Inverz modszerek kidolgozasa a molekularis kélcsonhatasok vizsgalatara
folyadékkromatografiaban

az OTKA 48887 szamu kutatas szakmai zardjelentése

A kromatografias elvalasztasok soran lejatszodo folyamatok megértéséhez alapvetd
fontossagu a kromatografias oszlopban lejatszodo fizikai-kémiai folyamatok feltarasa, hiszen
azok alapvetden befolyasoljak a csucsok aszimmetridjat és szélesedését, ¢s igy az elvalasztas
hatékonysagat, alkalmazhatdsagat. Preparativ kromatografidban pedig az optimalis
elvalasztasi koriilmények, az oszlop terhelhetdsége alapvetden a kolcsonhatasok jellegétol, az
adszorpcids (vagy megoszlasos) izoterma alakjatol fiigg.

A kromatografias allofazis és az oszlopra juttatott minta molekuléi kozotti kdlcsonhatast, a
megkotddési mechanizmust a leggyakrabban az oszlop tulterhelésével, a nemlinearis
izotermak meghatarozasaval jellemzik. A legpontosabb és legnépszeriibb kromatografias
izoterma-meghatarozasi eljaras a frontadlis elemzés, amely soran az oszlopra folyamatosan,
egyre novekvo koncentracioban, a koncentraciot 1épcsdszerii ugrasokkal ndvelve pumpéljuk a
mintat. Az igy nyert attorési gorbékhez rendelhetd id6k alapjan hatdrozhatjuk az allofazisban
megkotott minta mennyiségét, és abbol a nemlinearis izotermat. A frontalis elemzés hatranya,
hogy vegyszer- és idéigényes miivelet.

Az elmult években sikeresen alkalmaztunk egy 1j izoterma meghatdrozéasi modszert, amely
inverz modszer néven ismert. Ez az eljarés tiszta anyagok izotermajanak meghatarozasara
mar masfél évtizede ismert, elegyadszorpcid soran a versengd izotermak meghatdrozéasara
azonban nem sikeriilt alkalmazni. Az inverz modszer alkalmazasaval a frontalis elemzéshez
viszonyitva jelentds a vegyszer- (minta €s eluens), a koltség- és az iddmegtakaritas.

A kromatografias allofazisok sok esetben nagyon kis mennyiségben tartalmaznak erds
kotohelyeket. Ezek jellemzése az oszlop tulterhelésével bonyolult (sok esetben lehetetlen)
feladat, mivel a kismennyiségii adszorpcids gocokat a terheléssel nagyon hamar telitjiik, és
azok hatésa csak nagyon kis koncentraciok mellett valik nyilvanvalova. Igy, ezekben az
esetekben célszeriibb linedris (analitikai) kromatografiaval, megfeleld retencios modellt
felhasznalva jellemezni a retencios mechanizmust, illetve az allofazison jelenlévo kotéhelyek
tipusat, mennyiségét.

A kromatografia sztochasztikus modellje, amely molekuléris szinten modellezi a
kromatogréfids folyamatot, jol alkalmazhato az elvalasztasi folyamat jellemzésére homogén
¢s heterogén feliileteken egyarant.

A kromatografia sztochasztikus modelljét Giddings és Eyring dolgozta ki 1954-ben, és azt
¢évtizedek ota alkalmazzak a kromatografias csticsok leirdsara, modellezésére. A heterogén



megkotddési folyamatok miatt a kordbban kidolgozott modellek rendkiviil bonyolultak,
kezelhetetlenek voltak.

A jelen palyazat tiamogatasanak segitségével a sztochasztikus modellt olyan elvalasztasok
modellezésére is felhasznaltuk, amelyeknél az al16fazis heterogenitdsa miatt torzult
csticsalakok figyelhet6k meg. Forditottfazist folyadékkromatografidban az ionos vegyiiletek
nem csak az apolaris, kémiailag kotott funkcids csoportokkal, hanem a kis mennyiségben
jelen 1évé szilanol csoportokkal is kdlesonhatasba 1épnek, mégpedig az utobbi kdlcsonhatés
energidja nagyobb, kinetikai 4llandoja kisebb. Az 4llofazis ilyen jellegli heterogenitasa miatt
a bazikus vegyiiletek csticsai szélesek, elhuzdédnak. Célunk az volt, hogy kiilonb6zé Cig-as
allofazisokra meghatarozzuk a bazikus anyagokkal kdlcsonhatasba 1ép6 szilanolcsoportok
relativ mennyiségét, a megkotddési energidkat, kinetikai allanddkat. A szilanolaktivitas pH-
¢s homérsékletfiiggése az elvalasztasok optimalizalasa, a retencids folyamat megértése
szempontjabol fontos informacid, amelyhez csucsalak-elemzés fontos adalékot nyujt.

