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A gyors folyadékkromatografia jelenlegi lehetoségei
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1. Bevezetés

A folyadékkromatografia hosszii ideig csipkerdzsika
almat aludta. Az 1970-es évek kozepére alakult ki a
miiszerezettsége. Ez a miiszerezettség visszatiikrozte az arra
az idére elért eredményeket a kolonnatechnoldgia teriiletén.
Ekkora mar megjelentek a 10 pm szemcseatmérdjii toltetek,
a szabalytalan alaku szilikagél helyét fokozatosan atvették
a szabalyos, gombszimmetrikus toltetek. A kolonna
méreteket tekintve uralkodova a 15 és 25 cm hosszu €s
4,6 mm belsdatmérojiiek valtak. A folyadékkromatografia
miszerezettségét is ezekhez igazitottak. Ennek megfelelden
az adagolasi térfogat 10-100 pl k6zé esett, az UV, UV-VIS
detektorok cellatérfogata 10 ul, az Osszekotd vezetékek
belsd atmérdje 0,25 mm. Az igy kialakitott késziilék
alapjaiban teljes mértékben megfelelt a kovetelményeknek.
Hosszt ideig csak a szamitogépes vezérlés és adatgyijtés
jelentette a fejlesztést. Ez a rendszer a gydgyszeripar o
analitikai mddszerévé valt. A technikat nagyhatékonysagu
folyadékkromatografianak nevezték el (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography). A kolonna toltetek,
amelyek dontd tobbségét a szilikagél alaptak jelentették,
viszont nagy fémion tartalmuak voltak, a nagy szilanolcsoport
aktivitds ¢és a kis boritottsiguk miatt szamos feladat
megoldasnal nehezen reprodukalhatova tették a modszereket.
Sokszor sarzsrol-sarzsra valtozott a kolonnék feliileti fizikai-
kémidja és ez visszakoszont az elvalasztasokban is. Ekkor a
o feladatot a kolonnatechnoldgia fejlesztése jelentette.

Kisebb fémion tartalmu, kisebb szilanolcsoport aktivitasu,
jol boritott alléfazisok és sarzsrdl-sarzsra vald azonossag
jelentették a fo célokat. A 90-es évek végére a 2000-es évek
elejére, a kolonnatechnologia teriiletén sikeriilt a f6 célokat
elérni, s6t megjelentek az 5 um alatti szemcseatmérdji
toltetek, eldszor a 3 pm-esek majd napjainkra, a 2 pm-esek
¢s az alatti szemcseatmérdjliek is. A kis csucsszélesség,
amelyet a kis szemcseatmérdji toltetekkel lehet elérni,
jelentésen megnovelte a technika hatékonysagat. Ertve
ez alatt, hogy kis szerkezeti kiilonbségli anyagokat
lehetett rovid idd alatt elvalasztani, egységnyi idd alatt
viszonylag nagyszamu mintat lehetett elemezni, megndtt
a kolonna csucsfelbontd kapacitasa. Hagyomanyos HPLC
technikanal a fels6 nyomas hatar, a késziilék maximalis
teljesitménye 400 bar. Ma amikor HPLC-rél beszélink
ezzel a miiszerezettséggel miikodd folyadékkrometografias
rendszert értjiik alatta. Ezt a miiszerezettséget alkalmazva
az elemzési id6 altalaban 5-60 perc kozé esett, az
elvalasztasokban tapasztalt csicsszélességek nagyok voltak.
Adva volt ezzel a {6 feladat, csokkenteni a kromatografias
csucsok szélességét, azaz ndvelni a kinetikai hatékonysagot.
A megoldasra t6bb ut kinalkozott, az egyik csékkenteni a
kolonna szemcseméretet, a masik novelni a hdmérsékletet,
a harmadik pedig uj, nagyobb permeabilitasu kolonnakat
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késziteni. Ez a harmadik megoldds vezetett el egyrészt
a monolit kolonndhoz, masrészt a héjszerii toltetek
bevezetéséhez. Ennek az osszeallitasnak is kozéppontjaba
ezek az 10j kolonnatechnoldgidk allnak: nevezetesen a
2 um szemcseatmérd alatti teljesen pordzus, a 3 pm
szemceseatméro alatti héjszert toltetek, kiegészitve a gyors-
folyadékkromatografia nagyhomérsékletli agaval. A 2 pm
teljesen pordzus, a 3 pm szemcseatmérd alatti héjszerti
toltetek, a monolit kolonndk ¢és a nagy hdmérséklet
alkalmazéasa megkdoveteli, hogy Uj késztiléket hasznaljunk. Az
uj kolonnatechnologiaval és muszerezettséggel végrehajtott
elvalasztasokat, megkiilonboztetve a hagyomanyos HPLC
technologiatdl, tovabbiakban wultra nagyhatékonysagu
vagy ultra nagynyomasu folyadékkromatografianak (Ultra
High Performance/Pressure Liquid Chromatography,
UHPLC) nevezziik 6sszefoglaldé néven. A cikk targyalja
a gyors folyadékkromatografiaval kapcsolatos elméleti
megkozelitéseket, azok gyakorlatba vald atiiltetését.

2. Folyadékkromatografias elvalasztasok gyorsitasa

A gyors folyadékkromatografias modszereknél a kovetkezd
problémakkal allunk szemben: vajon a kisméretii kolonnak
alkalmazdsa megengedi-e az eddig hagyomanyosnak
tekintett nagyhatékonysagi  folyadékkromatografias
rendszerek hasznalatat (HPLC). Ertve ez alatt, hogy az
adagolt minta mennyisége ¢s térfogata ugyanolyan hatarok
kozott valtozhat-e, a megszokott miiszer konfiguracio
alkalmas-e, hogy mindazokat az eldnyoket kihasznaljuk,
amelyeket ezek a kis térfogata kolonnak nytjtanak. El8szor
is nézziik meg, hogy milyen elonydket adnak ezek a nagy
hatékonysagu ¢€s kis térfogati kolonnak. A szakirodalom
els6dlegesen a kis szemcseatmér6t hangsulyozza, holott a
kis térfogat szorosan Osszefiigg a gyorsasdggal és a zona
maximumban mért koncentracioval is. A kisebb holttérfogat
kisebb komponenshigulast jelent, amely eredménye a jobb
kimutatasi hatar, vagy masképpen a nagyobb érzékenység.
A gyorsasag megitéléséhez a kovetkezd alaposszefliggésbol
kell kiindulnunk:

[ =1,(1+k) (1)
A kifejezésben ¢ a brutto6 retencios id6t jelenti, a ¢, a holtidd

vagy hold-up id0, a k a visszatartasi tényez0, vagy retencios
faktor.

ly=— @

ahol az L a kolonna hossz és az  a linearis aramlasi sebesség.
Az 1-t, a 2-be helyettesitve kapjuk:
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Az 6sszefiiggésbol egyértelmiien kidertil, hogy az elemzési
id6 csokkentésének két utja van: vagy a kolonna hossz
nagymértéki csokkentése, vagy a linedris aramlasi sebesség
novelése. A k érték csokkentése nem lehetséges, mert akkor
az interferencia veszély, azaz, hogy két romatografias csucs
egytitt elualodjon jelentdsen megnd. A hagyomanyos kolonna
hosszak 10-25 cm kozott valtoznak. Ezeket a kolonnékat a
hagyomanyos HPLC késziilékekben a megengedett kolonnan
kiviili zonaszélesedéssel hasznalhatjuk. Amennyiben a
kolonnahosszakat 2-5 cm-re cs6kkentjiik, akkor kb. 6todére
csokken az elemzési id6. Ezzel ugyan a gyorsasagi kritérium
teljesiil, mert az elemzési idot 6todére csokkentettiik, de
ez egyiitt jar a felbontas csékkenésével, hiszen a kinetikai
hatékonysag az elérhetd tanyérszamok a kolonna hosszatol
fiiggnek. Ahhoz, hogy ne véltozzon az elvéalasztas mindsége,
a kisméreti kolonnak kinetikai hatékonysagat meg kellett
novelni. Az elvalasztas Ggy is gyorsithato, ha megnoveljik
a mozgofazis sebességét. A linedris aramlasi sebesség
novelése forditott aranyban all az elemzési idovel.

