
N A G Y N Y O M Á S Ú  F O L Y A D É K K R O M A T O G R Á F IA  A Z  
É L E L M IS Z E R A N A L IT I K Á BA N*

F R E D  S C H E U E R

A m íg  n e m r é g  az é le lm is z e r e lő á llító  ü z e m e k  lab ora tór iu m ai n éh á n y  k é m c ső v e l é s  fő z ő 
p oh árra l v o lta k  e llá tva , m a m ár  az  e lek tro n ik a  e z e k b e  is  b ev o n u lt. A  p H -m é rő k tő l a gáz- 
k ro m atográ fok ig , a K jeld ah l a u to m a tá k tó l a tö m eg sp e k tr o m é te r e k ig  é s  a szá r ító m ér leg ek 
tő l a N IR -k é sz ü lé k e k ig  feszü l a k o rszerű  k észü lék ek  íve , a m e ly ek  az é le lm iszera n a lit ik á t  
m e g v á lto z ta ttá k  é s  to v á b b fe jle sztik . A m íg  r ég e b b en  m é g  2  n a p o t ig én y e lt  az am in osav -  
e le m z é s , a d d ig  m a m ár  a n agyn yom ású  fo lya d ék k ro m a to g rá fia  (a  továb b iak b an : H P L C )  
e g y  órán  b e lü l le h e tő v é  te sz i a m eg h a tá ro zá st.

A z  é le lm isze r ek  k o ffe in m e g h a tá ro z á sa  tö b b ó rá s  id ő rá fo rd ítá st ig én y e lt, m a azo n b a n  k e
rek en  5 p erc  a la tt e lv é g e z h e tő .

E ze k  a p é ld á k  azt m u tatják , h o g y  k o rszerű  lab o ra tó r iu m b a n  a H P L C  e le n g e d h e te t le n ü l  
szü k ség es . A lk a lm a zá sa  a n e h e z en  il ló  v e g y ü le te k  g á zk rom atográ fiá s  m eg h atározásán ak  
id eá lis  k ie g é sz íté sé re  nyújt le h e tő s é g e t , a m e ly  csak  sok k a l k e d v e z ő tle n e b b ü l fo g h a tó  m eg  
gázk rom atográ fiáva l -  g o n d o lju n k  csak  az  in jek tá lás b o m lá si fo lyam ata ira , ill. a szü k ség 
k ép p en  k é p z ő d ő  szárm azék ok ra , a m e ly ek  m eg h a tá ro zá sa  id ő ig én y es , ill. a m e ly ek  az  e r e d e 
ti ö s sz e té te lt  e lto r z ító  v á lto z á st ok o zh a tn a k  -  e g é s z e n  a n agym olek u lá jú  p o lim e r  veg y ü le -  
tek ig . A lk a lm a zá sá n a k  h atárát g yak or la tilag  c su p án  az  an yagn ak  az  e lu e n sb e n  v a ló  o ld h a 
tó sá g a  szab ja  m eg . E ze n  e le m z é s i e ljárás m in d en t fe lü lm ú ló  fe j lő d é sé n e k  le g fő b b  e lő n y e  
k é tsé g te le n ü l az  o s z lo p  tö lté s é r e  szo lg á ló  k é m ia ila g  m ó d o s íto tt  an yagb an  van , m in t am i
lyen  pl. az R P -8 , R P -1 8  m e g fo r d íth a tó  fáz isok , ill. a d io l- , n itro -, a m in o - stb . k ém ia ilag  
m ó d o síto tt  fáz isok .

E zá lta l le h e tő v é  vá lt eg yrészt v iz e s  ren d szerek  fe ld o lg o zá sa , m ásrészt az  o s z lo p o k  rövid  
c se r e id e je , am i az e le m z é s  id ő ig én y é t , k ü lö n ö sen  a lé p c ső z e te s  k io ld á st je le n tő s e n  m e g r ö 
v id íte tte . E g y id e jű leg  a s z é le s  k ö rű  a lk a lm azás le h e tő s é g e  révén  a k e z d e tb e n  k ö ltsé g e s  
H P L C  k e d v e z ő  k ö ltsé g -h a sz n o s ítá s i tén y ező iv e l szab ván yos e ljárássá  vált, a m e ly  n em csak  
a v iz sg á ló  in téz m é n y e k n él, h a n em  szá m o s  ipari ü zem  lab ora tór iu m aib an  is m eg ta lá lh a tó . 
M in d egy ik  an a litik u s szám ára  e lv i le h e tő s é g e t  je le n t  az  ö s sz e te v ő k  szátvá la sztá sára  és  
m egh atározására .