Giddings ¢és Eyring az 1950-es évek kozepén megalkotta a kromatografia un. molekularis
dinamikus modelljét. Elméletiikben korszakalkotd tjdonsagnak tekinthetd az a felfogas, hogy
a valoszinliségszamitas eszkozeivel, differencialegyenletek alkalmazasa nélkiil alkottdk meg
a kromatografia folyamatanak — a kromatogramok kialakuldsanak — modelljét. A modell
alkalmazaséaval az elvalasztas, a molekuldk vandorladsanak folyamata, a sdvok szélesedése, a
cstucsfelbontés kialakuldsa rendkiviil egyszerien magyarazhato és érzékeltethetd. Abban az
iddben a kromatografia tanyérelmélete, a differencialis tomegmérleg-egyenleteken alapulod
kinetikai és egyensulyi modellek mar jol ismertek és elterjedtek voltak.

Folyadékkromatografidban, kiilondsképpen azokban az esetekben, amikor porozus tolteteket
hasznalunk, a molekularis folyamat sokkal bonyolultabb, mint az eredeti modellben szerepld
adszorpcido—deszorpcio 1épések véletlen sorozata. Ennélfogva az igy kapott atlagos
tartozkodasi idok az allofazisban és a mozgotazisban nem adszorpciods és deszorpcios
iddallandok, hanem anyagatadasi idéallandok. Jol ismert, hogy porozus allofazisokban a
poérusokat nem aramlo, hanem stagndlo folyadékfazis tolti ki. A pdrusokban a stagnald
folyadékfazisban és az allofazis feliiletén egyidejli diffuzio jatszodik le. A molekuldknak az
aramlo és a stagnalo folyadékfazis kozott is at kell 1épniiik, amikor belépnek a porusokba. Igy
a molekularis dinamikus modell paraméterei olyan 0sszevont anyagatadasi allandok, amelyek
mindezen részfolyamatok hatasat tartalmazzak.

Alkil-benzolok retencigjat forditott fazisu folyadékkromatografidban tanulmanyozva
megallapitottuk, hogy egy 15 cm hosszl oszlopon a megktddések atlagos szama 13 ezer €s
molekuldk atlagos tart6zkodasi ideje a mozgodfazisban 3 és 5 ms kozott van. Az alléfazison
toltott tartozkodasi id6 (egyetlen 1épésre vonatkoztatva) viszont egyértelmiien fiigg a retencid
erdsségétol, és a varakozasoknak megfelelden bizonyitja, hogy a retencio és a szelektivitas az
allotazison lejatsz6do folyamatok kovetkezménye. Mig toluolra 7 = 8 ms a tipikus



tartdzkodasi id6, pentil-benzolra mar z, = 47 ms értéket kapunk. Kénnyen kiszamolhatjuk,
hogy egy 3,9x150 mm méretii oszlopban kb. 18 millidrd 5 pm atmérdjii toltet részecske van.
Ha ezt 6sszevetjiik a megkotddések szamaval, azt latjuk, hogy egy molekula az allofazisnak
csak kis toredékét latja a vandorldsa sordn: nagyjabol minden egymilliomodik részecskén
ko6tédik meg. Ugyanakkor, ha a hagyomanyos 1 cm’/perc aramlasi sebességet tekintjiik, azt
kapjuk, hogy a 7, = 3—5 ms id¢6 alatt — amit a molekuladk atlagosan a mozgéfazisban toltenek
—a mozgofazis 7-12 um tavolsdgot tesz meg. Ez a tavolsag a részecskék atmérdjének
masfél-kétszerese. Ha figyelembe vessziik azt, hogy a tartozkodasi idok eloszlasa
exponencialis, arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy a megkdtddési 1épések mintegy felében a
molekula visszatér ahhoz az 4llofazis részecskéhez, amelyet éppen elhagyott, a 1épések masik
felében pedig Gjabb részecskéken kotddik meg.

