NAGYNYOMASU FOLYADEKKROMATOGRAFIA

Néhany szempont az élelmiszeranalitikai alkalmazashoz

H. ENGELHARDT*

1. Bevezetés

A korszer(i oszlop folyadékkromatografia, az angol kezdébetiikb6l dsszeallitott szoként HPLC
vagyis High Performance (eredetileg Pressure) Liquid Chromatography — nagy hatékonysagt
(eredetileg nyomaésu), illetve intenziv folyadékkromatografia, az utébbi 20 évben a korszer( la-
boratériumok nélkildzhetetlen elemzési eljarésava fejlédott (1—4). Az alkalmazas lehet8ségei
— agazkromatografiaval kiegészitve — anehezen ill6, ill. abomlas nélkl el nem parologtathatd
vegyuletek elvalasztasatél a polimer vegyiletekig terjednek (5). Az eljaras rohamos fejl6dése
akémiailag kotott, elsésorban forditott fazisok (reversed phases) bevezetésének kdszonhetd, ahol
amintakat kdzvetlenil vizes oldatbdél lehet a kromatogréafias rendszerbe vinni. A 10/um-nél kisebb
szemcseatmérdj i oszloptoltetekkel hatékony elvalasztasokat révid idén belil, azaz jelentds elem-
zési sebességgel lehet elvégezni. A jelenlegi standard a 25 cm hosszd, 10000-es tanyérszamu
elvélaszt6 oszlop. A pumpékkal eldallithatd (tobbnyire 400 bar) nyomés korlatozza a legfeljebb
elérhet6, mintegy 200000-es tanyérszamot. Ez azonban mégsem héatrany, mert a folyadékkro-
matogréafidban aszelektivitds— agazkromatografiaval szemben— az eluensek megvalasztasaval
széleskdr(ien valtoztathato, optimalhat6. A kapillaris oszlopok, amelyek a gazkromatogréafiaban
jelentds felbontéast tesznek lehetévé, a folyadékkromatografidban szinte alig nyernek gyakorlati
alkalmazast, mert nem rendelkeziink olyan detektorokkal, amelyek a komponensek érzékeny
és igen kis (1 nl-es) térfogatban torténé kimutatasat lehet6vé tennék (6).

A sokrét(i faradozasok ellenére az elvalasztd oszlop eluatumaban a minta elvalasztott kom-
ponenseinek érzékeny detektaldsa még mindig nehézséget jelent, ami a HPLC altalanos alkal-
mazasat korlatozza. A lathaté, ill. az ultraibolya sugarakat abszorbedl6, ill. azok hatasara
fluoreszcens sugarzast kibocsaté anyagok detektaldsa nem jelent gondot. Erésen abszorbeald
komponensek analitikai kimutatasa a ng tartomanyban is kénnyen megoldhat6. Epp az élelmi-
szerkémia szamos fontos anyaga (pl. zsirok, cukrok stb.) azonban a kedvezd hulldamhossztar-
toményban nem mutat kielégit6 abszorpciét, igy kell6 érzékenységgel nem detektalhats. A
nyomelemek (pl. a kontaminansok) kimutatasa is jelent6s kdvetelményeket tdmaszt a kroma-
tografias rendszerrel szemben. Ezért a kovetkezékben meg kell kisérelni azoknak a lehetdsé-
geknek a feltarasat, amelyekkel ezek a korlatok elkerilhet6k: a kimutatas érzékenysége jobb,
a mindségi azonositas biztosabb.

