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Az ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografia hatarai
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Bevezetés

Az analitikai vizsgalatok, igy a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC), egyik kulcsfontossagu
kérdése, az elemzés iddsziikséglete. Az elemzési idd
tulajdonképpen a mintaelokészitésre, a HPLC-s mérésre és
az eredmény kiértékelésére szant Osszes iddsziikséglet. A
gyors folyadékkromatografias technikdk megjelenése elott
az esetek dontd tobbségében a HPLC mérés id6sziikséglete
volt a legnagyobb, tehat ez volt az elemzés sebesség-
meghatarozo 1épése. Ez kiilondsen igaz a gydgyszeriparra,
ahol egy szennyezésprofil vizsgalat soran a hatéanyag
mellett  kiilonb6zé  kromatografias  tulajdonsaggal
rendelkezd szennyezdket kell mindségileg azonositani €s
mennyiségileg meghatarozni. A feladatot tovabb bonyolitja,
hogy a hatdéanyag és szennyezok mennyiségében 4-5
nagysagrendnyi kiilonbség lehet. Egy bonyolultabb elemzés,
gyors folyadékkromatografias technikdak alkalmazasa
nélkiil, akar 1-2 orat is igénybe vehet. Ezzel szemben a
mintael6készités legtobbszor csupan egy beoldasi 1épésbol
¢és egy mechanikai tisztitasbol (szlirés, centrifugalas) all, a
mérési adatok kiértékelésére pedig specialis szoftverek
allnak rendelkezésre. A gyors folyadékkromatografias
technikak megjelenésével, ugyanazon feladatnak a mérési
ideje néhany percre csokkenthets! 2, vagyis méar nem a
HPLC mérés veszi igénybe a legtobb id6t az elemzés soran.
A gyors folyadékkromatografia megvalositasi lehetdségeirdl
szamos szakcikk™® és 6sszefoglald munka®-1 sziiletett. Ezek
koziil szeretnénk kiemelni az utdébbi években, a témaban
magyar nyelven megjelent publikacidkat, melyek a Magyar
Kémiai Folyéirat hasabjain'!: 12 és konyv/kényviejezet!313
forméajaban jelentek meg.

Ebben az 6sszefoglalasban a gyors folyadékkromatografia
egyik megvaldsitasi lehetésége, az ultranagy-hatékonysagu
folyadékkromatografia (UHPLC) alkalmazhatosaganak
korlatait szeretnénk bemutatni a mindennapi felhasznalok
szamara.

1. Az UHPLC technolégia

Mielott az UHPLC technika korlatairdl beszélnénk, érdemes
roviden Osszefoglalni, mit is jelent pontosan ez. Halasz
Istvan és munkatarsai elsdk kozott mutattdk meg, hogy
elméletileg a folyadékkromatografiaban az elvalasztas annal
gyorsabb lehet, minél kisebb az allofazis (toltet)
szemcseatmérdje'®. Arra is felhivtak a figyelmet, hogy az
elvalasztds varhaté idejének a késziilékek maximalis
mitkodtetési nyomasa szab hatart. 2004 mérfoldké volt a
folyadékkromatografia torténetében, amikor a Waters cég
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forgalomba hozta az els6 ~1000 bar nyomason
mikddtethetd, kis kolonnan kiviili térfogattal (rendszer-
térfogat) rendelkezé folyadékkromatogréafias rendszerét® 4.
A rendszer az UPLC™ nevet kapta, amely az Ultra
Performance Liquid Chromatograph betiiszava. Az
elkovetkezd években a legtobb késziilékgyartd szintén
forgalomba hozta sajat hasonld rendszerét. A szakirodalom
Osszefoglaldo  néven  ultranagy-hatékonysagu/nyomasu
kromatografianak (Ultra-High Performance/Pressure Liquid
Chromatography, UHPLC) nevezte el ezt a technikat.

Az UHPLC késziiléekekkel 1000 bar vagy afeletti (1200 —
1500 bar) nyomasesést érhetiink el, ami lehetové teszia 2 pm
alatti szemcseatmérdjii toltetes kolonnak hasznalatat.
Tovabba kis rendszertérfogatuk miatt pedig lehetdség van az
allofazis méretének jelentds csokkentésére, Iényeges
hatékonysagvesztés nélkiil.

A hatékonysagvesztést a folyadékkromatografidban a
zonaszélesedéssel tudjuk jellemezni, mely fbleg a
mozgofazis sebességétdl, a komponens mozgo- és
allofazisban mért diffuzios egylitthatdjatol, visszatartasatol,
illetve a szemcseatmérotdl (allofazis morfologiajatol)
fiigg'”. Amennyiben szemléltetni akarjuk a szemcseatmérd
és a diffuziés tulajdonsdgok hatasat az elvalasztas
hatékonysagara, akkor a van Deemter egyenlet kovetkezd
egyszerlisitett forméjat irhatjuk fel'®:
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H=A-d,,+f1(k>%+f2(k> (1)

Az dsszefliggesben d, a toltet szemeseatmérdt jelenti, Dy, pedig
az adott komponens diffizios egyiitthatdjat. Az f(k) a retencios
tényezOtél (k) wvald fliggést jeloli. Az egyenlet sok
elhanyagolast tartalmaz (pl. a diffuzids egyiitthaté nem azonos
a szemcsék kozotti folyadék fazisban és a szemcsén beliili
stagnalo folyadékban, vagy az drvény-diszperzio a valosagban
nem fiiggetlen a linedris sebességtdl, illetve az egyenlet nem
kiilonbozteti meg az anyagatadas allo- illetve mozgofazis
jarulékat), de els6 kozelitésben jol szemlélteti, hogy az
orvény-diszperzié egyenesen aranyos a szemcseatmérével, mig
az anyagatadasi tag a szemcseatmérd négyzetétdl fligg. Az
egyenletbdl egyértelmiien kovetkezik, hogy a szemcseatméro
csokkentése jelentGs tanyérmagassag csokkenést (tanyérszam
novekedést) eredményez. Az 1. abran jol latszik, hogy a
szemcseatméré csokkentésével a tanyérmagassag értéke is
jelentdsen csokkenthetd, azaz nagyobb kinetikai hatékonysagot
varhatunk ugyanolyan dimenzi6ju kolonnak esetén.
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1. Abra. Az elméleti tanyérmagassag valtozasa a lineéris dramlési
sebességek fliggvényében, killonbozo szemcese-atmérdji tolteteknél.