Fenol retencidjat tanulmanyozva arra a megallapitasra jutottunk, hogy a vizben gazdag
mozgofazis esetén megfigyelhetd aszimmetrikus csticsalak jol leirhatd két rendkiviil
kiilonbozo erdsségli megkotddés ereddjeként. Azt tapasztaltuk, hogy a két kotdhely kozotti
energiakiilonbség mintegy 11 kJ/mol. A két kotdhely jellege, relativ szerepiik a teljes
retencidban jo egyezést mutat az oszlop tulterhelése mellett — egyenstlyi izotermak
meghatarozasaval — kapott informacidval [A. Felinger: Determination of rate constants for
heterogeneous mass transfer kinetics in liquid chromatography, J. Chromatogr. A 1126
(2006) 120-128, 2006)]

Az allofazis heterogenitasara altalaban a feliileti szilanolcsoportok hatdsa a kézenfekvo
magyarazat. Nem bazikus molekuldk (mint pl. a fenol) esetében a heterogenitas
magyarazhat6 azzal, hogy a feliilet bizonyos részein a hidroféb ligandumok szabalyosan
helyezkednek el, a feliilet mas helyein pedig rendezetlen szerkezetet vesznek fel. Mas
feltételezések szerint a nagyszdmu alacsony energidju kotéhely a hidrofob allofazis és a
mozg6fazis kozotti megoszlasi egyenstlynak felel meg. Az ilyen jellegli megkdtddéseknél a
fenol molekuldk behatolnak az apolaris hidrofob ligandumok kozé és a megkotddés
mechanizmusa a két fazis kozotti megoszlasi jelenségen alapul. A kisebb szamu erds
megkotddés viszont azzal magyarazhatd, hogy a molekuldk bizonyos esetekben nem hatolnak
be az apolaris ligandumok k6z¢, hanem azok csticsan, a fazisok hatarfeliiletén
adszorbedlodnak. [I. Bacskay, A. Felinger: Macroscopic and microscopic analysis of mass
transfer in reversed phase liquid chromatography, J. Chromatogr. A, 1216, 1253-1262,
2009]

Ionkromatografiaban a fentiekhez hasonlé vizsgélatok alapjan megéallapithatd, hogy anionok
9 um szemcseatmérdjli divinil-benzol alapti ioncseréld gyantan torténd elvalasztasa soran a
megkotddések szama 10 ezer és 25 ezer kdzott valtozik 4x250 mm oszlopban. A
megkotddések szama csokken a pH novelésével. Az atlagos megkotddési id6 valamivel
nagyobb, mint forditott fazisu folyadékkromatografidban: 10 és 100 ms kozott van egyértékii
anionokra, illetve 55 és 400 ms kozott van tobbértékli anionokra. Ez a kiilonbség annak
tulajdonithatd, hogy az ioncsere folyamatra nagyobb a megkotddés energidja, mint forditott



fazist kromatografidban. [K. Horvath, M. Olajos, A. Felinger, P. Hajos: Retention
Controlling and Peak Shape Simulation in Anion Chromatography Using Multiple
Equilibrium Model and Stochastic Theory, J. Chromatogr. A, 1189, 42-51, 2008]

A macrociklusos antibiotikum-alapu kiralis allofazisok egyre népszeriibbek aminosavak és
aminosav-szarmazékok kiralis elvalasztasara. D- és L-triptofan, illetve metionin
megkotddését tanulmanyoztuk az adszorpciods izotermak kimérése, illetve a sztochasztikus
modellezés alapjan. Azt tapasztaltuk, hogy az oszlop tulterhelése utan jelentds ideig
érvényesiil egy ,,memoria-hatds”, amely mindkét enantiomer retencidjat megnoveli. A
csticsalakok vizsgélata alapjan megallapitottuk, hogy a D- és az L-enantiomer is legalabb két
kiilonboz6 enantioszelektiv gocon kotddik meg. [M. Bechtold, A. Felinger, M. Held, S.
Panke: Adsorption behavior of a teicoplanin-aglycone bonded stationary phase under harsh
overload conditions, J. Chromatogr. A, 1154, 277-286, 2007]

Meéretszerinti kizarasos kromatografidban alkalmazva a molekuléris dinamikus modellt,
figyelembe tudjuk venni azt, hogy milyen valosziniiséggel tud egy nagyméretli polimer
molekula belépni az alléfazis pérusaiba, illetve a molekula és a porus méretétdl hogyan fiigg
a molekula tartézkodasi ideje a porusban [6]. Ennek a jelenségnek a vizsgalata azért is fontos,
mivel kevés adat all rendelkezésre arrdl, hogy porusokban a sztérikusan gétolt diffuzio idejét
hogyan befolydsolja a molekulak és a porusok relativ mérete. A molekuléris dinamikus
modell alkalmazéasaval — polimer standardok sorozatanak kromatogramjait vizsgalva —
megallapitottuk, hogy a gélkromatografia szelektivitasa altalaban a porusokba torténd
belépéseknek a molekulaméret-fliggdségébdl szarmazik. Csak a porusok atmérdjéhez
hasonl6 méretii polimer molekulak esetében van szerepe a porusokban lejatszodod
folyamatnak az elvélasztas szelektivitasanak létrejottében. [A. Felinger: Molecular dynamic
theories in chromatography, J. Chromatogr. A, 1184, 2041, 2008]