2. A kimutatés érzékenységének javitasa kis 4&tmérdgjd oszlopok (Micro bore columns) alkal-
mazésaval

A mintasdvnak a kromatogréafias oszlopon bekovetkezd vandorlasa soran savszélesedés, az
anyag higuléasa kdvetkezik be, vagyis a mintadsszetevok szétvalasztasakor az elvalasztott sdvokat
az eluens folytonosan higitja: a komponens koncentracidja és igy a cslicsmagassag csokken.
Ebbédl kdvetkezik, hogy a HPLC-ben kizarélagosan hasznalt, koncentraci6érzékeny detektorok
érzékenysége is csokken. Minél kisebb a savszélesedés, annal nagyobb a cslicsmagassag és igy
akoncentréacid. Ezt Ugy érik el, hogy kis szemcseatmér6ji oszloptdltetet alkalmaznak (a nagyobb
szemcseszdm kisebb savszélesedésnek, csekélyebb higuldsnak felel meg), s ez nagyobb érzé-
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kenységet eredményez. A kilonleges elvalasztési feladathoz sziikséges (adott szelektivitast) ki-
sebb részecskékkel toltétt, rovidebb oszloppal csokkentett elemzési id6 alatt sikeril az elvalasztast
megoldani (7). Jelenleg anagyobb elvalasztasi sebesség és érzékenység érdekében 3/um atméréji
szemcsékkel toltott, 3— 6 cm hosszu oszlopokat alkalmaznak (8). Korszer( késziilékkel szemben
alapvet§ kovetelmény a kis holttérfogat (rovid, 0, 25 mm-nél kisebb bels6 atmérgjli 6sszekotd
csdvek) és a kis iddallandéja detektor.

Az (n. micro bore oszlopok (9). nyommennyiségek kimutatasara jol alkalmazhatok. Altala-
nosan hasznéalatosak az 1—2 mm bels6 atmér6jl oszlopok. Valtozatlan mintamennyiség esetén
az oszlopatmérd csokkentésével a csticsmagassag vagyis a koncentracié 4— 16-szorosara no-
velhet6. Az 1. dbra bemutatja ezt 4, 2 és 1 mm-es bels6 atmérdj(i oszlopon, amelyeknél azonos
mintamennyiséget vittek fel mindegyik oszlopra (10). Természetesen a 4 mm belsé atmérdjdi
oszlopon 16-szoros mintamennyiség azonos terhelést jelent.
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1. abra. A Kkis bels6 atmér6jl elvalasztd oszlopok elényei azonos mennyiség esetén.
Az oszlopok méretei: 250X2, ill. 4 mm és 300X1 mm.
A toltet: RP 18, szemcsemérete 10 Aim, az eluens: metanol.
A minték: fenol (k.=0), antracén (k.=0.5), krizén (k.=1,6)
A minta mennyisége mindenkor 1.
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A nyomelemek kimutatasara a mikrooszlopok el6nye valéban csak akkor érvényesilhet, ha
kell6en érzékeny detektorral rendelkeziink, amely megfelel§ kis cellatérfogatban megtartja a
detektoroknak a normal elvalaszt6 oszlopoknal alkalmazott rétegvastagsagot. A mikrooszlopok
Uizemeltetéséhez szlikséges kis térfogatsebességhez (50— 1007il/perc 1 mm belsé atméréjd osz-
lopoknal) méas pumpak, a maximélisan kb. 1Al mintatérfogatok miatt pedig médositott minta-
bemérdk szikségesek. A HPLC gyakorlatdban nagy tapasztalat sziikséges, hogy a készilék
hatésat a kromatogréfids eredményekre vonatkozéan megismerjik és kikuszoboljik. Szigora-
an korlatozott mintamennyiség esetén a kromatografias elemzés el6nyds. A kisebb térfo-
gatsebesség eluens megtakaritasat teszi lehetdvé.

3. Mintael6készités és mintakoncentralas oszlopvaltassal

A bonyolult dsszetétel(i mintak vizsgalatat mar csak a HPLC-oszlop kimélése szempontjabdl
is gyakran mintael6készités, azaz azavard dsszetevok eltavolitasa el6zi meg. A régebben szokéasos
sokoldall szétvalasztasi lépések helyett manapsag a szorpciés el6tisztito l1épésekhez alkalmas
allé fazisok allnak rendelkezésre. Ezekkel a zavaré anyagokat a kromatogréafias késziilék el6tt
alegkiilénbdz6bb toltetekkel lehet eltavolitani. Ezt a mintael6készitést két hatutas valtdszeleppel
lehet kozvetlendl az elvalaszt6oszlop el6tt, ,,on.line” megvaldsitani. A megfelel§ elrendezést
a 2. dbra mutatja (11).

