

retenciés tényezOk megegyeznének a két oszlopon, a tomormagwu toltetben az
atlagos tartozkodasi id6 a teliesen pordzus fazisban eltoltott id6 75%-a korul lenne

varhato, mivel a tdomér mag a szemcse térfogatanak 1/4-része.



5.

1)

2)

Tézispontok

Meghataroztam  méretkizarasos  kromatografias rendszerben polisztirolok
anyagatadasi  egyitthatéit teliesen porézus és tomormagva szemcsés

alléfazisokban:

a) Kimutattam, hogy az axidlis diszperzi6 ~80%-kal jarul hozza az all6fazis
szemcséibdl kizarodd mintamolekulak savszélesedéséhez mindkét tipusu
alléfazison, mig a poérusokba bejutd polimerek tanyérmagassagahoz a

porusbeli diffuzio jarul hozza ~80%-kal.

b) Megallapitottam, hogy az alléfazis porusaiba bejutd polisztirolok esetében
tomormagwvu allofazison elért redukalt tanyérmagassag 4—6-szor kisebb, mint
teliesen pordzus all6fazison, mivel a tdomormag lerdviditi a szemcsékben a

diffuzidés utakat.

Kulonb6z6 oszlopokon meghataroztam az altalanos sebességi modell szerint,
tanyérmagassag egyenlet illesztésével valamint momentum analizissel

alkilbenzolok és az inzulin anyagatadasi egyutthatdit:

a) Mivel a mozgoéfazis aramlasi sebessége erfsen befolyasolia a fehérjek
retencidjat, az utdbbi két modell szerint meghatarozott anyagatadasi

egyutthatok numerikus értékei bizonytalanok.

b) Alkilbenzolok esetében az altalanosan alkalmazott 0,5—-1,0 ml/perces aramlasi
sebesség tartomanyban kis kulonbséget tapasztaltam a kilonb6z6 modellek

alapjan meghatarozott az axialis diszperzids egyutthatd értékében.

c) Eredményeim alapjan feltételezhetd, hogy a szemcse pérusok felszinén a
mozgofazis nagyon lassan aramlik, mivel az altalanos sebességi modell
alapjan aramlasi sebességfliiggd porusbeli effektiv diffuziét tapasztaltunk az

alkilbenzolok esetében.
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d) Inzulin esetében kimutattam, hogy az aramlasi sebesség fuggvenyében
novekvé retencié sebességfiggd porusfellleti diffuziot, illetve podrusbeli

diffuziot eredményez.

3) A kromatrogafia sztochasztikus modelljét alkalmazva meghataroztam kulonboz6

4)

alléfazisokon alkilbbenzolok és az inzulin varhaté tartézkodasi idejét a
mozgofazisban két megkotddés kozott illetve a varhato id6t, amit a molekulak egy

megkotédés alkalmaval az alléfazison toltenek.

a) Az alkilbenzolok all6fazison eltoltott atlagos varhaté tartézkodasi ideje 7z = 5-

20 ms-nak adodott, az anyagatadasi lépések szama n = 15000-25000.

b) Az inzulin varhaté tartézkodasi ideje az alléfazison egy megkotbdeés
150 ms koruli érték. A kulonbség a két értek kozott arra utal, hogy kisérleti
elrendezésunkben a tomormagvu alléfazison az inzulin retencios tényezéje

kétszer akkora, mint a teliesen pordzus all6fazison.

Bemutattam, hogy a kromatografia sztochasztikus modellie megfelelé kivaltoja
lehet anyagatadasi vizsgalatok soran az altalanos sebességi modellnek, mivel a
makroszkopikus modellek alapjan meghatarozott anyagatadasi egyutthatokbol
szamitott zs értékek (12—25 ms) atfednek a sztochasztikus modell alapjan szamolt

75 ertékekkel (5—20 ms).
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