A z  elválasztás vezetése (1, 2, 3 )

H a  az e lv á la sztá s  tán yérszám át h e ly ezzü k  e lő té r b e  a k rom atográ fia  áb rázo lá sak or, a 
H P L C -n él tö b b e k  k ö z ö tt te r m é sz e te se n  a gázk rom atográ fia  jö n  szó b a , szem  e lő t t  k e ll tar
tan u n k , h o g y  a fe lb o n tó k é p e s sé g e t  szá m o s  té n y e z ő  h a tározza  m eg.

D ip l.-In g . D r . F red  S c h e u e r  (H B L V A  für C h em . In d u str ie , A -1 1 7 0  W ien , R o se n s te ig . 
7 9 ) k ö z le m é n y e  „ H o ch d ru ck flü ss ig k e itsch ro m a to g ra p h ie  in d e r  L eb en sm itte la n a ly tik ” 
c ím m el a „ L eb en sm itte l-  u n d  B io te c h n o lo g ie ” o sztrák  szak fo lyó ira t 1 9 8 8 /2  szám áb an  j e 
le n t m eg , a m e ly e t S zarvas T ib o r  ford ítá sáb an , a k ia d ó  e n g e d é ly é v e l teszü n k  k özzé.

R
N ,
R ..........................fe lb o n tó k é p e s sé g
N ..........................e lvá la sztá si tán yérszám
a ..........................e lv á la sz tó k é p e ssé g  (sz e le k tiv itá s )
к .......................... k a p a c itá stén y ező
к = (a z  ö s sz e te v ő k  r e ten c ió s  id eje  -  h o lt  id ő /h o lt  id ő )
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A  kapacitástényező  k izáró lag  az e lu e n s  „ e re jé tő l” fü gg. A z  e r ő s  fo ly a d ék o k  gyorsan  
e lu á lják  az e g y es  ö ssz e te v ő k e t , a gy en g ék  lassan . A z  e lvá la sztá s  jav ítása  az  e lv á la sztá s  id e 
jé n e k  n ö v e lé sé v e l csak  b iz o n y o s  tartom án yon  b e lü l к =20  é r h e tő  e l, e z e n  tú lm e n ő e n  az  
e le m z é s  id ő tartam a  n ö vek sz ik  csu p án .

A z  elválasztás tányérszám át az  o s z lo p  e lvá la sztá si te lje s ítm én y e  je lle m z i é s  e z  arán yos az  
o sz lo p  an yagán ak  a lk a lm asságáva l, á tfo ly á si se b e ssé g é v e l, va lam in t az o s z lo p  h osszáva l. A z  
an a litik u s ren d szer in t azo n b a n  csak  az á tfo ly á s  s e b e s sé g é r e  é s  az o s z lo p  h o sszára  tu d  b e 
fo lyást gyak oro ln i, a m e ly n é l ü g y e ln ie  k e ll arra, h o g y  az  o s z lo p  h o sszá n a k  k é tszeresre  v é te 
lév e l (an n ak  m in d en  hátrán yával, p l. a n ö v e lt  n y o m á sv e sz te ség g e l)  az  e lv á la sztá s  jav ítá sá 
nak csu p án  m in te g y /2-sz er e sé t éri e l.

A  szelektivitás  az  e lv á la sztá sn a k  az a része , a m e ly  leg in k áb b  le h e tő v é  te sz i a  v á lto z ta tá st.  
E z  a le h e tő s é g  a k k or  nagy, ha az  e lv á la szta n d ó  ö ssz e te v ő k  a m o z g ó  é s  az á lló  fáz issa l le h e 
tő le g  e lté r ő e n  e r ő s  k ö lc sö n h a tá st m u tatn ak . M íg  azo k  a gázk rom atográ fiáb an  csak  az á lló  
fázis  m egvá lasztá sa  útján b e fo ly á so lh a tó k , a H P L C  e s e té b e n  n em  csak  az á lló , d e  m o zg ó  
fázis  ( 1. 1. á b rá t) á lta l is m ó d o síth a tó k .

Ak z e p t o r

1. ábra: A  fo rd íto tt-fá z isú  k rom atográ fiáb an  a lk a lm azo tt e lu e n sek  (3 )  sze lek tiv itá s i tu 
la jd on sága i
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Közel változatlan eluens-erősség mellett az eluensek kölcsönhatásának megválasztása
által lehet az elválasztást optimalizálni (2. ábra)

2. ábra: P é ld a  az  o p tim á lis  e lvá la sztá sra  D u  P o n t (1 )  szer in t

1)  fe n o l
2)  p -n itr o -fen o l
3 ) 2 ,4 -d i-n itr o -fe n o l
4 )  o . k ló r -fen o l
5 )  o .n itr o -fe n o l

É rzékelők  (d e te k to r o k )

6)  2 ,4 -d im etil-fe n o l
7 ) 4 ,6 -d in itro -o -k rezo l
8)  p -k ló r-m -k rezo l
9 )  2 ,4 -d ik ló r-fen o l