2.1. Teljesen poroézus, Kis szemcseatméroji toltetek

Szemcsés toltetek esetén a kinetikai hatékonysagot
elsésorban a szemcsedtmérd csokkentésével novelhetjiik.
Ez konnyen belathato, ha az altalanos tanyér-egyenletet
hivjuk segitségiil. E18sz6r van Deemter €s kollégai mutattak
meg, hogy az elméleti tanyérmagassag a linearis sebesség
fiiggvényében egy minimumos gorbével irhatd le.! Az
altaluk bevezetett fliggvény altalanos alakja a kovetkezd
volt:

H:a+é+cu 4)
u

Az egyenletben H az elméleti tanyérmagassag, a az
orvénydiffuziéra, b a hossziranyu diffaziora és ¢ az
anyagatadasi ellenallasra jellemz6 egyiitthatok. Ezt az
alapegyenletet azota sokan tovabb fejlesztették (Giddings,
Knox, Golay, Hubert, Horvath, Myabe, Guiochon...), az
eredeti van Deemter altal leirt forma csak egy kozelités.
Ha szemléltetni akarjuk a szemcseatméré és diffuzids
tulajdonsagok hatasat az elvalasztas hatékonysagara, akkor
U.D. Neue szerint a kdvetkez6 egyszerisitett format irhatjuk
fel:?

B
H=A4-d_ + 5
P u D )

Ahol dp a toltet szemcseatmérdt jelenti, D, pedig az adott
komponens diffaziés allanddjat. Hangsulyozzuk, hogy az 5-
egyenlet sok elhanyagolast tartalmaz (pl. a diffuziés allandd
nem azonos a szemcsék kozotti folyadék fazisban és a
szemesén beliili stagnald folyadékban, vagy az 6rvénydiftuzid
a valdsagban nem fiiggetlen a linedris sebességtdl, illetve
az egyenlet nem kiilonbozteti meg az anyagatadas allo-
illetve mozgofazis jarulékat) de elsé kozelitésben jol
szemlélteti, hogy az orvénydiffuzid egyenesen aranyos a
szemcseatmérovel, mig az anyagatadasi tag a szemcseatmérd
négyzetétol figg. Az egyenletbdl egyértelmiien kovetkezik,

hogy a szemcseatmérd csokkentése jelentds tanyérmagassag
csokkenést (tanyérszam novekedést) eredményez. Masik
kovetkezmény, hogy az egyenlet altal leirt gérbe minimum
helye a nagyobb linearis sebességi tartomdanyba tolddik,
ha a szemcseatmérét csokkentjik. A figgvény optimum
(minimum) helye ott van ahol a dH/du=0 teljesiil. Ekkor az
optimalis linedris sebesség (uop ) a kovetkezok szerint irhato

le:
D, [B_1

uo: -~
" d, \NC d,

(6)

2

Tehat a linearis sebesség optimuma forditva aranyos
a szemcseatmérovel. A 6 egyenletet 5-be helyettesitve
megkapjuk a tanyérmagassag minimum értékét (A ):

H. =d,(4+2/CB)~d, )

Azaz az elérhetd legkisebb tanyérmagassag (legnagyobb
tanyérszam) egyenesen aranyos a toltet szemcseatmérojével.
Lathatjuk, hogy a szemcseatmérd csokkentés elényds az
elvalasztas gyorsitasa és a kinetikai hatékonysag fokozasa
szempontjabdl is. Az 1 dbra mutatja a szemcseatmérd hatasat
a H-u gorbe lefutasara.

25

=g

o

3.5um

alméleti tdnyérmagassag (micrometer)

1.7 pm

0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6
linedris sebesség (cm/sec)

1. Abra. Az elméleti tinyérmagassag minimuménak és a lineris sebesség
optimumanak valtozasa a kiilonb6z6 szemcseatmérdjii toltetekkel.

Folyadékkromatografias koriilmények kozott, ahol a linearis
aramlasi sebességek kicsik, az aramlas laminaris jellegu.
Ekkor a nyomasesést a kolonnan a Darcy toérvény irja le.

dnlu
Ap=—p5— ®)
P
ahol a @ a kolonna aramlasi ellenallasa, egyes szerzok szerint
értéke 500 és 1000 kozott van és 7 a mozgdtfazis viszkozitasa.
Tehat a szemcseatmérd csokkenésével, a kolonnan 1étrejovo
nyomasesés négyzetesen novekszik. A kiilonbozd cégek altal
forgalmazott azonos atlagos szemcseatmérdjti kolonnakon a
nyomasesés eltérd lehet. Ennek két oka lehetséges, a nagyobb
nyomasesésti kolonnan a szemcseatméré eloszlas szélesebb,
és a kisebb szemcsedtmér6jiibol tobb van, vagy pedig a
t6ltés soran a szemesék sériilnek és a kis szemcseatméroju
tormelék elzarja az aramlasi csatornakat. Itt kiegészitjik
azzal, hogy kiilonbséget kell tenni a hagyomanyos HPLC-
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re tervezett toltetek és az ultra nagynyomasra tervezett
toltetek kozott. A toltési nyomasnak, ugyanis nagyobbnak
kell lenni, mint a hasznalatkor mért vagy esetiinkben a
megengedett legnagyobb nyomasnak. A hagyomanyos
HPLC késziiléknél ez a fels6 nyomas 400 bar, az ultra
nagynyomasu késziilékeknél (UHPLC) ez ma 1000-1300
bar. Koénnyi belatni, hogy annak az esélye, hogy a szemcsék
sériilnék annal nagyobb, minél nagyobb a toltési nyomas.
Onmagaban véve a 10 nm porus atméréjii szilikagélek
tobbsége birja a 400 barnal nagyobb nyomasokat is. A
hagyomanyos HPLC-re tervezett tolteteknél a kolonna
t5ltési nyomas kisebb, mint 1000 bar. gy lehetséges,
hogy a gyartok a 2 um szemcsatmérdjli tolteteket ajanljak
a hagyomanyos késziilékekhez gyors kromatografias
modszerek alkalamazasara. Ennek azonban vannak
feltételei. Nyomasesés oldalrél az, hogy a mozgdfazisnak
kis viszkozitasinak kell lennie. Ezért keriilnek eldtérbe
az acetonitril tartalmu mozgofazisok szemben a metanol
tartalmtiakéval.  Gradienselicié alkalmazasakor nagy
viz tartamu oldoszerb6l indulva a metanol tartalom
figgvényében maximumos gorbével irhato le a viszkozitas
valtozasa. A gorbe mximumat kb. 50 tf. % viz-metanol
elegynél éri el. Ekkor kb 1,5-sz6r nagyobb a viszkozitas,
mint a kiindulasi mozgofazisnal volt. Acetonitril-viz
elegynél a hatds sokkal kisebb, szobahOmérsekleten a
maximalis viszkozitds alig haladja meg az 1 cP-t. Igy
a nyomdsesés még a legkedvez6tlenebb koriilmények
kozott is kb. 50 %-kal kisebb, mint a metanol-viz elegynél
mért. A nagy viszkozitadsu mozgofazisok masik hatranya,
hogy az agyagatadasi ellenallast (lasd: 4 és 5 egyenlet)
kedvezotlentil befolyasoljak. Ennek eredményeként a
linearis sebesség novelésével lényegesen romolhat az
elvalasztas hatékonysaga (meredekebb felszallo ag a H-u
gorbék — pl. van Deemter tipusu - nagy linearis sebességii
tartomanyaban).

A sebesség novelésének hatart szab a késziilék maximalis
nyomas teljesitménye. Mara a hagyomanyosnak tekinthetd
nagyhatékonysagu folyadékkromatografidban (HPLC) ez
400 bar (6000 psi). Ma mar szinte minden késziilékgyartd
forgalmaz UHPLC késziiléket, amelyek 1000-1300 bar
tartomanyig is képesek a mozgofazist szallitani. Az
UHPLC-s elvalasztasok hatékonysagat két hatas kiilon-
ktlon vagy egylittesen is leronthatja. Az elsd hatas abbol
ered, hogy a nagy nyomassal bevitt energia hévé alakul,
amely eredményeképp hossz- és keresztiranyt homérséklet
gradiens alakul ki a kolonnan. Ezek kovetkezménye
elsbésorban karos cstcsszélesedés, illetve a retencids
tulajdonsagok megvaltozasa.> A héatadas a kornyezetnek
a kolonna atméroétdl fiigg, minél kisebb a kolonna atmérd
annal nagyobb az egységnyi kolonna-térfogatra juté héatado
felillet. Ebbol kovetkezik, hogy ekkor inkabb a 2 mm
kortli vagy az alatti kolonnak alkalmazasa teszi lehetévé,
hogy ne alakuljanak ki olyan hémérséklet kiillonbségek,
amelyek jelentds csucsszélesedést okoznak (surlodasi
hoéeffektusok). Ekkor viszont elétérbe keriilnek a kolonnan
kiviili zénaszélesitd hatasok, és az abbol eredd késziilék
problémak. A kis kolonna hosszhoz, tehat kis belsdéatmérd
kell, hogy tartozzon.

