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Adszorpcios izotermak és adszorpcios energia-eloszlasok
meghatarozasa folyadékkromatografiaban

VAIJIDA Péter és FELINGER Attila’
Pécsi Tudomanyegyetem, Analitikai és Kornyezeti Kémia Tanszék, 7624 Pécs, Ifjusdg utja 6.

Bevezetés

Folyadékkromatografidban a mozgdfazis és az allofazis
hatarfelilletén  lejatszodd  folyamatok  jellemzéséhez
alapvetd fontossdgi a nemlinedris egyensulyi izotermak
ismerete. Az egyes vegyliletek retencidos mechanizmusa
sokkal megbizhatobban tanulmanyozhaté a nemlinearis
kromatografia modszereivel, mint az analitikai kémiaban
szokasos nagyhigitdsu mintdk retencids adatai alapjan.
Adszorpcios izoterma meghatdrozasara a frontalis elemzést
James ¢és Philips!, illetve Schay és Székely? hasznalta
eloszor egymastol fiiggetlentil. A frontalis elemzés alapja
az, hogy a vizsgalt anyagot meghatarozott koncentracidban
aramoltatjuk at az oszlopon és meghatarozzuk az attorési
térfogatot.

Kisérleteink soran frontdlis elemzéssel meghataroztuk
a fenol adszorpcids izotermajat C,-as forditott fazisu
folyadékkromatografias allofazison, illetve megkerestiik a
legjobban illeszkedd izoterma modellt. Annak eldontésére,
hogy milyen jellegi a megkotddés heterogenitasa,
kiszamitottuk az adott kisérleti rendszerre jellemz6 affinitasi
energia-eloszlasat (AED, affinity energy distribution). Ezt
egy numerikus mddszerrel, a varhatdérték-maximalizalassal
(EM, expectation maximization) hatdroztuk meg, amelyet
egyre kiterjedtebben alkalmaznak heterogén adszorpcids
feliiletek jellemzésére.

2. Elmélet
2.1 Adszorpcios izotermak

Az adszorpcids izotermak kapcsolatot teremtenck a
vizsgélt anyag(ok) egyensulyi koncentracidja kozott a
kromatografias rendszer mozgo- (C) és alléfazisaban (g),
allando hoémérsékleten és nyomason. Fontos ismerni az
elvalasztott anyagokra jellemzd egyensulyi izotermat,
mivel nagy koncentracidknal az izoterma hatdrozza meg a
kromatografias csucsok jellemzoit. A Langmuir—egyenlet
a legegyszerlibb modell, amelyet az adszorpcids izoterma
adatok tanulmanyozasara hasznalunk. Az egyenlet a

kovetkezo*:
_ g,bC

1= be

ahol g az allofazis egyrétegli telitési kapacitasa és b a vizsgalt
anyagra jellemz6 adszorpcids egyensulyi allando.

O]

A Langmuir—-modell azt feltételezi, hogy a feliileten azonos
adszorpcids energiaval k6tddik meg valamennyi molekula,
vagyis az alléfazis homogén. Az adszorpcids energia a b
egyensulyi allandétol fiigg.

A kromatografidban alkalmazott allofazisok feliilete azonban
legtobbszor nem homogén. A bi-Langmuir—egyenlet a

legegyszeriibb modell, amely segitségével leirhatunk egy

olyan heterogén adszorpcids felszint, amely két kiilonb6z6

energidju, fiiggetlen kotohelyet tartalmaz. Az egyenlet a
kovetkez6®:

_ 4a5,C +q52b2C

1+5C 1+b,C

@

ahol ¢, és q,, az els6 és a masodik tipust adszorpcios goc
telitési kapacitsa, b , €s b, a két kiilonb6z8 adszorpcios goc
adszorpcids egyensulyi dllanddja a vizsgalt anyagra.

A bi-Langmuir-modellnek  megfeleltethetd  affinitasi
energia-eloszlas két maximumot ad, amelyek a kétféle,
fuggetlen, eltérd kotési energiaval rendelkezé adszorpcids
gocot reprezentaljak.