10)  2 ,4 ,6 -tr ik ló r -fen o l
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A z  an y a g k ev erék ek  e lv á la sztá sa  m e lle tt  fo n to s  k ö v e te lm é n y  az e g y es  ö s sz e te v ő k  k im u ta 
tása: az é rz é k e lé s . A z  ö s sz e s  a n y agcsop ort szám ára  n in cs á lta lá n o s  é r z é k e lő  é s  v a ló sz ín ű 
le g  a jö v ő b e n  sem  le sz , m ive l az  anyagi k ü lö n b ö z ő ség e k  é s  azok  fizik ai tu la jd on sága i, a m e 
lyek en  az e lté r ő  k im u ta tási le h e tő s é g e k  a lap u ln ak , ig en  szétágazóak .

Érzékelés a  ibolyántú li (U V ) és a  lá tható  (V IS ) fé n y  tartom ányában

A z  U V -V I S -é r z é k e lő  a leg in k áb b  e lte r je d t d e te k to r  je le n tő s  é rz é k e n y ség e , sze lek tiv itá sa  
é s  a k iter jed t lin eá r is  tartom án ya  k ö v e tk ez téb en . T o v á b b á  érz é k e tle n  a h ő m ér sék le t-in g a 
d o zások ra  é s  ren d szer in t a szak aszos  e lú c ió  e s e té n  is zavarta lan u l a lk a lm azh ató . A  h u llá m 
h o ssz  m egvá lasztá sáva l (3 . áb ra ) sze lek tiv itá sa  m é g  továb b  n ö v e lh e tő  é s  a ro sszab b an  e lv á 
la szth a tó  v e g y ü le te k  is m é g  jó l é rzék e lh e tő k .

3 0 0  nm

В 6

1 ------------------ 1-------------------- 1 
2 8 14 mi r

3. ábra: A  B 6-v itam in  m eg h atározása  H ew lett-P a ck a rd  szerin t.
A  h u llá m h o ssz  m egvá lasztá sa  é s  a sze lek tiv itá s

T o v á b b i le h e tő s é g  az e le m z é s  fo lyam ata  a la tt a h u llá m h o ssz  vá ltásáva l é r h e tő  e l, am i a 
m egh atározás  le h e tő s é g e it  javítja (4 ) .

M in d egy ik  k rom atográ fiá s  e ljárás gon d ja  ab b an  a le h e tő s é g b e n  á ll, h ogy  az e lu á lt  anyag  
sze r k e ze té t, ill. a c sú cs  tisz ta ságá t h a tározzu k  m eg . A  d ió d a so r  d e te k to r  d ö n tő  e lő n y t kí
nál. E z  a d e te k to r  le h e tő s é g e t  nyújt a legröv id eb b  id ő n  b e lü l (m s  ta rtom án yb an ) U V -V I S  
sp ek tru m  fe lv é te lé re , az  an yagró l é r ték es  a d a to k  n yerésére , ill. o p tim á lis  h u llá m h o sszo n  
a d o tt e se tb e n  m en n y iség i k iér ték e lé s  e lv é g zé sér e . H a  e z e n  tú lm e n ő e n  a csú cs  k ü lö n b ö z ő  
h e ly e in  sp ek tru m o t v eszü n k  fe l, ak k or ezá lta l k ön n yen  e l le h e t d ö n te n i, h o g y  e g y sé g e s  
an yagró l v a n -e  szó , ill. k ü lö n fé le  e g y ü ttese n  e lu á lt ö s sz e te v ő k tő l (4 . áb ra).
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4: ábra. A  c sú cs  e g y sé g e s  vo ltá n a k  fe lü lv izsgá la ta  d ió d a so r  é rzék e lő v e l.
A  c sú cs  e g y sé g e s  v o ltá n a k  v izsgá la ta  sp e k tr u m -ö ssz eh a so n lítá ssa l ( tö b b  za
m a ta n y a g ) a )  tisz ta  ö s sz e te v ő k  egym ásra  h e ly e z e tt  csú csai; b )  e g y b eo lv a d t  
c sú cso k  sp ek tru m a in a k  e g y b e v e té se

A  k ö z v e te tt  fo to m é te r e s  é s z le lé s  IP D  (6 ,7 )  a lk a lm azása  k iter je sz th e tő  U V -V IS -r e  n em  
ak tív  v e g y ü le te k r e  is. A z  e lu e n s h e z  U V -V I S  ak tív  v e g y ü le te t ad ago ln ak , a m e ly  m eg h a tá ro 
z o tt  a la p a b szo rp c ió t id é z  e lő . A z  in ak tív  v e g y ü le te k  (ú n . „ U V -á te r e sz tő k ”)  e lu ác ió ján á l j e 
let („ n eg a tív  c sú c s o t”)  é sz le ln e k  (5. áb ra )

Io n o s  v e g y ü le te k  e s e té n  le h e tő s é g  m u ta tk oz ik  „ io n p á rk ép zés” d e tek tá lá sra  U V -a k t ív  e l
len io n n a l az  e r e d e ti  U V -in a k tív -v eg y ü le t é sz le lé sé r e .