Egybevetve az eddigicket megallapithatd, hogy gyors
folyadékkromatografiat  teljesen  porozus  toltetekkel
kis szemcseatmérdvel ¢s kis kolonna térfogattal lehet

megvalositani. Egyik lehetséges megoldas, hogy a 3
Osszefiiggés értelmében a kolonna hosszat csékkentjiik
¢s ekkor a hagyomanyosnak mondott HPLC (400 bar)
is alkalmazhatd, vagy a késziilék nyomads teljesitményét
noveljik meg ahhoz, hogy a linearis aramlasi sebességet
ne kelljen csokkenteni, esetleg névelni lehessen. Az elsd
esetben jo kompromisszumnak tiinik, ha a szemcseatmérot 3
pum kortl tartjuk, a masodik esetben alkalmazhatjuk, az un.
szub-2 mikron szemcseatmérdjli tolteteket.

2004 mérfoldko volt a folyadékkromatografia torténetében.
Ekkor a Waters cég piacra dobta az els6 1000 bar-ig (15 000
PSI) miikodé — és kis kolonnan kiviili térfogatd - gyors
folyadékkromatografjat. Ezt UPLC-nek nevezte el, amely
az ultra performance liquid chromatograph betliszava. Ezzel
egy idében 1,7 pm atlagos szemcseatmérdjii szervetlen ¢€s
szerves szilanbol (brigde ethylene hybrid, BEH) késziilt
teljesen porozus allofazissal toltott kolonnakat is forgalomba
bocsatottak.** A szemcse elektronmikroszkopds képét a
2 .abran adtuk meg.

2. Abra. Az 1,7 um-es Waters Acquity BEH szemese elektronmikroszkopos
képe.

A szemcse teljesen gombszimmetrikus, a feliiletén nincsenek
kiugrasok vagy mélyedések. Ez tobb szempontbol is fontos,
egyrészt a mechanikai stabilitds miatt, masrészt a szemcsét
koriil vevd alld folyadékfilm okozta zonaszélesedés
kisebb (film diffuzid). A toltet szemcseatmérd eloszlasa
is szlikebb a hagyomanyos HPLC-és toltetekhez képest.
A szakirodalomban jelenleg is vita van a szemcseatmérd
eloszlas szerepérdl, elsdsorban a kinetikai hatékonysagra
gyakorolt hatasardl (6rvény diffuzio, toltet strliség, toltési
tulajdonsagok), miveleti szempontbdl elényds a kis
szemcseatmérd eloszlas.” Wang és mtsai az elsok kozott
mutattak be, hogy a hagyomanyos HPLC-s modszerek (25
cm-es, 5 um-es kolonna, 400 bar nyomads) analizis ideje
akar a hetedére is csokkenthetd 5 cm-es 1,7 um-es BEH
kolonnat és 900-1000 bar nyomast alkalmazva.® A 3. abran
egy hagyomanyos médszer gyors modszerre transzferalasat
lathatjuk.®

Kromasil C18, 250mm>x4.6mm, Syum
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3. Abra. Egy izokratikus hagyoméanyos HPLC elvalasztias UHPLC-s
felgyorsitasa. (gyogyszerhatdanyagok elvalasztasa).

Walers Aoquity BEH S0mem<2. Lmm, 1.7um

A Waters BEH 1,7 pm-es toltet sikere utdn hamarosan
mas gyartok is forgalomba hoztak 2 pm-es vagy az alatti
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toltetiiket. El6szor az Agilent Zorbax RHD 1,8 pme-es, a
Thermo Hypersil Gold 1,9 pm-es majd a Grace Vision HT
1,5 um-es toltetei jelentek meg. Mara mar minden kolonna
gyartd cég ajanlja a sajat teljesen porézus UHPLC-s toltetét.
Az 1. tablazat a 2011-ig kerskedelmi forgalomban megjelent
2 um és az alatti tolteteket foglalja 6ssze.’

1. Tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent (2011-ig) 2 pm-es és
az alatti toltetek.

névleges
gyartd kolonna/termék neve szemeseatmérod
(1m)

Alltech (Grace Davison)  VisionHT 1,5
Shant Laboratories Pathfinder 1,5
Fortis Technologies Fortis 1.7 1,7
Orachem Technologies Emerald, Epitomize 1,7
Phenomenex Luna, Kinetex 2,0, 1,7
Sepax GP-8 and GP-18 1,7
Waters Acquity BEH, CSH 1,7
Agilent Technologies Zorbax Rapid 1,8

Resolution HT/HD
Bischoff ProntoPEARL TPP 1,8

Ace-EPS
ES Industries Epic Sub-2 1,8
Knauer BlueOrchid 1,8
Macherey-Nagel Nucleodur 1,8
MicroSolv Technology Cogent Diamond & 1,8

Silica-C
Micro-Tech Scientific Microsil 1,8
Perkin Elmer BrownLee 1,9
Restek Pinnacle DB/ Ultra I1 1,9
Thermo Hypersil Gold 1,9
Varian Pursuit UPS 1,9
Agela Technologies Rapid aSB 2,0
Hitachi LaChromUltra 2,0
Imakt Presto 2,0
Shiseido Capcell Pack 2,0
Tosoh Haas TSKgel SuperODS 2,0
YMC Ultra-Fast 2,0
Zirchrom Zirchrom 2,0

Azt azért megjegyezzik, hogy ugyan a 2 pm alatti toltetek
abszolit értékben igen jo tanyérmagassagokat (/)
valositanak meg, de az un. redukdlt tanyérmagassag
(h:H/dp) minimuma, ezekkel a toltetekkel elmarad a 3-5
um-es toltetekhez képest. A redukalt tanyérmagassag egy
dimenzidomentes mérdszam (Giddings vezette be), amivel a
kiilonboz6 szemeseméretii kolonnak hatékonysagat vethetjiik
Ossze fuggetlentil a szemcsemérettdl. Elmélet szerint egy jol
toltott teljesen porozus toltetli kolonnanak #=2-2,5 kozotti

redukalt tanyérmagassag minimumot kellene adnia. Sok
esetben a szemcseatmérd és redukalt tanyérmagassag kozott
forditott arany figyelhet6 meg (4. abra).'” Ez azt jelenti, hogy
a 2 um alatti toltetek hatékonysaga a gyakorlatban elmarad
az elméletileg elvarhat6tol (h,, ~3). Ennek t6bb oka lehet,
1) a mar emlitett hdeffektusok 2) kolonna t6ltési problémak
illetve 3) a karos oszlopon kiviili térfogatok is nagyban
leronthatjak a kolonnak hatékonysagat.

3.5 4

3.0 A

25 4

redukalt tanyérmagassag

1.3 1.5 1.7 19 21 23 25 27 29 3.1
szemcse atméré (pm)

4. Abra. A redukalt tanyérmagassag minimum értékének véltozésa a
toltet szemceseatmérd fiiggvényében. Ez esetben a csucsszélesedéseket
korrigaltuk az oszlopon kiviili csticsszélesedésre illetve fontos
megjegyezni, hogy a téltetek/kolonnak kiilonbozo gyartoktodl szarmaznak.

2.2. Héjszerkezetii (mag-héj) toltetek

A zobnaszélesedés csokkentésének masik megoldasa, ha
a diffaziés uthosszat roviditjik. Ez hozta el a héjszeri
toltetek jelenlegi reneszanszat. Horvath és Kirkland kozel
negyven éve bevezette ezeket a tolteteket, amelyeket, akkor
pellikularisnak neveztek.!'!* Horvathék el6szor a 60-as évek
legvégén, 50 pum tiveggyongyot hasznaltak, amelyet 1 pm
szerves polimer alapt ioncserélovel vettek koriil. Utana
Kirkland volt az, aki 30-40 um atmérdji toltetet készitett
1 pm-es aktiv réteggel. Az ilyen tipust tolteteknek az
anyagatadasi ellenallasa jobb, mint a hasonld méretii teljesen
porozus tolteteknek. Ez a toltet azonban nem lett népszeriiv
a folyadékkromatografias tarsadalomban, mert a teljesen
porézus szilikagél alapu toltetfejlesztés valt dontové s
megjelentek a 10, 5 késdbb a 3 pm szemcseatmérojii teljesen
porézus toltetek. A kezdeti sikertelenség oka a nagy inaktiv
mag (az aktiv réteghez képest), aminek a kovetkezménye a
kolonnak kis terhelhetdsége és a visszatartasa csokkenése
volt. 2007-ben 1jbdl megjelentek ezek a toltetek (harmadik
generacid), amikor a szemcseatmérd mar kisebb volt 3
um-nél. Ez oridsi attorést hozott a gyors folyadékkromato
grafidban. Az els6 2,7 um-es héjszerkezetii toltetek Halo és
Ascentis Express néven kertiltek kereskedelmi forgalomba,
s ismét Kirkland volt az, aki bevezette.'*

Kezdetben, az alap koncepcio az volt, hogy makromolekulak
elvalasztasanak hatékonysagat javitsak 1gy, hogy a
csokkentett diffuzios uthossz kovetkeztében felgyorsulnak a
szemcsénbeliilianyagatadasifolyamatok. Ezttigy lehetelérni,
hogy a toltet tartalmaz egy nem pordzus magot ¢s ezt veszi
koril az elvalasztasban szerepet jatszo aktiv pordzus réteg.
Az 5. abra a héjszerkezetii toltetek sematikus képét mutatja.
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5. Abra. Héjszerkezetii toltetek sematikus képe (balra), illetve
elektronmikroszkdpos felvétele (jobbra).