A szakirodalom elsédlegesen a kis szemcseatmérot
hangstilyozza az elvalasztasok hatékonysagaval kapcsolatban,
holott a kis rendszertérfogat szorosan dsszefiigg a gyorsasaggal
és a cslicsmaximumban mért koncentracioval'® 20,

Egy UHPLC rendszerrel szemben két f6 elvarasunk lehet, a
nagy milkodtetési nyomas tartomany (~1000 bar), illetve a
lehetd legkisebb oszlopon kiviili térfogat okozta
z6naszélesitd hatés.

Az els6 elvards egyértelmli, minél nagyobb nyomason
tudunk dolgozni egy késziilékkel annal tobb lehetdségiink
van az elvalasztds gyorsitasara, illetve a kromatografias
felbontas javitdsara. Folyadékkromatografids kortilmények
kozott, ahol a linearis aramlasi sebességek kicsik, az aramlas
laminaris jellegii, ekkor a kolonnan létrejové nyomasesés
(Ap) a Darcy-torvénnyel irhato le.

Ap=—7— 2
7 @)

Az egyenlet egyik fontos kovetkezménye, hogy a
szemcseatmérd (d,) csokkenésével a nyomasesés négyzetesen
novekszik. Ennek megfeleléen, ha 5 pm helyett 1,7 pm
szemceseatméroji toltetet alkalmazunk, ugyanolyan dimenzioju
kolonnaban, ugyanolyan koriilmények kozott, a nyomasesés
akar kilencszeresére is noéhet. Tehat a szemcseatmérd
csokkentésének nagymértékben hatart szab a késziilék
maximalis nyomas teljesitménye. A nyomasesés egyenes
aranyban valtozik a mozg6fazis viszkozitasaval (1), ezért
fontos, hogy a kis szemcseatmérdji toltetekhez kis viszkozitasu
mozgofazist valasszunk, illetve szintén egyenesen aranyosan
fiigg a kolonna hosszatdl (L) és a mozgofazis linearis aramlasi
sebességétdl (u). A (2) egyenletben szerepel még a @, ami a
kolonna aramlasi ellenallasa.

A masodik elvaras kicsit Osszetettebb, kompromisz-
szumokbol tevodik dssze. A gyors elvalasztas hatékonysaga
nemcsak a kolonnan mulik, hanem a kolonna
hatékonysaganak megtartasan is. Ezt az oszlopon kiviili
térfogat csokkentésével tehetjiik meg. Annal jobb egy
késziilék, minél kisebb az altala okozott oszlopon kiviili
z6naszélesedés. Az oszlopon kiviili karos, hatékonysag
ront6 hatasok annal jelentésebbek, minél kisebb a kolonna
mérete.

A kromatogramon mért zonaszélesedés két {6 részbol
tevédik Ossze, az egyik a kolonndn létrejovs, a masik a
kolonnan  kiviili. Ezért a kromatogramon mért
zbnaszélesedés (variancia, 02,,,,;) a kolonnan és azon kiviili
hatasokbol tevodik ossze:

2 2 2
O-lolal - Gec + Gcol (3)
ahol 0?,,; és 07, jelentik a kolonnan és a kolonnan kiviili

zonaszélesedésre jellemzd varianciat.

Az adagoloban és az Osszekotd vezetékekben azért van
zonaszélesedés, mert az dramlds lamindris €s a sebességi
profil parabolikus. A molekuldk, melyek a csé faldhoz
kozelebb vannak lényegesen lassabban haladnak, mint a
kozeépsd rétegben 1évok. Azonban az aramlé rétegek kozott a
keveredés nem elhanyagolhatd, igy a molekuldk — a cs6
hosszatodl, atmér6jétdl és aramlasi sebességtol fliggben — a
kapillarisok keresztmetszetét tobbszor is atjarhatjak. Ezt a
jelenséget altalaban aramlasi csticsdiszperzionak hivjuk. Az
Osszekotd vezetékekben létrejové zonaszélesedés nagyban
fligg a vezeték atmérdjétdl és hosszatdl. A kolonnan kiviili
zonaszélesedés a kdvetkezd dsszefliggéssel irhato fel:

2 _ 2 2 2
O-ec - O-in]' + O-cup + O-det (4)

ahol azinj a mintaadagolo, azcap az 6sszekotd vezetékek, 0% ge
a detektorcella hozzajarulasat fejezi ki a kromatogramon
1étrejovo zonaszélesedéshez.

Megallapodas szerint az oszlopon kiviili zonaszélesitd
hatasok 0sszege nem lehet nagyobb, mint a kolonndn mért
csucsszélesedés tizede (ami 10% latszolagos hatékonysag
csokkenésnek felel meg).

cl <0l 02, (%)
Az oszlopon kiviili zonaszélesedésre hatassal van még a
térfogat-aramlasi sebesség, a minta diffuizids tulajdonsaga, a
mozgofazis viszkozitasa, a hOmérséklet és az injektalt minta
mennyisége. Megjegyezziik, hogy a detektalt (latszolagos)
csucsszélességet befolyasolhatja még a detektor mintavételi
frekvencidja, illetve iddallanddja is amennyiben az
adatgy(jtés zajsziiréssel van kombinalva.

2. Megmarad6 hatékonysag

Az el6z0 pontban leirtak alapjan tehat, minél kisebb a
kolonna térfogata és a komponens visszatartasa, illetve
minél hatékonyabb a kolonna, ugy valik egyre kritikusabba
az oszlopon kiviili csucsszélesitd hatas. Bevezethetjiik a
latszolagos tanyérszam (N,,,) fogalmat, ami felirhato a
kolonna altal teljesitett sajat tanyérszam (N,,;) és az oszlopon
1étrejovo illetve azon kiviili variancidk viszonyaval.