M in ta + + E lle n io n  ---------------------M in ta + E lle n io n ’
U V -in a k tív  U V -a k t ív  U V -a k tív

Elektrokémiai érzékelő

A z  e lek tr o k é m ia i d e te k to r  (E C D )  m é lta t la n u l k ev éssé  f ig y e lem b e  v e tt  é rz é k e lő , a m e ly  
o x id á lh a tó , ill. r ed u k á lh a tó  v eg y ü le tek  k im u tatására  a lk a lm azh ató . A z  é r z é k e lő  ce lla  3 
e le k tr ó d b ó l á ll. A  m u nka é s  a v o n a tk o z ta tó -e le k tró d a  k ö zö tt sza b a d o n  v á la szth a tó  p o te n 
c iá lk ü lö n b sé g e t á llítan ak  e lő . A z  e lu á la n d ó  v e g y ü le tte l v é g b e m e n ő  e lek tro k ém ia i reak ció  
so rá n  k e le tk e z ő  áram ot s eg é d e le k tr ó d d a l v eze tjü k  le  é s  az szo lgá lta tja  a m é r és  je lé t . A z  
ö s sz e s  v eg y ü le t d e te k tá lh a tó  ily  m ó d o n , a m e ly  k erek en  - 1 V  - + 1,2 V  tartom án yb an  
e lek tr o k é m ia i reak ció t vá lt ki (6 . áb ra). A  p o la r izá c ió s  fe szü ltség  v á ltozta tá sáva l m e llé k e l
ten  a n em  é rd ek es , ill. a zavaró  c sú cso k  d e tek tá lá sa  k io lth a tó  ( 11).
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5. ábra: A lifá s  a m m ó n iu m v eg y ü le tek  6. ábra: A n tio x id á n so k  m egh atározása  
d etek tá lá sa  1PD  eljárás seg ít-  E C D -ra l (1 0 )
ség é v e l id ő  p ercek b en

Törésm utató érzékelő

Itt o lyan  n em  sze k e tív  d e tek to rró l van  szó , a m e ly  az ö s sz e s  an yago t regisztrálja , a m e ly  a 
m o z g ó  fáz istó l e lté r ő  tö r é sm u ta tó t ad. A  je l ann ál nagyob b , m in él n agyob b  a tö r é sm u ta tó 
k ü lön b ség . K ev ésb é  érzék en y , m in t az U V -é r z é k e lő  é s  a szak aszos  e lú c ió ra  ren d szer in t 
n em  h aszn á lh a tó .

Fluoreszcenciás érzékelő

V a la m en n y i an yag  a m e ly  flu oreszk á l, ill. a m e ly b ő l flu o reszk á ló  szárm azék  á llíth a tó  e lő ,  
e zze l az é rz é k e lő v e l m eg h a tá ro zh a tó . É rzék en y ség e  fe lü lm ú lja  az U V -é r z é k e lő é t . E zze l a 
d etek torra l azo n b a n  k ü lö n ö sen  ü gyeln i kell az e lu e n se k  tisztaságára , m ivel a szen n y ezések , 
ill. az  o x ig én -n y o m o k  c se k é ly  m en n y iség e i m ár k io lth atják  a flu o reszcen c iá t.

A n tio x id á n so k  e lek tro k ém ia i d e tek tá lá sa . A  k rom atográ fiá s  fe lté te lek :
O szlop : U ltra sp h ere  O D S  5 д , 250x4,6  mm ; m o zg ó  fázis: a ceto n itr il (0 ,05  m  fo sz fo rsa v  

p H  3,3  / 8 0 /2 0 / ) ;  é sz le lé s:  0 ^ , =  + 800  m V , 1 = 10 nA; 1 = N D G A , 2 = B H A , 3 = B1IT; k o n 
cen trációk: m in d en k o r  20 n g /20/ri.
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145. o ld a l 2., 2 .a ., .3. ábra h e ly e tt  a 161. o ld a l 3., 4 . ábra
146. o ld a l 4 ., 5 ., 6 . ábra h e ly e tt a 162. o ld a l 5 ., 6 . ábra é s  
148. o ld a l 7. ábra h e ly e tt  a 163. o ld a l 7., 8 . ábra

A  n yom d a i h ib a m iatt a S zerző k tő l sz ív es  e ln é z é s t  kérünk .
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