Heterogén adszorpcids feliiletek jellemzésére szamos tovabbi
modell Iétezik. A Langmuir—Freundlich—egyenlet a nevében
szerepld két klasszikus izoterma egyenlet kombinaciojaval
jott 1étre. Az izoterma egyenlete a kovetkez6®:
1+(bC)"

ahol ¢_ a telitési kapacitas, b az adszorpcids allandé és n a
heterogenitasra jellemzé paraméter, amelynek maximalis
értéke 1.

A heterogenitasra jellemz6 paraméter kifejezi a heterogenitas
mértékét. Ha az n—1 feltétel teljesiil, a feliilet egyre
homogénebb, a modell a Langmuir—modellhez kozelit.
Alacsony koncentracidknal a modell a Freundlich—-modellé
alakul. Az adszorpcids energia eloszlas, amelyet ezen modell
alapjan szamitunk egy Gauss—gorbét eredményez, melynek
maximuma a b paraméter értékétol fiigg, mig a szélessége n
értékével all kapcsolatban.

A Toéth—egyenletet is gyakran hasznaljak folyadék-
kromatografidban a  heterogén  allofazis-feliileteken
lejatszodd megkotddes jellemzésére. A modellt, a tobbi
izotermaegyenlethez hasonldan, eredetileg gaz-szilard
rendszerekre dolgoztak ki’, hogy jellemezhessék a heterogén
felilleten bekovetkezd adszorpcidt. A modell affinitasi
energia-eloszlasa egyetlen csucsot eredményez, feltételezve,
hogy nincs adszorbens-adszorbens koélcsonhatas. Ez a modell
is kiterjeszthetd folyadék-szilard rendszerre. Az egyenlet a
kovetkez6®:
- ac

( b + Ct)]/t
A modell harom paramétert tartalmaz, az energia-eloszlas
sz¢lessége t-vel all kapcsolatban; amennyiben 7= 1, a modell
a Langmuir-egyenletté alakul. A modell jol hasznalhato
egyebek kozott a teofilin adszorpcids tulajdonsagainak
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megallapitasara metanol-viz rendszerben C -as Kromasil
oszlopon®.

2.2 A varhatoérték-maximalizalas (EM) modszere!

Az EM moadszer segitségével lehetové valik az adszorpcids
energia eloszlasanak kiszamitdsa, azaz a feliilet
heterogenitasanak jellemzése. Az EM modszer egy iteracios
optimalizalo algoritmus, amely rejtett valtozok maximum
likelihood becslésére hasznalhatd

Az EM algoritmus alkalmazasakor az energia-eloszlasra
tett barmiféle eclozetes megallapitas sziikségtelen. Az
closzlasfiiggvény becslése kizardlag a mért izoterma
pontokbol torténik. A globalis és a helyi izoterma, és az
adszorpcids allandd viszonyat a kovetkezd egyenlet adja
meg:

4(C) = j (KW (K,C)dInK )

ahol ¢(C) aglobalisizoterma, amelyetkisérletesen hatarozunk
meg, C az egyensulyi koncentracié a mozgofazisban, f(InkK)
az egyensulyi allando eloszlasa, §(K, C) a lokalis adszorpcids
izoterma, amelyet a jelen kisérletben Langmuir—izotermanak
tételeziink fel. Az EM modszer a kovetkezd egyenletet
hasznalja:

M
Gea(C) =) f(nK B(K ;,CHAMK)  (6)
j=1
ahol C, a kisérletben alkalmazott vegyiilet koncentracidja a
mozgofazisban, /n K. az adszorpcios allandé logaritmusa,
A(ln K) az egyenld részekre felosztott K tartomanyban
az egyes pontok kozotti tdvolsag, és M a tartomany
felosztasara hasznalt pontok szama. A felosztas két szélso
érték kozott torténik. Ezek K, és K, melyek a kisérleti
kortilményekbdl adddo értékek.

Az EM moddszer 6sszehasonlitja a kisérletileg meghatarozott
q értékét (az adott mozgdfazis koncentracional az allofazison
adszorbealddott anyag mennyiségét) egy szamitott értékkel,
egy korrekcids vektort felhaszndlva. Ezzel az 10j értékkel
kezdi el Gjra a kozelitést, majd meghatarozott szamu iteraciot
végezve alakul ki a frontalis elemzés adatpontjai segitségével
szamitott AED gorbe.