2
O-u)/ (6)
) 2
o, t0 o
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Az in. megmarado6 kolonna hatékonysag (E,) a kdvetkezd
moddon adhaté meg:

2
Gcol

2 2 7
O-w] + O-eu ( )

E. =100

A kovetkez6 példaban kiilonboz6 (4,6, 3, 2,1 és 1 mm) belsd
atmérdji 50 mm hosszasagt kolonndk (1,7 um toltet
szemcseatmérd) megmarado hatékonysagat mutatjuk be az
oszlopon kiviili variancia fiiggvényében (k = 5 visszatartast
feltételezve). A 2. abran jol lathato, hogy a 4,6 mm atmérdja
kolonnakat hasznalhatjuk barmilyen késziilékben anélkiil,
hogy a latszdlagos hatékonysag csokkenne.

50x 4.6 mm

100

N [} @
=3 =] o
'

megmaradé hatékonysag (%)
N
o

1 10 100 1000
oszlopon kiviili variancia (uL?)

2. Abra. Megmarado hatékonysag az oszlopon kiviili variancia
fliggvényében, 50 x 4,6, 50 x 3, 50 x 2,1 és 50 x 1 mm kolonna
dinmenziokra (1,7 pm szemcseatméro).

Hagyoméanyos HPLC késziilékek 4ltalaban o2, = 40 — 200
uL? varianciaval jarulnak hozza a csticsszélesedéshez, mig
az UHPLC késziilékek esetében ez csupan o?,,=4 —9 pL2
Azok a késziilékek, amelyeket a gyartok mind a
hagyomanyos HPLC-s, mind pedig az UHPLC-s
elvalasztasokhoz javasoljak (un. hibrid késziilékek)
altalaban o?,, = 10 — 40 pL>tel jarulnak hozzi a cstcs
szélesedéséhez. A 2011-ben megjelent UHPLC késziilék
(Waters UPLC I-Class) oszlopon kiviili varianciaja, a mérés
koriilményeitdl fiiggden 02, = 0,5 — 4 nL? kdzé esik. Tehat a
legkorszeriibb UHPLC késziilékeket alkalmazva is jelentds
hatékonysagot veszthetiink elsésorban 1 mm ¢és 2,1 mm
atméréji  kolonnak esetén, nem tudjuk kihaszndlni a
jelenlegi  kolonnatechnologia valodi lehetdségeit. Jo
kompromisszumnak tiinik a 3 mm-es atmérdjii kolonnak
hasznalata. Persze ekkor az analizis id6 rovasara tudjuk csak
a hatékonysagot fokozni.

3. Az ultranagy-nyomas hatasai az UHPLC rendszerekben

A kovetkezOkben felsorolasszerien nézziik meg, hogy
milyen paraméterekre van hatdsa, illetve milyen
tulajdonsagokat valtoztat meg a folyadékkromatografias
rendszerben az ultranagy (~ 1000 bar) nyomas alkalmazasa:

— Allofazis térfogat

— Hoeffektusok (hossz- ¢s keresztirany hégradiens)
— Diffuzioés egyiitthaté folyadékokban

— Fazisarany

— Kétfazisu rendszerek egyenstlyi allandoja

— Mozgofazis olvadas- és forraspont

— Mozgoéfazis dielektromos allando

— Mozgoéfazis fajlagos térfogat (kompresszibilitas)
— Retencio

— Viszkozitas

Stirtiség

Terjedelmi okok miatt nincs lehetdéség az Osszes
paramétervaltozas hatdsanak bemutatasara, ezért csak a
gyakorlat szamara a legfontosabbakat emlitjiik meg.

3.1. Hoeffektusok

Az UHPLC rendszerek esetén nem hanyagolhato el az a
tény, hogy a nagy nyomassal bevitt energia hévé alakul,
amely eredményeképpen  kereszt- ¢és  hosszirdnyl
hémérséklet gradiens alakul ki a kolonnén?!> 22,

A kolonnatermosztat kialakitasara két lehetdség van. Az
egyik az Un. légkeveréses termosztat (forced-air), a masik
pedig az Gn. [égmozgatas nélkiili termosztat (still-air).

A légkeveréses termosztat esetén a kolonna fala allando
hémérsékleten van tartva, ami keresztirdnytl homérséklet
gradiens létrejottének kedvez (3/a) abra). Ez esetben a
kialakulo keresztiranyl hémérséklet gradiens hozzaadodik a
nyomas altal keltett hosszirdnyt hémérséklet gradienshez.
Ezzel szemben a 1égmozgatas nélkiili termosztatban gyenge
a hoatadas a kolonna fal és kornyezete kozott, ennek
kovetkezménye, hogy a keresztiranyt hdmérséklet gradiens
nem lesz jelentds a hossziranyu homérséklet gradienshez
képest (3/b) abra). A gyakorlatban — a legtobbszor — a
keresztiranyu ¢és  hosszirdnylli hdmérséklet gradiens
valamilyen aranyu kombinacidjaval kell szamolnunk. A 3.
abra sematikusan mutatja a kereszt- ¢és hossziranyl
héprofilokat. A keresztiranyd hdmérséklet gradiens
els6sorban hatékonysag romlast, mig a hossziranyl
homérséklet gradiens retenciovaltozast eredményez.
Keresztirdnyt homérséklet gradiens soran a kolonna fal
kozelében alacsonyabb a hdmérséklet (75,), mint az oszlop
kozépvonalaban (7). A kozépvonal menti magasabb
hémérséklet kovetkezménye még a gyorsabb molekularis
diffuzio, a kisebb mozgéfazis viszkozitas (¢o) és a
megoszlasi hanyadosok kiilonbsége a kdzépvonal és a fal
kozott. Ezek egylittes hatasaként a mérendé komponensek a
kozépvonal mentén gyorsabban haladnak, mint a fal
kozelében. Az aramlasi profil torzul, amelynek eredménye,
hogy széles kromatografias csucsot kapunk.