Azj generacios héjszerkezetli toltetek kis szemcseméretébol
adodik az elony6s oOrvény- és tengelyiranya diffuzids
tulajdonsag, a vékony pordzus réteg kovetkeztében pedig
gyorsabb részecskén beliili anyagatadas és kedvezobb
hossziranyu diffizié varhatd. Kaczmarski és Guiochon
levezetései alapjan, a részecskén beliili diffuzivitias a belsd
mag atméro és a teljes szemcse atmérd hanyadosanak (p)
fiiggvényében leirhat6.”> Ahogy ez az arany novekszik
(p=1 megfelel a nem-pordzus toltetnek, mig p=0 a teljesen
porézusnak) ugy valik egyre gyorsabbd az anyagatadasi
kinetika az aktiv héjban (van Deemter 6sszefiiggés C tagja,
nevezetesen az allofazis jaruléka). Ez az elény6s tulajdonsag
elsésorban a nagy linearis sebességeknél jelentkezik.
Masrészt a hossziranyu diffuzionak is csokkennie kell az
inert belsé mag miatt (van Deemter Osszefliggés B tagja).
Ennek elsésorban a kis linearis sebességi tartomanyban
van jelentdsége. Az altalanos sebességi elméletbdl az is
levezethetd, hogy az anyagdtadas mozgoéfazis jaruléka
is fugg kozvetve a héj-vastagsagtdl (mert a visszatartds
csokken a rétegvastagsag csokkentésével).'® Az elméleti
levezetések szerint koriilbeliill 2,3-szor illetve 1,7-
szer gyorsabb részecskén beliili anyagatadas varhato
a kereskedelmi forgalomban kaphaté 2,6 és 2,7 um-es
héjszerkezetii toltetekkel (Kinetex and Halo/Ascentis
Express/Poroshell-120, p = 0.73 és p = 0.63), mint az azonos
méretl teljesen pordzus toltetekkel. A 6. abra néhany elméleti
h-v gorbét mutat (v a redukalt linedris sebesség) azonos
szemcseatmérdjii, de kiilonboz6 szerkezetii téltetekre.’

35 4
30 A
25 4

20 4

redukalttanyérmagassag (h=H/dp)

redukalt linearis sebesség(v=udy/Dr)

6. Abra. Szamolt 4-v gorbék teljesen porézus és héjszerkezetii téltetekre.
Feltételezett mozgdtazis dsszetétel: 50% acetonitril-50% viz, komponens
molekulatdmege 1000 g/mol.

A 6. abra mutatja, hogy teljesen pordzus toltetekkel kb.
h,.=2.0, mig a jelenlegi héjszerkezetli toltetekkel /2 =1,2-

1,5 korili redukalt tanyérmagassag minimum varhato.
Meg kell jegyezniink, hogy az irodalomban talalhatd
rendkiviil jo hatékonysagi adatok kromatografidsan kis
molekulakra, nem magyarazhatoak a jelenlegi elméletekkel.
Tobb szerz6 is lényegesen kedvezobb o6rvény diffuzids
tulajdonsagot (van Deemter Osszefiiggés A tagja) figyelt
meg a héjszerkezetl toltetekre, mint a teljesen pordzusokra.
Elvileg a szemcse szerkezetnek nem kellene hatassal lennie
az orvénydiffuziora, de most gy tlinik, hogy ez lehet
az oka a rendkiviili j6 hatékonysagnak a kismolekulas
elvalasztasokra. Van, aki a héjszerkezetii toltetek kitind
szemcseméret eloszlasaval, van aki pedig a viszonylag
g0bos feliilettel és az ennek koszonhetd jobb kolonna toltési
tulajdonsagokkal (homogénebb toltetagy) magyarazza
a jelenséget.'””'® Jelenleg a héjszerkezetli toltetek
reneszanszukat élik, remek hatékonysagot produkalnak
mind kis, illetve makromolekulak elvalasztasakor.

Az eddig targyalt elonyok mellet néhany hatranyos
tulajdonsagot is meg kell emliteni. A vékony aktiv porézus
réteg miatt konnyen belathatd, hogy azonos méretii teljesen
porézus toltethez képest kisebb terhelhetdség és kisebb
visszatartas varhatd a héjszerkezetli toltetekkel. Kisérleti
adatok alapjan, az 0j generacids héjszerkezetli toltetek
terhelhetdsége nagyjabol megegyezik a 2 um-nél kisebb
teljesen porozus toltetekével.'”?° Az is bebizonyosodott,
hogy a visszatartas csokkenése a jelenlegi p=0,6-0,8
szemcseszerkezet esetén még nem kritikus.?' Elsésorban
p>0,8 szemcseszerkezet esetén (pl. Aeris WP toltet) valik
jelentdsé.

Maéra mar szinte minden toltet-gyartd forgalmaz uj
generacios héjszerkezetii alléfazisokat. Eloszor a 2-3 um
szemcseatmérd kozotti toltetek jelentek meg, amelyeknél
a héj vastagsaga 0,35-0,50 um koz6tt volt (Halo, Ascentis
Express, Poroshell, Kinetex). Erdekes, hogy ezen tdltetek
tlagos porus atméréje 90-100 A kozotti volt, holott a
héjszerkezetl toltetek, elmélet szerint makromolekulakra
teljesitenck a legjobban. Mara mar megjelentek a 160,
200 és 300 A koriili héjszerkezetti 4llofazisok is (Halo
Peptide ES, Aeris WP...), amelyek remek hatékonysaggal
alkalmazhatok fehérje elvalasztasokban.?*?! A 2. tablazatban
a jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphato 0j generacios
héjszerkezetl tolteteket foglaltuk 6ssze. Nemrégiben a 2 um
alatti és a 3-5 um kozotti toltetek is megjelentek. Az elobbiek
hihetetlen, eddig sosem tapasztalt kinetikai hatékonyag
elérésére teszik képessé az alkalmazot, az utobbiakat pedig
elsésorban a hagyomanyos HPLC-s toltetek (3-5 um teljesen
poroézus) helyettesitésére javasoljak a gyartok.

2.3. Monolit kolonnak

A monolit eredeti jelentése nagy k6. Kromatografias
szempontbol ez annyit jelent, hogy egyetlen polimer adja
a kolonnat, amelyben két fajta porus talalhato (szilikagél
alapt monolitok estén). A nagyobbik porus atmérdje 1-3 um,
ezt nevezziik atfolyd pdrusnak, mig a szilard polimerben
talalhatok a mezopdrusok, amelyek a komponensek
megkotddését biztositjak. A kereskedelmi forgalomban,
mind szerves polimer, mind szilikagél alapti monolit
kolonnak kaphatdk. Mi tovabbiakban csak a szilikagél
alapuakkal foglalkozunk. Rovid torténeti attekintés kedvéért
néhany ezen a teriileten tevékenykedd szakembert sorolunk
fel. Uttoré munkat végzett ezen a teriileten Hjertén, Svec,
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2. Tablazat. Kereskedelmi forgalomban megjelent uj generacios
héjszerkezetli toltetek.

., kolonna/termék neVlegesr . reteg ,
gyartd szemcseatmérd ~ vastagsag
neve
() (pm)
Poroshell 300 5,0 0,25
Agilent
Poroshell 120 2,7 0,50
Halo 2,7 0,50
Advanced .
Material ?géoAPep“de'Es 27 0.50
Technology
Halo-5 5,0 0,60
Ascentis Express 2,7 0,50
Ascentis Express
Sigma-Aldrich  Peptide-ES 160 A 27 0,50
Ascentis Express 5.0 0.60
F5
5,0
2,6 0,35
Kinetex
1,7 0,23
Phenomenex 1,3
3,6 0,50
Aeris Peptide
1,7 0,23
Aeris Widepore 3,6 0,20
Th.e rm.o Accucore 2,6 0,50
Scientific
Macherey- Nucleoshell 2,7 0,50
Nagel
Brownlee SPP 2,7 0,50
Perkin Elmer Brownlee SPP 27 0.50
Peptide-ES ’ ?
Sunniest SunShell 2,6 0,5
1,7 0,35
jelenlegnem g e 17 025
kaphatd
1,7 0,15

Horvath, Tanaka és az altaluk kialakitott mthelyek és
azok munkatarsai.’>?* Kereskedelmi forgalomban a
Merck és a Phenomenex cég altal forgalmazott termékek
vannak (Chromolith, illetve Onyx). Az utobbi a Merck
liszence alapjan gyartja a kolonnat. Az elsé generacids
szilikagél alapu monolit 2000-ben keriilt kereskedelmi
forgalomba. Tavaly jelent meg a tovabbfejlesztett valtozat,
ami a masodik generacios monolit nevet kapta. A toltetek
elektronmikroszkdpos felvételét a 7. abran mutatjuk be.?