A folyadékkromatografidban megtfigyelt retencié mértékét nagymértékben befolyésolja a szerves
oldoszerek adszorpceidja. Kiilonbozd, a kereskedelmi forgalomban kaphato forditott fazist toltetek
adszorpcids tulajdonsagait jellemeztiik a szerves oldoszerek (metanol, acetonitril) tobbletizotermai
alapjan. Megallapitottuk, hogy az acetonitril adszorpcidja tobbrétegili. [B. Buszewski, S. Bocian, A.
Felinger: Excess isotherms as a new way for characterization of the columns for reversed-phase
liquid chromatography, J. Chromatogr. A, 1191, 72-77, 2008]

A tobbletizotermak az all6fazisok megkiilonboztetésére és osztalyozasara is alkalmasak. A
feliileti szilanol-csoportok jelenléte a és hozzaférhetdsége a viz adszorpcid kdvetkeztében
megjelend ,,negativ tobblettel” bizonyithatd. [Sz. Bocian, A. Felinger, B. Buszewski:
Comparison of Solvent Adsorption on Chemically Bonded Stationary Phases in Reversed
Phase Liquid Chromatography, Chromatographia, 68, S19-S26, 2008]

Polaris funkcios csoportokat is tartalmaz6 forditott fazisu toltetek esetén a polaris ligandum
nagymértékben meghatarozza a szerves oldoszerek adszorpcidjat. Az olddszer adszorpceidja fiigg a



ligandum méretétdl és polaritasatol. A polaris csoportok az allofazist heterogénné teszik, és ez
komoly hatassal van a kromatogramokban megfigyelt csticsok alakjéra és szélességére. [Sz. Bocian,
P. Vajda, A. Felinger, B. Buszewski: Solvent excess adsorption on the stationary phases for
reversed-phase liquid chromatography with polar functional groups, J. Chromatogr. A, 1204 35-41,
2008]

Frontalis elemzéssel meghataroztuk a fenol adszorpcios izotermajat egy j tipusu C30-as
forditott fazist folyadékkromatografias allofazison, illetve megkerestiik a legjobban
illeszkedd izoterma modellt. Annak eldontésére, hogy milyen jellegli a megk&todés
heterogenitésa, kiszdmitottuk az adott kisérleti rendszerre jellemz6 affinitasi energia-
eloszlasat. Ezt egy numerikus médszerrel, a varhatoérték-maximalizalassal hataroztuk meg,
amelyet egyre kiterjedtebben alkalmaznak heterogén adszorpcios feliiletek jellemzésére.

A vizsgalt izoterma modellek koziil a bi-Langmuir—modell a legmegfelelébb arra, hogy
leirjuk a fenol adszorpcigjat Cso-as allofazison, metanol—viz rendszerben. A Fisher—teszt
segitségével kizarhattuk a Langmuir—modellt, de a harom heterogén adszorpcids felszint leird
modell kdz6tt nem tudtunk szignifikans kiilonbséget tenni. Az affinitasi energia-eloszlas
meghatdrozasa utan valt egyértelmiivé, hogy az adott kisérleti rendszerben a fenol
adszorpcidjat a legjobban a bi-Langmuir—modell irja le. [Vajda P., Felinger A.: Adszorpcios
izotermadk és adszorpcios energiaeloszlasok meghatarozasa folyadékkromatogrdfiaban,
Magyar Kémiai Folyéirat, 113(1), 31-35, 2007]

Osszefoglalas

Elsdsorban a forditott fazist folyadékkromatografia teriiletén tanulméanyoztuk kiilonb6z6 vegyiiletek
megkotddésének retencids mechanizmusat, illetve kinetikéjat, de vizsgalatainkat kiterjesztettiik az
ioncsere-kromatografia, a kiralis elvalasztdsok és a méretszerinti kromatografia teriiletére is.
Numerikus eljarast dolgoztunk ki, amellyel a csucsok alakjabol a retencids tulajdonsagok
meghatarozhatok. A kromatografia sztochasztikus modelljének alkalmazhatosagat bizonyitottuk
ezeken a teriileteken. Osszehasonlitottuk a mikroszkopikus és makroszkopikus modellek
alkalmazhatdsagat. Egyensulyi izotermdk, illetve oldoszerelegyek tobbletizotermainak mérésével
jellemeztiik a metanol és acetonitril adszorpcidjat nagyszamu alléfazison, €s igy a molekuldris
kolesonhatasokat forditott fazist folyadékkromatografiaban.
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