Te> T

Ne < Nal

Te.ne Zénaszélesedés

Toe < Ty

Nbe > Ni

Retenci6 csokkenés

3. Abra. Az oszlopban létrejévé keresztitanyi a) és hossziranyt b)
homérséklet gradiensek.
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A hossziranyt hdmérséklet gradiens kovetkeztében pedig az
oszlop végénél mindig magasabb lesz a homérséklet (7},)
mint a bemenetnél (7},). Az oszlop elején a nagy aramlasi
ellendllas miatt nagy mechanikai energiat kell befektetni a
mozgofazis aramoltatdsdhoz. Az oszlop hossza mentén
csokken a nyomas, a mechanikai energia hové alakul és
disszipalodik. Ez azt eredményezi, hogy altaldban az oszlop
hossza mentén egyre gyorsabban haladnak a komponensek
mivel egyre magasabb homérsékleti mozgdfazisba
érkeznek. Minél nagyobb a hosszirdnytli hémérseklet
gradiens, anndl jelentdsebb lesz a retencid csokkenés.

A hoatadas mértéke a kornyezet felé elsGsorban a kolonna
atmérdjétdl fiigg, minél kisebb a kolonnaatmérd, annal
nagyobb az egységnyi kolonnatérfogatra juté hdatado
feliilet. Ebbdl kdvetkezik, hogy ekkor inkabb a 2 mm vagy a
koriili belsd atmérdjii, vagy az alatti kolonnak alkalmazasa
teszi lehet6vé, hogy ne alakuljanak ki olyan hémérséklet
kiilonbségek, amelyek jelentds cstcsszélesedést vagy
retenciovaltozast okoznak. A belsé atmérd csokkentésével
viszont jelentds mértéki retencios térfogat €s csucs-térfogat
csokkenés kovetkezik be. Ekkor elétérbe keriilnek a
kolonnan kiviili zonaszélesitd hatasok és az abbdl eredd,
koréabban leirt késziilék problémak.

3.2. Mozgofazis fajlagos térfogat

Erdekes gyakorlati kovetkezménye lehet annak, hogy a
folyadékok nagy nyomason kompresszibilisek. Mit is jelent
ez? A légkori nyomashoz képest, a viz fajlagos térfogata
1000 bar nyomason ~ 4 %-kal lesz kisebb. Az acetonitril
esetében ez a valtozas még jelentdsebb, koriilbelil 8 %. A
metanol esetében 10 % is lehet ez a térfogat valtozas (4.
abra). Erdemes megjegyezni, hogy a kompresszibilitis
mértéke enyhén csokken a nyomas névelésével (nem linearis
Osszefiiggés) és fiigg a hdmérséklettdl is.

————— > 0,96 (4%)

H,0
No--> 0,92 (8%)

MeCl

ACN

MeOH
0,82

0,8

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
P (bar)

4. Abra: Oldoszerek fajlagos térfogatanak valtozasa a nyomas
fliggvényében®.

A mozgbfazis fajlagos  térfogat  valtozasanak
(kopresszibilitas) kdvetkezménye, hogy a nyomassal egytitt
valtozik az oszlopunk latszélagos holtideje, illetve
holttérfogata. Egy 50 x 2,1 mm-es kolonndn, ha
folyamatosan noveljiik a térfogataramot és ezzel egyiitt ugye
a nyomast is, akkor 0 és 1000 bar kozott kortilbeliil 6-10 %
latszolagos oszloptérfogat valtozast figyelhetiink meg.
Felmertilhet a kérdés, hogy akkor mennyi is valdjaban a
holttérfogat, illetve a mozgofazis valodi térfogatarama? A
valddi térfogatdram attdl fiigg, hogy a késziilék melyik
részén mérjik. Az 5. abran a folyamatos vonal jelzi a
rendszeren es@ nyomast, mig a szaggatott vonal jelzi a
fajlagos térfogat valtozasat a késziilék kiillonbozd helyein (z).
Ezért nyilvan, ha egy adott helyen szabalyozzuk a
térfogataramot €s nagy nyomason dolgozunk, akkor a
késziilék mas pontjan mas lesz a térfogataram (lasd: F;, F, és
F; térfogataramokat az 5. dbran). Nagyon nem mindegy,
hogy a Kkésziilékiink az oszlop el6tt vagy utan
méri/szabalyozza az aramlast. Ebbdl nagy kiilonbség szokott
adodni pl. Agilent és Waters SFC rendszerek esetén, ami
jelentésen befolyasolhatja a modszertranszfert is. A korszerti
késziilekek legtobbje mar figyelembe veszi a mozgdfazis
kompressziodjat és korrigaljak a valddi beallitasokat.

mintabevitel

mozgdéfazis pumpa injektor adat gydjtés

| :

AP P v,

F

o2
o

5. Abra: A nyomésesés valtozasa (AP) és a mozgofazis fajlagos
térfogatanak valtozasa a folyadékkromatografias rendszerben.

3.3. Mozgéfazis viszkozitas

A fajlagos térfogathoz hasonldan a folyadékok viszkozitasa
is fiigg a nyomastol. A viz az egyetlen kromatografidban
hasznalatos oldoszer aminek a viszkozitdsa szinte alig
valtozik a nyomassal de a szerves olddszerek viszkozitasa
jelentésen né a nyomas fliggvényében. A 6. dbran né¢hany
gyakori oldoszer viszkozitas valtozasat lathatjuk a nyomas
fliggvényében. Légkori nyomashoz képest az acetonitrilnek
1000 bar nyomason 1,6-szorosra nd a viszkozitasa. Miért
érdekes ez a viszkozitas valtozas? Azért mert a mérend6
komponensek  diffuziés 4allanddja fiigg a kozeg
viszkozitasatol, illetve az olddészer olddereje valamint a
folyadékok elegyithetésége is valtozik a viszkozitassal.
Kozvetett modon tehat a  viszkozitds  valtozasa
befolyasolhatja mind a retenciot, mind a csticsszélesedést.

125. évfolyam, 3. szam, 2019.