A 7. abran a s6tét rész az atfolyo porus a vilagos a szilikagél
vaz (skeleton). A vilagos részek adjak a szilikagél alapvazat,
mig a sotét részek a nagy atmérdji pdorusokat. A szerkezet
olyan szivacshoz hasonlit, ahol a podrusok nyitottak ¢és
egymassal osszekottetésben vannak. A mozgdfazis aramlasa
ezekben a um-es nagysagrendii porusokban torténik. Ahogy
a 7. abran is jol lathatd, a porusok atmérdje kozel allando.

7. Abra. Els6 (balra) és masodik generaciés (jobbra) szilikagél alapt
monolitok elektronmikroszkopos képei.

Ebbdl kovetkezik, hogy aramlasi ellenallds oldalardl nézve
nincs sziik keresztmetszet, amelyet a szemesés tolteteknél a
legkisebb atmérdjli csatorna ad meg. Toéltetes kolonnaknal
az aramlasi csatorndk atmérdjét a szemcseatmérobol lehet
becsiilni. Szabalyos alakt, gombszimetrikus tolteteknél ez
a szemcseatmérd 1/3 része. Tehat egy 3 um-es toltetnél ez
1 um-nek felel meg. Ez csak akkor igaz, ha a toltés soran a
részecskék nem sériilnek és a szemcseatmérd eloszlas sziik
¢és az atlagos szemcseatméronél sokkal kisebb szemcséket
toltés elott eltavolitottak. A mozgofazis aramldsa ezekben az
egymassal dsszekdottetésben 1évo porusokban torténik, mig a
visszatartast a vazban 1évé mezoporusok adjak. Az aramlast
lehetévé tevd porusok atmérdje 1-3 um, a visszatartast
eredményezd mezoporusok atlagos atmérdje 10-20 nm, a
kereskedelmi forgalomban 1évéé 13 nm. Ennek a toltetnek
a fajlagos feliilete nagyobb, mint 100 m?/g, ami megfelel
a szemcsés tolteteknél mért értékeknek. Az abrabol az is
lathato, hogy a porustérfogat (sotétebb rész) aranya nagy a
vaz (vilagosabb rész) aranydhoz képest (kis fazisarany). A
monolit kolonna porozitasa, Gsszevetve a szemcsés toltetli
kolonnakkal, sokkal nagyobb. Ez megszabja a kolonna
aramlasi ellenallasat (permeabilitasat), ebbdl kovetkezik,
hogy ugyanolyan térfogat-aramldsi sebességhez sokkal
kisebb nyomasesés tartozik. Ez igaz, mind a szilikagél
alapu, mint a szerves polimer alapi monolitokra. Az
els6 monolitok 10 cm hosszuak voltak, nagy aramlasi
sebesség mellett hasznaltdk az elemzési id6 csokkentés
érdekében. Ezek nem feleltek meg a folyadékkromatograf-
tomegspektrométer (LC-MS) csatolt technikanak. Ez
vezetett el az ultragyors monolit kialakitdsdhoz. El6szor
a kolonna hosszat csokkentették 5 majd 2,5 cm-re, majd a
kolonna belsdatmérdjét 4,6 mm-rél 3, majd 2 mm-re. Az
5 cm hosszu 2 mm atmérdjii monolit kolonna (Chromolith
FastGradient) jol alkalmazhaté LC-MS modszerekhez,
illetve UHPLC késziilékekben hasznalva gyors ¢és hatékony
elvalasztasok megvaldsitasara.

Az egybefiiggd, és kozel azonos atmérGji porusok a
kolonna permeabilitdsdit nagyban novelik. Elméletileg
levezetve ezt, visszajutunk a klasszikus Karmany-Kozeny
Osszefiiggéshez.

3
€ 2

“180(1-¢) ” ©

ahol a K jelenti a kolonna permeabilitasat, ¢ a porozitast
és a dp a szemcsés toltetli kolonnaknal a szemcseatmérot,
mint karakterisztikus paramétert (domain size), a monolit
kolonnakndl az éaramlést biztositd porusok atmérdjének
és a szilard fazis vastagsaganak az Osszege. A kolonna
porozitasait a hagyomanyos mddon tudjuk értékelni,

119 évfolyam, 1. szam, 2013.



34 Magyar Kémiai Folyéirat - El6addsok

nevezetesen a kolonnan beliil talalhatd tires térfogat és a
kolonna §ssz—térfogatanak hanyadosaként. A permeabilitas
¢s a kolonnan Iétrejové nyomadsesés kozott a kovetkezd
Osszefiiggés teremt fiiggvény kapcsolatot:

Ap

ahol az 7 a mozgofazis viszkozitasat jelenti. Atrendezve az
egyenletet 4p-re a kovetkez6 osszefliggést kapjuk:

Ap = umn-L

K

Tehat a kolonna aramlasi ellenallasa (permeabilitasa)
kozvetleniil megszabja a kolonnan a nyomasesést. Ez
viszont a kolonna porozitasaval fligg 6ssze. Szilikagél alapu
monolit kolonnaknal a teljes porozitas e=81 %.%° Szemcsés
kolonnaknal, amelyeket a hagyomanyos HPLC ¢és UHPLC
technikanal hasznalunk ez az érték 50-70 % ugyan, de az
aramlasi csatornakat ado szemcsék kozotti porozitas kisebb,
mint 40 %, ehhez jarul a nem egyenletes csatorna-atméro,
aminek kovetkeztében a K értéke tovabb csokken. Az
UHPLC technikdban a mechanikai stabilitds novelése miatt
a porozitas értéke e~50 %. Bevezethetjik a ¢ paramétert,
amely az aramlasi ellenallassal aranyos tényezo:

(11)

2 2
0 =— =—d;” (12)

Az Osszefiiggés egyértelmii fliggvénykapcsolatot ad a
karakterisztikus méret (szemcseméret vagy domain méret
/d, /) és az dramlasi ellenallas valamint a karakterisztikus
méret és a ¢ kozott. A monolit kolonnaknal, ahol az atfolyd
porus és a vaz atmérd viszony kozel allando, a ¢ értéke is
allandd, Osszevetve egy 5 um atlagos szemcseatmérdju
kolonnaval, kozel egy nagysagrenddel kisebb. Az
aramlasi ellenallas tehat kevésbé szab hatart az elemzések
gyorsitasanak. Ha figyelmbe vessziik egy kolonna altal elért
tanyérszamot, retencids iddt €s a 1étrejovo nyomasesést (azaz
a permeabilitast) akkor a kolonna abszolut teljesitménye az
elvalasztasi ellenallassal (E) definialhato:

o LAp
Nn(+k)

A monolit kolonnak elméletileg nagy lehetdséget adnak
a gyors elvalasztasokra, az elvalasztasi ellendllasuk igen
kedvez6, sok esetben jobb, mint a szemcsés tolteteké.
Gyakorlatban azonban technikai problémak okozzak,
hogy az elméletinél kisebb hatékonysagot lehet veliik
elérni. Ezt, a nemrég megjelent masodik generacids
monolit toltetek részben kikiiszobolik, ahol az atfolyd
porusok egyenletességének novelésével nagyobb kinetikai
hatékonysagot tudtak elérni. A masodik generacids monolit
porozitadsa azonos az elsd generaciossal, viszont az atfolyo
porusok ¢és a falvastagsdg valamivel kisebbek, mint az
elodjénél voltak. Ennek kovetkezménye természetesen az
aramlasi ellenallas novekedése. Azonos dimenzidji masodik
generacios kolonnan — azonos térfogat aram mellett — kb.
kétszer nagyobb nyomas esik, mint egy elsd generacids
monoliton. A szilikagél alapi monolit kolonnak miianyag

(13)

hazban keriilnek forgalomba (poliéter-éter-keton), ez
behatarolja az alkalmazhaté fels6 nyomast, ami 200 bar.

Meg kell emlitentink néhany széban a szerves polimer alapt
(polimetakrilat, poliakrilamid, poli-sztirén-divinilbenzol)
monolitokat is, amelyeket elsdsorban makromolekuldk
(fehérjék, peptidek, oligonukleotidok) elvalasztasara
sikeresen alkalmaznak.”*? Elsésorban jo pH és ho-
stabilitasuk, valamint a szilanol csoportok hianyabdl eredd
- kéros masodlagos kolcsonhatasok, ioncserés hajlam
hianya miatti — kedvez6 tulajdonsagok végett terjedtek el a
fehérje analitikaban. Kereskedelmi forgalomban a Thermo
Scientific cég ProSwift név alatt megjelent kolonnai (RP-18S,
RP-2H, RP-3U és RP-10R) kaphatok.