3. A kisérlet kivitelezése
3.1 Anyagok és eszkozok

A kisérletben hasznalt mozgo6fazis metanol-viz (30:70, v/v)
elegye volt. Mindkét folyadék HPLC tisztasagu volt. Az
oldott anyagok fenol (Riedel-de Haen, 99%-os tisztasagu)
és tiokarbamid (Sigma, 99%-os tisztasag) voltak. A
kromatografids oszlop a YMC cégt6l szarmaz6 C,-as (150
mm x 4,6 mm) pordzus toltetli 3 pm szemcseméretii volt.

3.2 Az adszorpcioés izoterma meghatarozas frontalis
elemzéssel

3.2.1 Folyadékkromatografia

Az izoterma adatpontjainak meghatdrozasa frontalis
elemzéssel tortént egy Shimadzu berendezésen, amely
SPD-10av diddasoros detektorral és két LC-10ADvp

szivattyuval volt felszerelve. Ezen szivattytk biztositottak
a binaris gradienst, melyet a mérések alatt hasznaltunk. A
berendezéshez csatlakozott egy szamitogép, amelyen az
adatok rogzitése folyt.

3.2.2 Az attorési gorbesor felvétele

Az egyik szivattyU a tiszta mozgofazist, mig a masik a fenolt
tartalmazéd mozgofazist tovabbitotta. A kisérletek soran
allando 1,0 cm’/perc aramlasi sebességgel dolgoztunk. Az
éttérési gorbesor felvételéhez 1épcsdzetes gradienst biztositod
novelése 0-50 g/dm?-ig 20 lepcsoben tértént, minden egyes
1épcs6 kozott 20 percnyi id6t hagyva az adott koncentracion,
hogy az allofazison beallhasson az egyensuly. Az idéprogram
teljes hossza 405 perc volt, a mérés elején 5 percig csak a
tiszta mozgofazist juttattuk az oszlopra. A detektalas 290 nm-
en tortént, hogy elkertiljiik a tul nagy abszorbancia értékeket
(1000 mAU felettieket).

A kromatograf késziilék oszlopon kiviili térfogatanak (a
szivattyutol a detektorig), és az oszlop holttérfogatanak
meghatarozasa 5 mg/dm’ tiokarbamid oldattal tortént. Az
oldészer a fent emlitett mozgdfazis volt. Feltételezve, hogy a
tiokarbamid nem kotédik meg az allofazison, kiszamithato a
rendszer oszlopon kiviili térfogata €s az oszlop holttérfogata.
A szivattytval injektalva a tiokarbamid oldatot, 0,5 cm®/perc
aramlasi sebességgel, az injektalas pillanata és a detektorjel
maximumanak megjelenése kozott eltelt id6 és az aramlasi
sebesség ismeretében szamithatd az oszlopon kiviili térfogat.
El6szor a mérést oszlop nélkiil, egy nulla térfogatu szikitd
alkalmazasaval végeztiik el, majd az oszloppal egytitt
is. A két térfogat kiilonbsége adta meg az oszlopban 1évo
mozgofazis térfogatat. Ezt felhasznalva az oszlop teljes
térfogatanak ismeretében kiszamithato az allofazis térfogata.
A rendszer oszloppal mért térfogata 2,51 cm’-nek adodott,
ebbdl az oszlop holttérfogata 1,3 cm? volt.

3.2.3 Az izoterma adatpontjainak kiszamitasa

Az izoterma pontjainak kiszamitasadhoz hasznalt egyenlet a

kovetkezo volt'':

(Ci+1 B Ci)(VF,Hl B VO) (7)
Vv

a

O =0, +

ahol Q. és Q. , az oszlopon adszorbedlodott oldott anyag
mennyisége az i-edik, majd az i+1-edik Iépésben. C.és C,,  az
i-edik, illetve i+1-edik lépésben az oldott anyag egyensulyi
koncentracidja a mozgo fazisban. V,  az i+1-edik lépcsd
inflexios pontjahoz tartozd retenc1os térfogat. Ertékét az
i, illletve az i+1-edik 1épésben a frontalis elemzéssel nyert
kromatogram derivaltjabol nyerhetjiik. az i+1-edik Iépcs6hoz
tartozo6 derivalt maximumanak helye adjaa V,  értékét.V, a
rendszer holttérfogata (jelen estben 2,51 cm?), V az allofa21s
térfogata (jelen esetben 1,21 cm?).