138 Magyar Kémiai Folydirat

4.5

3,5

n/m

25

0 5(30 1 dOO 1 560 2000 2500 3000
P (bar)

6. Abra. Oldoszerek viszkozitisanak valtozasa a nyomas fﬁggvényébenB.
3.4. A nagy nyomas koézvetlen hatasa

Folyadékkromatografiaban gyakran hasznaljuk az altalanos Gibbs
szabadenergia egyenletet a parcidlis molaris térfogatvaltozas
leirasara amikor a komponensiink hidrofob allofazison koétédik
meg. Az Osszefiiggés leirja a kapcsolatot a visszatartas és nyomas
kozott. Az is kideriil az dsszefliggésbdl, hogy elsdsorban nagy
molekulaknal van jelentds hatasa a nyomasnak a retenciora, de
megfelelden nagy nyomason dolgozva mar kis molekuldknal is
megfigyelhetd a valtozas. Az Osszefliggés értelmében a nyomas
noveléssel altalaban retencio ndvekedés varhatd. Az esetben ha
légmozgatas nélkiili oszlop termosztattal dolgozunk, akkor a
hossziranya hégradiens okozta retencid csokkentd hatas
kompenzalhatja a nyomas altal eléidézett retencio novekedést és a
hatds rejtve maradhat. Viszont légmozgatisos termosztatot
alkalmazva 500-600 bar nyomas felett dolgozva mar jol
kimutathaté a nyomas okozta retencid ndvekedés, szokasos kis
molekulak kromatografalasa soran is.

Kiilonosen érdekes lehet a nyomas hatasa, ha ionizalhato
komponenseket (pl. bazisok) akarunk elvalasztani. Ekkor a
nyomds kozvetlen retenciora gyakorolt hatasa (a) és a
surlédas okozta hohatasok (b) mellett még a nyomas
mozgotazis pH-ra (c) és a komponensek disszocidcios
allandojara (d) gyakorolt hatasat is megfigyelhetjiik. Mivel a
kiilonb6z6 komponenseknél a négy emlitett hatas egyedi
jéruléka mas és mas, Osszességében jelentdsen eltérd
szelektivitast ¢és felbontast kaphatunk nagy nyomason
dolgozva®*. Erre mutat példat a 7. abra.

b) 1
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7. Abra. Szelektivitas valtozasa a nyomassal UHPLC rendszerben
(4ramlési sebesség: 0,3 mL/perc). Allofazis: XBridge C18 50 x 2,1 mm,
5¢ém, a) oszlop fojtas nélkiil, b) oszlop fojtassal. Minta: bazikus
komponensek keveréke: 1) tiokarbamid, 2) 2-metil-benzil amine, 3)
piridin, 4) 2,6-dimetil piridin, 5) 2-metil piridin, 6) 2,4-dimetil piridin, 7)
3-metil piridin, 8) anilin, 9) benzil alkohol, 10) 3,4-dimetil piridin.

4. Médszertranszfer problémak

Egy masik kérdéskor, ami szorosan kapcsolodik a késziilek
térfogathoz, az Gn. gradiens késési vagy gradiens késleltetési
id6/térfogat. Manapsag a legtobb folyadékkromatografias
elvalasztast (mind ipari, mind akadémiai laboratériumokban)
gradiens elucios modban végzik (a mozgdfazisban az erésebb
,»B” oldoszer (acetonitril vagy metanol) koncentraciojat
noveljiik az id6 fiiggvényében, ezaltal csokken a nagyobb
megoszlasi  hanyadossal ~ rendelkez6 ~ komponensek
retencioja). Gradiens elvalasztasoknal dontd jelentdsége lehet
a késziilék gradiens késési térfogatdnak (dwell volume, V).
Ez a térfogat a pumpa térfogatokbol, kever6bol, mintaadagold
hurokbol (sample loop) ¢és az oszlop elejéhez vezetd
0sszekotd kapillarisbol tevddik ossze és azt a ,,plussz id6t”
adja a rendszerhez, amig a beallitott mozgdfazis osszetétel a
kolonna elején megjelenik. Ez a gradiens késési térfogat igen
kiilonb6z0 lehet, attdl fiiggden, hogy un. kis nyomdst- vagy
nagy nyomasu keverd rendszerrel dolgozik a késziilékiink.
Konvencionalis HPLC késziilékeknél altalaban 0,5 — 2 mL
kozott valtozik a gradiens késési térfogat a nagynyomasu
keveré rendszerek esetén, illetve V; = 1 — 5 mL a
kisnyomastiakra. A korszerli UHPLC késziilékek tipikusan
0,08 — 0,5 mL gradiens késési térfogattal rendelkeznek.
Késziilékiink gradiens késési térfogatat ismerni kell,
elsdsorban modszerek atvételekor ¢és atadasakor (transzfer)
lehet nagy jelent6sége. Gyakori a gyodgyszeranalitikdban,
hogy régebbi, meglevdé konvencionalis HPLC modszereket
transzferalunk UHPLC moédszerré vagy éppen az ellenkezdje,
hogy az UHPLC modszereket kell hagyomanyos
oszlopra/késziilékre  atdolgozni, mert az  atvevd
laboratériumban csak az all a rendelkezésre. Vegyiink egy
egyszeri példat. UHPLC-ben tipikusan 0,5 mL/perc
térfogatarammal dolgozunk. Ekkor, ha a késziilékiink
gradiens késési térfogata 0,5 mL, akkor éppen 1 percet
,.késik” a gradiens program. Viszont ha V,; = 0,1 mL akkor
csak 0,2 perc késésiink lesz. A két késziiléken mért
komponensek retencios ideje kozott tehat 0,8 perc kiilonbség
varhatd. A kevésbé visszatartott komponensek esetén
kiilondsen kritikus Iehet a gradiens késés valtozasa. Sokszor a
felbontas és néha még a szelektivitas is valtozhat (8. abra).
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8. Abra. A késleltetési térfogat hatisa a retenciora.

A kis gradiens késleltetésti késziilékeknél egy kezdeti
izokratikus  szakasz  beikatatdsdval novelhetjik a
,Hlatszolagos” gradiens késést. A nagyobb gradiens
késleltetésti rendszerek esetén pedig a gradiens programot
nem az elejétdl, hanem a késének megfeleld id6hoz tartozo
kiindulasi mozgofazis Osszetételtdl kell inditani, ha azt
akarjuk, hogy hasonlitson a kromatogram a kisebb
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késleltetésti rendszeren mért kromatogramhoz. Modszer-
transzferalasnal pedig a szokdsos un. ,,geometriai transzfer
szabalyok™” mellett a gradiens késési id6 és oszlop holt id6
aranyat (/1) kell allando értéken tartani.