2.4. Szemcsés teljesen porozus, héjszerkezetii és
monolit kolonnak ésszehasonlitasa

A gyakorlatban altalaban arra vagyunk kivancsiak, hogy
melyik kolonna adja a leggyorsabb vagy a legnagyobb
hatékonysagu elvalasztast. Eddig szd esett a van Deemter
tipusu (H-u) gorbékrdl, amelyek megmutatjak, hogy adott
kolonnaval milyen elméleti tanyérmagassag érhetd el, egy
adott linedris sebesség (vagy mozgdfazis térfogataram)
tartomanyban. Ezekkel a gorbékkel osszehasonlithatjuk a
kiilonb6z6 kolonnakat aszerint, hogy melyik kolonna ad
jobb tanyérszamot egy adott linearis sebességnél. Viszont
ezek a H-u gorbék nem adnak tajékoztatast arrdl, hogy egy
adott elvalasztas mennyi id6t igényel, illetve hogy mi is
az a maximalis tanyérszam vagy leggyorsabb elvalasztas,
ami megvaldsithatd az adott kolonnaval. Hogy ilyen
kovetkeztetéseket vonjunk le, figyelembe kell venniink a
kolonnak permeabilitasat, illetve mechanikai stabilitasat
(nyomasallosagat) is. Masik nehézség a H-u gorbékkel a
kiilonb6z6 morfoldgiaju toltetek dsszehasonlitasa, hiszen a
karakterisztikus tulajdonsagok eltéréek egy monolitnal, egy
teljesen pordzus vagy egy héjszerkezetli szemcsés toltetnél.

A kinetikus gorbék modszerével - a kisérletileg felvett
H-u adatokat felhasznalva - egyszerlien elvégezhetjik az
analizis id0 és tanyérszamok ,.extrapolalasat” egy adott (pl.
maximalis) nyomasértékre. Igy megtudhatjuk, hogy mi a
maximalis elérhetd tanyérszam adott analizis iddn beliil,
illetve hogy mi a legrovidebb idé egy adott tanyérszam
megvaldsitasara. Ehhez kisérletileg meg kell hataroznunk a
kolonna permeabilitasat (1asd 10. egyenlet).

Ezutan, - a mozgo6fazis viszkozitasanak ismeretében - egy
adott nyomasesésre (4P ) egyszerlien kiszamolhatjuk z,
illetve N értékét (extrapolalt) az alabbi Osszefuggéseket
alkalmazva:

AP [ K
th=—""|—% (14)
n u
AP K
N=—== —& (15)
n (uH

A kapott adatokat tobbféle képen is abrazolhatjuk.
Leggyakrabban a ¢, t/N vagy t/N° értékeket szoktuk
megjeleniteni a tanyérszam fiiggvényében. Mindharom
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érték aranyos az analizis id6vel. Tovabba, az adott
tanyérszamhoz tartozé kolonna hossz is meghatarozhato,
hiszen kisérletileg megmértiik a H értékeket és kiszamoltuk
a maximalis nyomashoz tartozd tanyérszdmot. A kettd
szorzata megadja azt a kolonna hosszat, amivel az adott
tanyérszam elérhetd. A kinetikus elmélet tovabbi részleteit
nem targyaljuk, szamos kozleményben olvashato.”* Ha a
kinetikus gorbék mddszerével 6sszehasonlitjuk a jelenlegi
leghatékonyabb kiilonb6zé morfologiaja tolteteket, érdekes
kovetkeztetéseket vonhatunk le.

A kovetkezd példaban 5 cm-es kolonndk kinetikai
tulajdonsagat hasonlitottuk &ssze, kis gyogyszer molekulak
elvalasztasara (monolit, teljesen pordzus 2 um alatti, illetve
héjszerkezetli 2,6 és 2,7 pm-es toltetek) (8. abra).>*

1E+00

+ Chromolith FastGradient
& Kinetex 2 6 um

Acquity BEH 1.7 um
1E-01 1| Ascentis Express 2.7 um
Hypersil Gold 1.9 um

1E-02 4

1E-03 4 s

1000 10000 N 100000 1000000

8. Abra. Osszehasonlito kinetikus gérbék (monolit, 1,7 és 1,9 um-es
teljesen pordzus és 2,6-2,7 um-es héjszerkezetii toltetek).

Korabban részleteztiik, hogy az adott toltet tipusokkal
milyen tanyérszamok varhatdk, illetve beszéltink a
kolonndk  permeabilitasarol  (aramlasi ellendllasardl).
Jelenleg a legjobb tanyérszamok, a legnagyobb kinetikai
hatékonysag, a 2 um alatti teljesen porozus, illetve a 2,6-
2,7 um-es héjszerkezetii toltetekkel érhet6 el. E két toltettel
nagyjabdl azonos tanyérszamokat tudunk megvaldsitani,
viszont a 2,6-2,7 um-es héjszerkezetli toltetekkel fele vagy
harmad akkora nyomason tudunk dolgozni, mint a 2 pm
alatti toltetekkel. A jelenleg kereskedelmi forgalomban
kaphaté monolitoknak rendkiviil kedvez6 a permeabilitasa,
viszont az elérhetd tanyérszamok joval elmaradnak az
elozd két szemcsés toltethez képest. Figyelembe kell
venniink a kolonnak mechanikai stabilitasat is. A szilikagél
alapu monolitoknak altaldban 200 bar, a 2,6-2,7 pm-es
héjszerkezetli tolteteknek 600-1000 bar és a 2 um alatti
teljesen porozus tolteteknek 800-1200 bar a nyomasalldsaga.
A 8. abra ezeket a tulajdonsagokat egyiittesen foglalja
Ossze. Az idbegységre jutd tanyérszamot (¢,/N) dbrazoltuk
az elvalasztashoz sziikséges tanyérszam fiiggvényében.
Az abran a kis /N, illetve az alacsony N szakasz (N<20-
30000) felel meg a gyors elvalasztasoknak (viszonylag kis
tanyérszam ¢és rovid analizis id6). Ebben a tartomanyban
(az abra bal alsé negyede) azt latjuk, hogy adott tanyérszam
(pl. N=20000) leggyorsabban a 2,6 um-es héjszerkezetii
(Kinetex) toltettel valosithatd meg. A gyakorlatban altaldban
ez a tartomany ahol dolgozni szoktunk. Kicsit elmarad ettol
a teljesen pordzus 1,7 pm-es Acquity BEH, majd a 2,7 um-
es héjszerkezetli Ascentis Express, és a teljesen porozus

1,9 um-es Hypersil Gold szinte azonosan teljesit. Végiil a
monolit kolonnaval (Chromolith) kapjuk a leghosszabb idejt
elvalasztast. Kissé eltéré rangsort kapunk a nagyfelbontasu
elvalasztasok tartomanyaban (az abra jobb oldali fele).
Példaul, ha az elvalasztas tanyérszam igénye 300000, akkor
a két teljesen porozus 2 pum alatti és a két héjszerkezetii toltet
nagyjabol azonos analizis id6t biztosit, viszont a monolit
kolonnat hasznalva lényegesen hosszabb idore van sziikség
a 300000-es tanyérszam elérésére.

A példabol jol latszik, hogy az -elvalasztas céljanak
megfelelden kell kolonnat valasztanunk. Nem mondhatjuk
ki, hogy melyik kolonna a legjobb. A héjszerkezett 2,6-2,7
um-es toltetek altalaban jol teljesitenek, alkalmazhatoak
gyors ¢s nagyfelbontasu elvalasztasokra egyarant.

A gyakorlatban a folyadékkromatografias elvalasztasok
tobbségét gradiens eluciés mddban végezziik. A gradiens
elvalasztds hatékonysagat altalaban a csucskapacitassal
jellemezziik. A csucskapacitds annak a mérészama, hogy
adott idd alatt (pl. a gradiens program ideje) hany darab
csucsot tudunk egymastdl elvalasztani egy meghatarozott
cstcsfelbontdssal (4ltaldban R=1). Szdmos 0Osszefliggés
talalhatd az irodalomban a csucskapacitas (n) leirasara, a
gyakorlatban dltalaban a gradiens id6 (7)) és a cslicsszélesség
(w) hanyadosat vessziik alapul:

t
n=1+-% (16)
W

Természetesen a cstcskapacitdas sok valtozotdl fligg.
Nagymértékben fiigg a gradiens id6tdl, a térfogataramtol,
a gradiens meredekségétol vagy a  mozgofazis
hémérsékletétol. A kovetkezd példaban szintén 5 cm-es
kolonnak hatékonysagat hasonlitottuk dssze azonos gradiens
meredekség, gradiens idd, hémérséklet és térfogataram
mellett (9. abra).