3.2.4 Az izoterma modellek illesztése a Kimért
adatpontokhoz

A nemlinearis illesztést Origin 6.0 programmal végeztik; az
illesztésnél stlyozast nem alkalmaztunk. Az illeszkedések
jellemzésére a rezidualis négyzetosszeget (RSS) hasznaltuk
minden egyes izoterma modellre. A lokalis minimumok miatt
adodo hiba kikiiszobolésére az iteracidkat tobb kiindulasi
paraméterrel ismételtiik meg.
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Akiilonboz6 izoterma modellek 6sszehasonlitasara a Fisher—
tesztet hasznaltuk. A felhasznalt egyenletek a kovetkezok!?:
RSS RSS N
sP=—"L S5=-"2 Fu= ®)
n—p n—p S5
n az adatpontok szdma, p, €s p, a két Osszehasonlitott
izoterma modell paramétereinek szama. A szabadsagi fokok
(a szamlaloban, illetve a nevezében) n-p, ésn - p,, vagyis az
F-eloszlas kritikus értékét az alabbi érték alapjan keressiik:

Fy(n—pyisn—p,) 9

3.2.5 Az affinitasi energia-eloszlas szamitasa az EM
modszerrel

Az EM algoritmust — amely Fortran nyelven késziilt —
hasznaltuk fel az affinitasi energia-eloszlas kiszamitasara.
150 pontra osztottuk fel a K tartomanyt a két szélsoérték
kozott, amelyek a kovetkezdk: K = =0,0005 dm’/g, és K =
1,000 dm®/g. Az algoritmus 1 000 000 iteraciot végzett el.

4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Az egyes izoterma-modellek illesztése a mért
adatpontokhoz

Elsé 1épésként frontalis elemzéssel szobahdmérsékleten
felvettiik az attorési gorbesort. A kisérletileg meghatarozott
21 adatpont, és az arra illesztett bi-Langmuir—modell lathatd
az 1. abran.

Az egyes izoterma modellek legjobban illeszkedd
paramétereit, illetve RSS értékeit az 1. tablazat foglalja
0ssze.

A vizsgalt izoterma modellek koziil a legkisebb RSS értéket
a bi-Langmuir-modell adja. Sorra Osszehasonlitva a bi-
Langmuir, a Langmuir—Freunlich, illetve a Téth—izoterma
modell illesztésekor nyert RSS értékeket a Langmuir—modell
illesztésénél kapottal, (az F, értékek sorrendben, az adott
szabadsagi fokoknal: 3,1; 3,03; 3,06) az minden esetben
magasabb a 95%-os kritikus F értékeknél, amely alapjan

kijelenthetd, hogy a harom heterogén adszorpcids felszint
leiré modell szignifikansan jobb illeszkedést eredményez,
mint a homogén adszorpcids felszint leiré Langmuir—modell.
A Fisher—teszt alkalmazasaval azonban
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1.Abra. Az adatpontokra illesztett bi-Langmuir—izoterma modell

nem tudunk kiilonbséget tenni a fenti harom, heterogén
adszorpcids felszint leird izoterma modell kozott. Sorrendben
Osszehasonlitva egymassal a harom modell RSS értékét
egyik sem nyujt szignifikansan jobb illeszkedést a tobbinél.

4.2 Az affinitasi energia eloszlasanak becslése

A kimért 21 adatpontot felhasznalva az EM algoritmus
segitségével szamoltuk a fenol affinitasi energia-closzlasat
(AED) C, -as oszlopon, metanol-viz rendszerben. A szamitas
célja, hogy a heterogén adszorpcids feliiletet leird modellek
koztl kivalaszthassuk a legmegfelelobbet. A numerikus
szamitas két egymastol jol elkiilontld csucsot ad. Az itt
vizsgalt izoterma egyenletek koziil a bi-Langmuir—modell
feleltethetd meg a bimodalis energia-eloszlasnak. A gorbék
csucspontja meghatarozza az In b, és In b, értékét. A 2. abran
lathato a szamitott AED gorbe.