Nyilvan a gradiens késést érdemes csokkenteni amennyire
csak lehet, de a végtelen csokkentésnek hatart szab az a tény,
hogy ha nem all rendelkezésre a mozgbdfazisok
keveredéséhez megfeleld térfogat/ido akkor a nem tokéletes
keveredés miatt a modszer reprodukéalhatdésdga nem lesz
megfeleld. Ez nagy térfogataramoknal kiilondsen kritikus
lehet, pulzalas is felléphet.

5. Meddig érdemes novelni a nyomast a folyadék-
kromatografias alkalmazasokban?

Elsére igéretesnek tiinik a mikddtetési nyomashatar
kiterjesztése (1000 bar folé is), hiszen elvileg lehetdséget ad
nagy-felbontasu elvalasztasok megvalositasara (pl. oszlopok
sorba kapcsolasaval). Igaz, ennck az ara a hosszabb analizis
id6 lesz. A nagy nyomadson torténd elvalasztas segitségével
nyilvanvaldan gyors méréseket is végezhetiink, példaul egy
nagy hatékonysagu kis térfogati kolonnaval — aminek még
ha alacsony is a permeabilitisa — nagy nyomadson,
megfelelden nagy térfogataramon tudunk dolgozni és igy az
elvalasztas ideje 1-2 percre csokkenthetd. Ezeket a
lehetdségeket hamar felismerték.

Jorgenson ¢és kollégai, illetve Milton Lee csoportja mar a
90-es években uttdré munkat végzett, hiszen olyan kisérleti
késziilékeket épitettek amelyekkel akar 4000 vagy 7000 bar
nyoméson is tudtak dolgozni®*?’. Igaz, ezek a késziilékek
csak alacsony térfogatairam eldallitasara voltak képesek
(ilyen nagy nyomas-teljesitmény mellett) de ez nem volt
probléma, hiszen els6sorban kapillaris kolonnakkal
dolgoztak (pl. 50 cm x 33 um). A kolonnak 1 — 1,5 pm-es
nem porozus szemcsékkel voltak megtoltve. A 9. abran 7100
bar nyomason torténé elvalasztasra mutatunk be egy példat
Jorgenson munkaibdl.
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9. Abra. Hidrokinon (HQ), rezorcinol (RES), katekol (CAT), és
4-metilkatekol (4-MCAT) kromatogramja. Aszkorbinsav (AA) a holtid6t
jelz6 komponens. Kolonna: 43 cm x 10 pm, 1 um-es nem pordzus
szemesékkel toltve. Az alkalmazott nyomas: 7100 bar. Az elméleti
tanyérszamok zarojelben feltiintetve®’.

Nemrég Broeckhoven ¢és kollégai mar 2,1 mm atmérdji
kolonnak iizemeltetésére alkalmas késziiléket terveztek
amely lehetévé teszi, hogy 2600 bar nyomason dolgozzunk
analitikai kolonndval®®. A késziilékkel akir négy db 15
cm-es kolonna is sorba kapcsolhatd és igen nagy
tanyérszamok érheték el (pl. N > 80 000, viszonylag
elfogadhat6 analizis id6 mellett).

Persze a nyomas nem ndvelhetd a végtelenségig. Lattuk az
el6zo fejezetekben, hogy a sok eldny mellett szamos “karos
mellékhatasa” is van a nyomasnak. Ezek koziil elsdsorban a
hémérséklet gradienseket kell szemel6tt tartani, hiszen
jelentdsen ronthatjdk az elvalasztds hatékonysagat és
nagyban befolyasolja a retentciot, majd ezen keresztiil a
felbontast. Osszességében a kromatografias felbontds
nehezen prediktalhato lesz, ha nagy nyomason dolgozunk. A
késziilékek és mérések ismételhetdsége is gyengébb lesz és
rovidebb kolonna élettartam varhat6. Példanak emlitenénk,
hogy ha egy 50 x 2,1 mm-es, 1,7 um szemcseméretii
kolonnat akarunk 3000 bar nyomason iizemeltetni, akkor
egy légmozgatas nélkiili termosztattal ellatott késziilékben ~
40 °C-kal lesz melegebb a mozg6fazis a kolonna végénél az
elejéhez képest. Ez a 40 °C-os homérséklet gradiens azt
jelenti, hogy a szelektivitas folyamatosan valtozik az oszlop
hossza mentén ahogy a komponensek vandorolnak €s egyre
magasabb hémérsékletii mozgofazisba érnek.

Nagy felbontasti vagy gyors kromatografias elvalasztasokat
nem csak nagy nyomason végezhetiink. Nagy permeabilitasu
kolonndkat (pl. monolit kolonna vagy 3-5 pum
szemcse-atmér6jii héjszerkezetli toltet) viszonylag alacsony
nyomason is tudunk nagy térfogataram alatt miikddtetni tehat
gyors elvalasztdsok megvalositidsara alkalmasak. Magas
homérsékleten dolgozva a mozgofazis viszkozitasa jelentdsen
csokkenthetd, igy szintén elkeriilhetd a nagy nyomas.

Azt is érdemes megjegyezni, hogy 1-2 percnél gyorsabb
rutin folyadékkromatografias mérésekre jelenleg nincs is
igény. gy is mar a mintaelSkészités, az injektalasi ciklus és
az adatok feldolgozasa/kiértékelése az  analitikai
munkafolyamat sebesség-meghatarozo fazisa nem pedig a
kromatografias elvalasztas.

Ugy tiinik, hogy a nagyfelbontasu folyadékkromatografias
elvalasztasokban se lesz sziikség a maindl Iényegesen
nagyobb nyomasra, hiszen ezek a mérések iddigényesek. A
tomegspektrometrias detektorok rutin szerd terjedése mellett
nem lesz szikség 50000 vagy 100000 feletti tanyér-
szamokra. Tovabba a multi-dimenzionalis kromatografias
elvalasztasok is lényegesen tobb informacidt szolgaltatnak
mint egy egy-dimenzids (nagyfelbontast és iddigényes)
kromatografias mérés. Osszességében tehat azt mondhatjuk,
hogy egyeldre nincs sziikkség magasabb nyomasra, mint amit
a mai gyakorlatban alkalmazunk (1000 — 1500 bar), illetve a
maiaktél hatékonyabb kolonnak sem varhatok a
kozeljovoben, hiszen a jelenlegi kolonndk hatékonysagat
sem tudjuk kihasznalni.