200 4
150 -

100 -

csucskapacitas

# Chromolith
OBEH 1.7um

O Hypersil Gold 1.9um

X Ascentis Express 2.7um
A Kinetex 2.6um

I

50

0 T T T T 1
5 10 15 20 25 30
gradiens idé (perc)

9. Abra. Osszehasonlito csticskapacitas gorbék (monolith, 1,7 és 1,9 um-
es teljesen pordzus és 2,6-2,7 um-es héjszerkezetii toltetek, 5 cm x 2,1 mm
kolonnak), tesztkomponensek: szteroidok.

A 9. abra szerint — az alkalmazott kisérleti koriilmények
kozott — a 2,6 pm-es héjszerkezetli Kinetex toltet
adja a legnagyobb csucskapacitast. Fél oras gradiens
programmal, az 5 cm-es kolonnaval akar 170-180 csucsot
is elvalaszthatunk egymastdl. Kicsit elmarad a két teljesen
porézus 2 um alatti és 2,7 pm-es teljesen pordzus toltet,
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bar még ezekkel is igen nagy csucskapacitas érhetd el. Az
5 cm-es monolit kolonnaval maximum 110-120 ko6zotti
csucskapacitas érhetd el, ami koriilbeliil azonos, mint egy
3-4 um-es teljesen porozus toltet hatékonysaga.

Hasonléan az izokratikus elucios modhoz, gradiens
modban is szamolhatunk elvalasztasi ellenallast vagy
kinetikus gorbéket és hasonld eredményt kapunk, mint
izokratikus modban. Jelenleg a legigéretesebbnek a
2-3 um kozotti héjszerkezetli toltetek tlinnek, hiszen
kivalo kinetikai hatékonysaguk viszonylag nagy kolonna
permeabilitassal tarsul. Nemrégiben keriiltek forgalomba
2 pm alatti héjszerkezetli toltetek, amelyek rendkivil nagy
kinetikai hatékonysagot mutatnak. Egy 5 cm-es, 1,7 um-es
héjszerkezetl toltettel akar N=17000 tanyérszam is elérhetd,
ami korabban elképzelhetetlen volt.

A kovetkezd abran (10. abra) gyors gradiens elvalasztasokra
mutatunk be példat. Korszeri 5 cm-es kolonnakkal
14 szteroidot valasztottunk el, minddssze 2,5 perc
alatt.’> A gyogyszeriparban kiilonésen nagy jelentdsége
van az elvélasztdsok gyorsitdsdnak, hiszen mind a
madszerfejlesztési- mind pedig a rutin vizsgalatok ideje
drasztikusan csokkenthet6. Hagyomanyos késziilékeken,
15-25 cm-es kolonaval (3-5 pm-es toltet) egy hasonlo
mindségli elvalasztas koriilbeliill 8-15 percet igényelne.
Korszerii 5 cm x 2,1 mm-es kolonnak alkalmazasaval a
modszerfejlesztési id6 koriilbeliil harmadara-negyedére
csokkenthet6 a hagyomanyos kolonnakhoz képest.
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10. Abra. Szteroidok elvalasztdsa 5 cm x 2,1 mm kolonnékon (3 perc

gradiens program, 0,8 mL/perc térfogataram).’® Kolonnak: Héjszerkezetii

Kinetex 2,6 um, Poroshell 2,7 pm, Ascentis Express 2,7 um és teljesen

porézus Waters BEH 1,7 pm.

2.5. Nagyhomérsékletii elvalasztasok

Folyadékkromatografias elvalasztasok sebessége
gyorsithatd a mozgofazis homérsékletének emelésével is.
A homérséklet emelésével ugyanis csokken a mozgofazis
viszkozitasa és gyorsul az anyagataddas (nd a diffuzids
allandd). A H-u gorbék optimuma a nagyobb linedris
sebességek iranyaba tolodik el és felszallo aguk (C tagra

jellemz6 tartomany) meredeksége csokken. Ez koénnyen
belathatd a 6. egyenletbdl, hiszen a linearis sebesség
optimuma a diffuzios allanddé négyzetgyokével aranyos.
A csokkent viszkozitas miatt a nyomasesés is kisebb lesz,
tehat a linearis sebességet tudjuk fokozni anélkiil, hogy nagy
nyomas teljesitményre volna sziikség. Elméletileg tehat
nagyon igéretes a mozgofazis homérsékletének emelése.
Természetesen a homérséklet elényds hatasat mar nagyon
koran felismerték és 1969-ben a technikat HTLC-nek
(High Temperature Liquid Chromatography) nevezték
el. Antia és Horvath kiilondsen nagy eldnyodket tapasztalt
makromolekuldk elvalasztasakor.3® Késébb, 1995-ben Chen
¢s Horvath fehérjéket valasztott el 120 °C-os mozgofazis
hémérsékletet alkalmazva, az elvalasztds mindossze
10 maésodperces volt!*” Akkoriban ez megddbbentette a
kromatografias vilagot, senki nem gondolta, hogy fehérjéket
lehet ilyen magas homérsékleten vizsgalni. Azdta viszont a
70-90 °C-os mozgofazis homérséklet teljesen rutinszert lett
a fehérjék forditott fazisu elvalasztasaiban. Makromolekulak
anyagatadasi tulajdonsagai nagymértékben javithatok a
diffuzids tulajdonsagok fokozasaval. A molekulak diffuzios
allanddjat pedig elsdsorban a hdmérséklet szabja meg.

A HTLC-s modszerek egyik kritikus eleme, a mozgofazis
megfeleld elémelegitése (pre-heating). Ennek mar 60
°C felett is dontd jelentOsége lehet.’® NagyhOmérsékletii
folyadékkromatografidban a csticsalak nagymértékben fligg
az elofiitott mozgodfazis tomegétdl (pre-heater térfogattol)
az adagolt térfogattdl és a mintaoldat oldoszerét6l.>* Azok a
késziilékek, amelyek csak az oszlopteret fiitik, altalaban nem
hasznalhatoak 60 °C feletti elvalasztasokhoz. A 11. abran
szemléltetjilk a mozgofazis elofiités szerepét. A kolonna utan
viszont a mozgdfazis lehiilésére van sziikség, hogy a karos
detektorzajokat csokkentsiik.** A detektor cella termosztalasa
nélktlozhetetlen, illetve megfeleld hossziisagt 6sszekotd
vezetékre van sziikség a kolonna kimenet és detektor cella
kozott, hogy a lehiilés megtorténhessen. Ez természetesen
noveli a kolonnan kiviili térfogatokat.

(a)
70°C

7 $ 48 1 70 °C
10 CG) : 70°C 31 j0°C ) =

(b)

i e s 70
to4scl B5°CE  T0°C

e L™

11. Abra. Csucsszélesedés a nagyhémérsékletii folyadékkromatografiaban
mozgofazis eloflitést alkalmazva (a) és csak a kolonna teret fiitve (b).

A nagyhomérsékletii elvalasztasok nem nagyon terjedtek
el a gyakorlatban, persze van néhany specialis teriilet ahol
jol alkalmazhatok. Ennek két f6 oka van, 1) kevés ho-
stabil all6fazis kaphatd kereskedelmi forgalomban, illetve
2) a nem hé-stabil komponensek lehetséges kolonnan
létrejovo termikus bomlasa. Allofazis oldalrdl, elsdsorban
a cirkonium-oxid alapt toltetek ugyan igéretesek,*** de
a retencids tulajdonsagok lényegesen eltérnek a szilikagél
alapu toltetekhez képest, ezért a gydgyszeripar még ,,nem
fogadta el” ezt a tipust allofazist. Néhany szerves polimer és
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grafit alapu alléfazis is igen jo hostabilitasi tulajdonsagokat
mutat, akar 150-200 °C-ig is alkalmazhatdak.*

Jelenleg a homérséklet adta lehetdségeket elsdsorban az
elvalasztds  szelektivitasanak — modositasara/hangolasara
hasznaljuk, nem pedig a mddszerck gyorsitasara. Ebbol
a célbol a mozgofazis homérsékletet altalaban 30-60 °C
kozott szoktuk valtoztatni. A komponens visszatartasa a
hémérséklettel a kovetkezd altalanos dsszefiiggéssel irhatd
le (van’t Hoff egyenlet):

AH AS
nk=-""4+2241In 17
n 27 R B (17)

ahol AH a standard entalpia valtozas, R az egyetemes
gazallandod, T'az abszolut hdmérséklet, 45 a standard entropia
valtozas, f pedig a fazisarany. A hémérscklet emelésével a
visszatartas altaldban csokken. Ha konformadciés valtozas
kovetkezik be a hdmérséklet-valtoztatassal — féleg peptidek
vagy fehérjék vizsgalatakor — akkor bizonyos esetekben
a visszatartdas novekedhet, ahogy emeljiik a mozgofazis
hémérsékletét (pl. Insulin).