1

1. Tablazat. A frontalis elemzéssel nyert adatokra legjobban illeszked6 izotermak paraméterei, azok megbizhatosaga, illetve a vizsgalt modellek jellemzésére

szolgalo RSS értékek.

Langmuir bi-Langmuir Langmuir—Freundlich Téth
q, 137,9+3,294 g/dm’ q, 150,710,287 g/dm’ 205,5+21,49 g/dm? q 52,64+6,9 g/dm?
B 0,03867+0,00201 dm?/g b, 0,01606+0,0073 dm’/g b 0,01544+ 0,00386dm?/g b 4,31781+1,324 dm’/g
q, 28,09+17,58 g/dm’ 0,7727+0,036 t 0,7022+0,04148
b, 0,1951£0,1292 dm’/g
RSS 50,16 RSS 14,55 RSS 15,77 RSS 15,51

2. Tablazat. Az EM algoritmus segitségével szamitott, illetve a FA-b6l
kisérletesen meghatarozott bi-Langmuir paraméterek dsszehasonlitasa

Kisérleti bi-Langmuir

Szdamitott bi-Langmuir

paraméterek paraméterek
q, 150,7 g/dm? 160,02 g/dm?
b, 0,01606 dm*/g 0,01104 dm*/g
q, 28,09 g/dm’ 41,2 g/dm?
b, 0,1951 dm’/g 0,1353 dm’/g

113 évfolyam, 1.

A hagyomanyos felfogas alapjan az alacsony energiaja
kotohelyek (g,) a szilikagél hordozéra kotott apolaris
ligandumok és a fenol molekuldk kozott 1étrejovo gyenge
apolaris, hidrofob kolcsonhatasokat, mig a nagyobb
energiaju kotohelyek, (¢,,) a fenol molekulék és a szabadon
maradt erésen savas szilanol csoportok kozott 1étrejovo erds
polaris kolcsonhatasokat reprezentaljak. kolcsonhatasokat
reprezentaljak.
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q(gl)

Inb (L/g)
2.Abra. A fenol affinitasi energia-eloszldsa C,,-as oszlopon,
szobahdmérsékleten. Az affinitas eloszlast az EM algoritmus segitségével
szamoltuk, a kisérletesen nyert izoterma adatpontokbol. 150 pontra

osztottuk fel a tavolsagot logaritmikusan a két szélsé K érték kozott.

K .=0,0005 dm’/g, K =1 dm’/g, 1000000 iteraciot végezve.
Akétkotdhely atlagos energiajanak kiilonbségét a kovetkezd
egyenlettel szamolhatjuk ki, azzal a kiko6téssel, hogy a
preexponencialis tényezok megegyeznek az allofazis minden
egyes kotohelyén:

b
€,,-€, =RTIn| = (10)
s > b1
Eredményeink alapjan a két kiilonboz6 adszorpcids hely
energidjanak kiilonbsége 6,1 kJ/mol 22°C-on a vizsgalt
rendszerben.

Guiochon® feltételezése szerint — mivel a forditott fazist
rendszerekben a kotdhelyek kozott gyakran minddssze 5—6
kJ/mol energiakiilonbség figyelhetd6 meg'* — a nagyszamu
alacsony energiaju kotohely a hidrofob allofazis és a
mozgodtazis kozotti megoszlasi egyensulynak felel meg.
Az ilyen jellegli megkotodéseknél a fenol molekulak
behatolnak az apolaris hidrofob ligandumok kozé és a
megkotddés mechanizmusa a két fazis kozotti megoszlasi
jelenségen alapul. A kisebb szamu erds megk6tddés viszont
azzal magyarazhatd, hogy a molekuldk bizonyos esetekben
nem hatolnak be az apolaris ligandumok kozé, hanem azok
csucsan, a fazisok hatarfeliiletén adszorbealddnak.

A fenti feltételezésen kiviil az alléfazis heterogenitasa
azzal is magyarazhatd, hogy a feliilet bizonyos részein
a hidrofob ligandumok szabalyosan helyezkednek el, a
felillet mas helyein pedig rendezetlen szerkezetet vesznek
fel a ligandumok. A kromatografids rendszerben lezajld
megkotddés mechanizmusanak pontos felderitése a mai
napig a kutatasok homlokterében all.