6. Egyéb fejlesztések a folyadékkromatografiaban

Az allofazisok és oszlopok fejlesztése folyamatosan végig
kisérte a HPLC torténetét. Szemléltetésként megemlitjiik,
hogy csak forditott fazis oszlopbdl jelenleg tobb mint 1000
féle kaphato a  kereskedelmi  forgalomban. Az
oszlopfejleszték rohamos iitemmel probalkoznak mindig
valamilyen 0j morfologiaju vagy egyedi allofazisa toltet
clldallitasaval. A teljesség igénye nélkiill néhany érdekes
példat szeretnénk réviden megemliteni:
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- A lamindris aramlas és a keresztiranyu diffuzi6 kdvetkeztében
az oszlop keresztmetszetében sugariranyban a komponens
koncentracidja eltérd lesz. Tovabba a kolonna fal mellett az un.
falhatas miatt a komponens nagyobb sebességgel halad, mint az
oszlop belso részeiben. A falhoz kozeli toltetagyban viszont a
toltet stirGiség altalaban nagyobb, mint a kolonna kdzepén tehat
ebben a régidban pedig a komponens valamivel lassabban fog
haladni. A két hatas eredményeként az oszlop kdzépvonalatol
mért kiilonbozé tavolsagokban a komponensek eltérd
sebességgel haladnak igy az oszlop végénél mar egy jelentds
zonaszélesedés és csucstorzulas Iéphet fel. Shalliker és mtsai
egy sajatos oszlop hardver segitségével 1ényegesen csokkenteni
tudtak a kéros falhatast és az aramlési egyenltlenséget”®. Az
un. ,,aktiv dramlasi technologia” (active flow technology, AFT)
név alatt két lehet6séget is kinalnak: Az egyik a ,,parhuzamosan
elvalasztott aramlas™ (parallel segmented flow, PSF), ahol egy
PEEK gylriit tartalmazd kimeneti frit segitségével
megszabadulhatunk a fal kozelében aramlé mozgofazistol €s
csak a kolonna kozépvonalabol kidramldé homogénebb
folyadékaramot tovabbitjuk a detektorba. A 10. bra egy ilyen
PSF frit-et szemléltet. A PSF koncepcio kiterjesztése az un.
»~fuggonyaramlas” (curtain flow, CF), ahol a kimeneti PSF
illeszték mellé egy Un. ,.k6zépponti injektalast” (central point
injection) alkalmazunk, amivel elkeriilhetjiik, hogy a
komponensiink a fal kozeli toltet részbe jusson. Az AFT
alkalmazasaval 10-15 %-os hatékonysag novekedés érhetd el.
Jelenleg a Thermo cég forgalmaz AFT kolonndkat illetve
illesztéket.

Outer porous
Solid Ring frit

Inner porous
frit

10. Abra. PSF kolonna illeszték sematikus rajza®.

- Az Un. ,,cstszas-aramlasos” kromatografia (slip flow) is régota
fejlesztés alatt 4llo teriilet. A csuszas-aramlas akkor I1ép fel, ha
nanocsatornak allnak a folyadék utjaba. Ekkor a laminaris
aramlas kovetkeztében kialakuld parhuzamosan aramlo (eltérd
sebességli) folyadékrétegek elcsisznak egyméson és egy
kevésbé torzult parabolikus aramlasi profil alakul ki. Tehat
csokken az aramlasi egyenlotlenség. Eldallithatjuk a jelenséget,
ha egy kapillaris kolonnat néhany szdz nanométer nagysagu
szemcsével toltiink meg (pl. kolloid szilika).

- A h¢jszerkezetii, pordzus és nempordzus toltetek elonyds
tulajdonsagait probalja egyesiteni az Un. ,,gdmb a gdmbon”
(sphere on sphere, SOS) kialakitasu toltet szerkezet. A toltet
magja egy néhany pm atmérdji gomb (pl. 3 pm), amire aztan
10-100 nm nagysagu gomboket rogzitenek. A 11. abra egy
ilyen SOS toltet elektronmikroszkopos felvételét mutatja.
Jelenleg makromolekulak elvalasztasahoz tiinik igéretesnek,
hiszen a nagy inert magnak koszonhetden a tdlteten beliili
lasst anyagatadas nem 1ép fel. Altalaban ez a folyamat a f&
oka a makromolekuldk cstcsszélesedésének. A feliiletre
kotott nano-gomb felilletek megfelelden nagy fajlagos
feliiletet biztositanak. Itt jegyezzilk meg, hogy az

ionkromatografiaban évtizedek ota alkalmazott latex alapt
allofazisok gyakorlatilag megfeleltethet6k a modern ,,gémb
a gdbmbon” tipust alléfazisoknak.

- Elméletileg elonyds olyan héjszerkezetii toltet eldallitasa is,
amelyben a porozus rétegben kizarolag sugar iranya
mezoporusok talalhatok. Desmet és mtsai nemrég bemutattak,
hogy lényegesen csokkenthetd a hossziranyu diffizia (a van
Deemter egyenlet B-tagja) ilyen morfologiaval, tehat
elsdsorban kismolekuldk elvalasztidsanal lehet eldnyos, foleg
akkor, ha alacsonyabb térfogataramon dolgozunk>'.

11. Abra. SOS toltet elektronmikroszkopos felvétele®.

Emlithetnénk még a kiilonféle rendezett szerkezetli
tolteteket (pl. pillar array) vagy azt, hogy jelenleg hogyan
probalunk megszabadulni a kellemetlen hdémérséklet
gradiensektdl (hdszigetelt kolonnadk vakuumban vagy
folyadékfiirddben) vagy akar azt, hogy egy triikkkos
injektalassal hogyan lehet megszabadulni a kolonna el6tti
zonaszélesité hatasoktol (POISe injektalds). A sok 1j
otletnek, fejlesztésnek mind ugyanaz a célja, nevezetesen
hogyan tudunk még hatékonyabb folyadékkromatografias
elvalasztasokat végezni.