A mérsékelten nagyhomérsékletnek (60-90 °C) igen
nagy jelent6sége lehet az UHPLC ¢és HTLC technikak
kombinalasakor. A kis szemcsés toltetek alkalmazasa
megemelt homérsékleten nagyon igéretes lehet, hiszen a
viszkozitast csokkentjik, azaz nagyobb térfogatdrammal
is tudunk dolgozni. Szerencsés esetben a szelektivitas is
kedvezéen alakulhat a magasabb hémérsékleten, ekkor
jelentésen lefaraghatunk az elvélasztas idejébol. Erre mutat
egy példat a 12. abra.*
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12. Abra. kismolekulds gyogyszerhatoanyagok elvélasztisa 1.7 pm-es
tolteten 30, illetve 90 °C-on.

3. Elvarasok egy gyors kromatografias mérésekre
alkalmas késziilékkel szemben

Az el6z6 fejezetben az elméleti lehetdséget vizsgaltuk meg,
hogy hogyan novelheté az elemzés gyorsasaga. Ebben
a részben azt vizsgaljuk, hogy miiszer oldalrol nézve
milyen kovetelmények vannak a kiilonb6zd lehetdségek
megvalodsitasara.  Ennek  megitéléséhez  abbdl  kell
kiindulnunk, hogy a kromatogramon mért zénaszélesedés az
két f6 részbol tevddik ossze, az egyik a kolonna megszabta,
a masik a kolonnan kiviili zénaszélesitd hatasok. Ezért a
kromatogramon mért zdnaszélesedés (variancia) tehat a
kolonnan és azon kiviili hatasokbol tevodik dssze:

2 2 2

cstctal - Gec + csool (18)
ahol a 6®  ésa o’ _jelentik a kolonnan és a kolonnan kiviili
zonaszélesedést.

Az adagoloban és az Osszekotd vezetékekben azért van
zonaszélesedés, mert az aramlas lamindris és a sebességi
profil parabolikus, tovabba az egyes rétegek kozotti keveredés
elhanyagolhato. Igy a molekulak, melyek a csé faldhoz
kozelebb vannak korilbeliil fele sebességgel haladnak, mint
a kozépso rétegben 1évok. Ez az daramlasi csticsdiszperzid. A
detektorban ehhez jarul az aramlési sebesség valtozasa is, és
ha az elektronika lasst, akkor pedig un. alul mintavételezett
jelet kapunk és nem megfelelé szamu pontbdl épiil fel a
kromatografidas cstics. Megallapodas szerint az oszlopon
kiviili zonaszélesedés 6sszege nem lehet nagyobb, mint a
kolonnan mért csucsszélesedés tizede.

c2<0lc}, (19)

A csucsszélesedést (varianciat) térfogat-négyzet vagy
idé-négyzet dimenziokkal tudjuk kifejezni. Minél kisebb
a kolonna térfogata annal kisebb az elualodd csucs
varianciaja. Tehat minél kisebb a kolonna térfogat és minél
jobb a kolonna hatékonyaga, ugy valik egyre kritikusabba
az oszlopon kiviili csucsszélesité hatds. Bevezethetjiik a
latszolagos tanyérszam (Napp) fogalmat, ami felirhato a
kolonna 4ltal teljesitett sajat tanyérszam (N, ) és az oszlopon
1étrejova illetve azon kiviili varianciak viszonyaval:

1
Napp = Nco.i (20)
e
9 ;7! +C ezc
Az un. megmaradé kolonna hatékonysag (£) egyszeriien
felirhato a kovetkezé modon:

UC
E, =100-—- 1)

G total

Akovetkezo példaban 3 darab 5 cm-es kis atméroji (2 illetve
2,1 mm) korszeri kolonndk megmaradd hatékonysagat
mutatjuk be az oszlopon kiviili variancia fiiggvényében.®
A 13. abrardl jol latszik, hogy ilyen kolonna dimenziokhoz,
a késziilék oldalrol 1-2 pl? variancia engedheté meg.
Hagyoményos HPLC készulékek oszlopon kiviili csucs
variancidja altaldban o, =40-200 uL* kozé esik, mig az
UHPLC késziilékek 4ltalaban 0’,=4-9 ul’~tel jarulnak
hozza a kromatografids csucs szélesedéséhez. Azok a
késziilékek, amelyeket a gyartok mind a hagyomanyos
HPLC-s, mind pedig az UHPLC-s elvalasztasokhoz
javasolnak (un. hibrid késziilékek) altaldban o’ =10-40
puL?—tel jarulnak hozza a cstcs szélesedéséhez.® A tavaly
megjelent legtijabb fejlesztésti UHPLC késziilék (Waters
UPLC I-Class) oszlopon kiviili variancidja, a mérés
koriilményeitdl fiiggden o°, =0,5-4 pl* kozé esik. Tehat
a legkorszeribb UHPLC késziilékeket alkalmazva is
jelentds hatékonysagot veszthetlink, nem tudjuk kihasznalni
a jelenlegi kolonna technologia valodi lehet6ségeit. Jo
kompromisszumnak tiinik a 3 mm-es atmérdji kolonnak
hasznalata. Persze ekkor az analizis id6 rovasara tudjuk csak
a hatékonysagot fokozni.
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100 -
A Kinetex 1.7 pm, 5cm x 2.1 mm

B Acquity BEH 1.7 pm, 5cm x 2.1 mm
C Chromolith 5¢m x 2.0 mm
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13. Abra. Kis méretii korszerii kolonndk megmaradé hatékonysaga az
oszlopon kiviili zonaszélesedés (variancia) fiiggvényében.

Osszességében  megallapithatjuk, hogy jelenleg a
kolonnatechnologia elhaladt a késziilék fejlesztések
mellett, és elsdsorban 1j, még kisebb oszlopon kiviili
térfogatokkal rendelkezd késziilékek fejlesztése a cél annak
érdekében, hogy a meglevo kolonnakat megfeleléen tudjuk
tizemeltetni.

4. Osszefoglalas

A cikk a jelenlegi leghatékonyabb kolonnak lehetdségeit és
a gyors folyadékkromatografia fejlesztési iranyait foglalja
Ossze. A kolonna térfogat csokkentése, a mozgofazis
sebességének novelése €s a kinetikai hatékonysag fokozasa
szamos lehetdséget kindl az elvalasztasok gyorsitasara.
Emellett a kolonna permeabilitas novelése és a késziilékek
nyomas teljesitményének  tovabbi fokozdsa mind
hozzajarulhatnak az elemzési idok jelentds csokkentéschez.
A jelenkori kolonna-technolégia forradalmdban négy
technika vetélkedik folyamatosan egymassal. Nevezetesen
az 1) egyre kisebb szemcséjui teljesen pordzus toltetek,
2) héjszerkezetli toltetek, 3) monolit kolonndk és a 4)
nagyhémérsékletii elvalasztasok. Legsikeresebbnek az 1,7-
2 um-es teljesen pordzus és a 2,6-2,7 pm-es héjszerkezetii
téltetek bizonyulnak. Az 5 cm hossz, 2,1 mm belsé
atmérdjl kolonnakkal az elemzési id6 ma 1-5 perc kozé esik,
mikozben akar 17000 tanyérszam is elérheto.

Ma, az UHPLC késziilékek segitségével akar 1000-1300 bar
nyomason is dolgozhatunk. Azonban, ezeknek a rendkiviil
hatékony kolonndknak a valddi teljesitménye (felbonto
ereje) mégsem hasznalhato ki, mert a késztilékek oszlopon
kivili térfogatai nagyban lerontjak a kolonna latszélagos
hatékonysagat. Jelenleg a kolonnatechnoldgia elhaladt a
késziilék fejlesztések mellett, és elsdsorban 1), még kisebb
oszlopon kiviili térfogatokkal rendelkezd késziilékek
fejlesztése a cél annak érdekében, hogy a meglevd
kolonnakat megfelelden tudjuk tizemeltetni.
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This paper presents the possibilities of recent very efficient
columns in fast liquid chromatographic separations. Decreasing
the column dimensions, increasing the mobile phase velocity and
the kinetic efficiency are the obvious ways of speeding up the
separations. However, improving the column permeability and the
pressure capability of liquid chromatographic instrumentations,
are also of interest. The current rivalling approaches are the use
of 1) very fine porous particles, 2) superficially porous particles,
3) monolithic columns and 4) elevated temperature. Among the
fast liquid chromatographic techniques, sub-2 um and core-shell
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particles are the most popular and widespread ones today. Using
5 cm long, narrow bore very efficient columns enables to cut the
analysis time into 1-5 minute interval.

The introduction of current UHPLC instrumentations now allows
working at 1000-1300 bar. Extra-column band spreading also
affects the measured performance (apparent plate number) of very
efficient columns, especially for short columns with an internal
diameter smaller than the classical standard of 4.6 mm. Today it
is not possible to utilize the potential of these very efficient small
columns.
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