5. Osszegzés

A vizsgalt izoterma modellek koziil a bi-Langmuir—modell
a legmegfelel6bb arra, hogy leirjuk a fenol adszorpcidjat
C,,-as dllofazison, metanol-viz rendszerben. A Fisher—teszt
segitségével kizarhattuk a Langmuir—modellt, de a harom
heterogén adszorpcids felszint leir6 modell kozott nem
tudtunk szignifikans kiilonbséget tenni. Az affinitasi energia-
eloszlas meghatarozasa utan valt egyértelmivé, hogy az

adott kisérleti rendszerben a fenol adszorpcidjat a legjobban
a bi-Langmuir—modell irja le.
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L=

Determination of the adsorption isotherm and the affinity
energy distribution in liquid chromatography

Frontal analysis was first developed and used independently by
James and Phillips, and by Schay and Székely for the determination
of adsorption isotherms. The solution of the studied compound, at
a known, constant concentration, is percolated through the column.
Successive, abrupt step changes of increasing concentration are
performed at the column inlet and the breakthrough curves are
determined. In this study we determined the raw adsorption data
points of phenol on a C, alkyl-bonded porous silica packed Waters-
YMC column.

As a first step, we recorded 20 consecutive breakthrough curves,
and determined the breakthrough volumes. The concentration
range of phenol we studied was between 2.5 and 50 g/dm?’. The
detector signal was recorded at 290 nm to avoid recording any
UV —absorbance signal above 1000 mAU. The hold up time was
measured by using the pump to inject a small amount of thiourea
onto the column. The corresponding hold-up volume was 2.51 cm?
from the pump to the maximum point of the detector signal. The
isotherm data points were calculated using Equation 6.

The next step we investigated the fitting of four isotherm models
to the isotherm data points. The first one was the Langmuir
isotherm model, which is the simplest model used in adsorption
studies. This model assumes that the surface of the adsorbent is
homogeneous, covered with only one type of adsorption sites, and
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there are no lateral interactions between the adsorbed molecules.
The adsorption energy modeled by the Langmuir isotherm has
unimodal energy distribution. The next model we investigated was
the bi-Langmuir isotherm model. This is the simplest model for
nonhomogeneous surface, which covered with patches made of
two different independent adsorption sites with different adsorption
energies. The adsorption energy distribution based on the bi-
Langmuir model displays two peaks, representing the two types
of independent adsorption sites. The next two models we used
were the Langmuir—Freundlich, and the Téth isotherm model. Both
of them contain three parameters and describe nonhomogeneous
surfaces. The energy distribution based on these two models gives a

Gaussian peak whose width is related to the surface homogeneity.

The non-linear fitting of adsorption isotherm models to experimental
data was performed using Origin 6.0 software. The best isotherm
parameters were selected by minimizing the residual sum of
squares (RSS) for each isotherm models. To avoid being trapped
in a local minimum in the regression process, several calculations
were carried out, using different initial values of the parameters.
The fitting processes were compared using Fisher test (equation
7 and 8). The bi-Langmuir model has the lowest RSS value, but it

was not significantly better than the other models, which describes
nonhomogeneous adsorption surface (the Téth and the Langmuir—
Freundlich model). The only model that gives significantly poorer
results than the other three was the Langmuir model.

To decide which model describes best the adsorption of phenol
in the given experimental conditions we used the expectation
maximization method (EM). The EM method allows us to determine
the affinity energy distribution of the studied compound from the
raw isotherm data points, which we measured in the frontal analysis.
The EM algorithm, programmed in Fortran, was used to calculate
the AED of phenol from a methanol-water mobile phase, on a C,;
stationary phase. One hundred-fifty grid points in the K-space were
used to logarithmically discretize the range between K =0.0005
dm¥/g and K|, =1.000 dm*/g. The algorithm performed one million
iterations. The AED exhibits two well resolved peaks at low and
at high energies. This calculation shows that the best model which
describes the adsorption of phenol in our measurements is the bi-
Langmuir model, because it is the only one of the investigated
models that assumes a bimodal energy distribution.

We calculated the difference between the mean value of the
adsorption energy of the high and the low energy sites (equation
10). Our calculation yielded 6.121 kJ/mol at 22°C.
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