Osszefoglalas

A kozleményben ismertetett eredmények igazoljak, hogy az
ultranagy-hatékonysagu folyadékkromatografiaban (UHPLC)
szamos olyan paramétert figyelembe kell venni, amit a
hagyomanyos nagyhatékonysagu folyadék- kromatografiaban
(HPLC) elhanyagolhattunk vagy legalabbis kevésbé kellett
vele szamolni. Ilyen a késziilék kolonnan kiviili térfogata
(extra-column volume, V,.) és késleltetési térfogata (dwell
volume, V). Emellett nem hanyagolhatjuk el az akar 1000 bar
kornyéki nyomasesésbdl eredd hatasokat sem. Ilyenek lehetnek
a surlodasi  energiabol keletkez6 hdenergia vagy a
fizikai-kémiai  paraméter valtozasok (pl. ~mozgofazis
viszkozitas és fajlagos térfogat). Ezek a hatasok nem csak a
folyadékkromatografias rendszeriink hatékonysagat ronthatjak
le, de jelentdsen befolyasolhatjak a modszertranszfert az eltérd
tipusu rendszerek kozott, megnehezitve ezzel a gyakorld
szakemberek munkajat.

A kozlemény végén emlitésre keriil néhany specialis
megvalositasi lehetéség is, melyek a jové UHPLC
megoldasait vetitik eldre.
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High pressure has impact on several properties of both the
mobile phase and solutes. Frictional heating effects can be
critical and decrease the apparent efficiency of the columns
or impact retention and selectivity. In addition, the extent of
developed thermal gradients depends on the design of the
column oven therefore is instrument dependent. In systems
using still-air oven, mostly longitudinal gradients are
developed which tends to decrease solute retention and
therefore selectivity can be changed. While in forced-air
ovens, the radial temperature gradients are generally more
dominant than the longitudinal ones which results in
additional band broadening due to velocity (diffusion)
differences developed in the cross section of the column.
Beside friction, the specific volume, viscosity and density of
the mobile phase are all affected by the pressure. These
changes can obviously impact retention and peak width. The
mobile phase compressibility occurring at high pressure
changes the apparent flow rate and column volume therefore
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raises questions about the accurate flow-rate control. Current
UHPLC systems take the compressibility into account and
adjust the volumetric flow rate accordingly. However
depending on the location of flow rate control (sensor can be
positioned before or after the column) differences may
happen in average flow rate between different systems. It
may cause problems during method transfer.

The retention itself directly depends on the pressure. The
dependence of retention factor (k) of a compound on the
pressure can be derived — generally — from the Gibbs free
energy model - in reversed phase chromatography. The
equation suggests that retention increases with pressure. The
free energy model also suggests that the decrease of the
partial molar volume upon adsorption on a hydrophobic
surface is more important for large molecules than for small
solutes. Please note that pressure itself and longitudinal
temperature gradient (caused by friction) have antagonist
effects therefore their overall effect sometimes remains
hidden when using a system equipped with still-air oven.

Current UHPLC systems are not able to take the full benefits
of state-of-the-art columns because of their important
extra-column volume and extra-column dispersion. The
column peak variance depends on the column volume and
retention factor. Thus small columns are generally more
sensitive for extra-column dispersion and peaks with low
retention are especially critical. When using 50 — 2.1 mm
very efficient columns, only the 60-80% of the intrinsic
column efficiency can be attained on current
instrumentation. The situation is much worse when working
with 1 mm id columns. Much less than 50% of the column’s
true efficiency can be seen. UHPLC systems needs to be
optimized when operating very efficient small columns.
Users should replace the connection tubing and use the
possibly narrowest (e.g. 0.065 mm id) and shortest ones
before and after the column. On not-optimized UHPLC
systems (e.g. possessing 02,.> 10 pL?), working with 3 mm
id columns seems to be a good compromise between
remaining efficiency and analysis time.

Due to the differences in dwell volumes of commercially
available liquid chromatographic systems, method transfers
often fail. Conventional HPLC systems with high-pressure
mixers typically have dwell volume of ;= 0.5 -2 mL, while
low-pressure mixers contribute to V; = 1 — 5 mL. With

modern UHPLC systems, this gradient delay volume ranges
between 0.08 and 0.5 mL. It is mandatory to know the system
dwell volume especially when transfering a method between
HPLC and UHPLC. The differences have to be taken into
account and the gradient programs need to be
adjusted/scaled to maintain the same quality of the
separation. For that purpose, the ratio of dwell time and
column dead time (z,/¢)) needs to be maintained.

Some possible future perspectives of liquid chromatography
are also mentioned. Parallel segmented flow (PSF)
chromatography offers to achieve higher efficiency based on
the radial separation of flow layers. The flow from a PSF
column elutes from either of two separated radial zones: The
central flow region of the bed, which is separated from the
peripheral or wall flow region. This is achieved by using an
annular frit design, and a multi-channel end fitting.

Another interesting approach is the so-called slip flow
chromatography. Slip flow is an important phenomenon in
nano-fluidics, whereby flow enhancement is caused by weak
interactions between the fluid and the wall. The flattening of
the parabolic flow profile by slip flow promises an especially
large impact on chromatography because the flow profile is
the fundamental limitation to the reduction of band
broadening.

The potential advantage of superficially porous particles
with strictly radially-oriented meso-pores also seems to be
promising. A significant increase in efficiency of these
particles can be fully attributed to their much smaller B-term
band broadening, while their C-term band broadening
(representing the mass transfer resistance) remains
unaffected.

Other particle morphologies such as sphere on sphere
particles (SOS) have also seen some applications recently.
Due to the presence of a large inert sphere (the core sphere),
this particle is especially advantageous for large molecules
(proteins) which possess low diffusivity.

UHPLC today is one of the most applied analytical tools.
Therefore continuous developments are expected from both
system and column providers. Future applications will
probably offer faster and more efficient separations that we
can imagine today.
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