A mintét tébbnyire rovid oszlopon valasztjak el. Az el6tétoszlop eluatuma tartalmazza a meg-
hatarozand6 komponenseket, amely a masodik hatutas szeleppel csatlakoztathaté a féoszlophoz.
A meghatarozand¢ frakciét tartalmazé részletet viszik a féoszlopra (heart cut). A két oszlop

Ventil! Ventil 2
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2. abra. Az oszlopok csatlakoztatasanak vazlatos elrendezése a mmtak el6zetes tisztitasara,
ill. dusitasara.
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egymassal csak az atvitel id6tartama alatt van dsszekétve. Amig a féoszlopon elvégzik a szét-
vélasztast— célszer(ien, ha erre masik pumpa all rendelkezésre — az el6tétoszlopot regeneraljak,
ill. ismét mintaval terhelik. A harmadik szelep lehet6vé teszi, hogy az el6tét-, ill. a féoszlopot
adetektorral valtakozva 6sszekapcsoljak vagy ne kapcsoljak dssze. Az elgtétoszlop allé fazisanak
alkalmas megvalasztasaval és aféoszlophoz valé illesztésével, az oszlopvaltassal asavszélesedést
korlatozni lehet. Ennek sorén kedvez6, ha a meghatarozandé komponens az el6tétoszlopon ke-
véshé erdsen kotddik, mint a féoszlopon. Miutan a mintat mind az el6tét-, mind a féoszlopon
atengedték az eluenst természetesen valtani, azaz elualokészségét novelni kell. A forditott fazisok
kombinalasakor az el6tétoszlopban révid alkilcsoportok, a féoszlopban pedig RP CI8 csoportok
alkalmazasa elényos.

Hasonlé dsszedllitassal anyagok dusitasa is lehetséges, ha a minta koncentracioja kicsi. Vi-
szonylag apolaris anyagokkal ez kdnnyen elvégezhetd. A dusitasi tényez6t ilyen esetben 1:100
aranyig lehet novelni. A 3. dbra koffein disitasat mutatja koffeinmentesitett kavébol, valamint
a dusitasi folyamat reprodukalhatésagat(12). Esetenként 1,5 ml kavéfdzetet (8)0,4 g kavét 10
ml forrd vizzel vesz fel) 10 mm hosszU el6tétoszlopon dusit. A koffein cstcsa a 3. dbran meg-
felel 0,05% koffeintartalml k&vénak. Az eljaréssal a klorogénsav egyidej(i meghatarozasa is
lehetséges.

Ez a dusitasi mod alkalmazhaté még vizben jol oldédé polaris anyagokra is apolaris minta-
Osszetevok jelenlétében, de ebben az esetben csak viszonylag kis dasuldsi tényez6 érhet6 el.

J. dbra Nyoramennyiségek dUsitasa: koffeinmeghatarozas koffeinmentesitett kavéban
Mintamennyiség: 1,5 ml k&vépor 0,4%-0s vizes oldata
El6tétoszlop: 10X4 mm-es Hypersil ODS-sel tdltve
F6oszlop: 250X4 mm-es Lichrosorb RP 18
Eluensek: dusitasra viz, elvalasztasra acetonitril+0,015 m H3PO4 (10—90)
Haromszoros ismétlésnek kell a reprodukalhatésagot igazolnia.
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Mindezek ellenére az eljaras alkalmasnak latszik italokban vizoldhat6 vitaminok (pl. B2 vitamin)
mennyiségi meghatarozasara is (11).

Meg kell jegyezni azonban azt, hogy az ilyen oszlopvaltassal végrehajtott dusité és megha-
taroz6 eljaras optimalasa viszonylag jelentds id6raforditast igényel és az eljaras ezért elsésor-
ban rutinmeghatéarozasokra latszik alkalmazhaténak. Ez vonatkozik kiléndsen arra az esetre,
amikor a meghatarozandé komponensek és a zavard dsszetevk kozott a szorpciderdsség ki-
I6nbsége nem elég nagy. Ha a hasonléan abszorbeal6dé anyagok koncentracidja nagy a reten-
ci6s idok jelentéktelen ingadozésa az elemzési adatok (csticsveszteség, nem kivanatos 6sszetevék
megjelenése a féoszlopon stb.) értékelését megbizhatatlannd teszi.

4. A HPLC osszekapcsolasa UV/VIS-spektroszképiaval

A kromatografias eredmény a HPLC-ben els6dlegesen csupan mennyiségi. A detektorok meg-
adjak az oszloprdl elualédé anyagok koncentracioit g/ml-ben. A minéségi hozzarendelés csak
kozvetve, a megfelel§ dsszehasonlité anyagokkal val6 egyeztetés, a retenciés id6k alapjan le-
hetséges. A min6éségi eredmények biztonsaga érdekében célszer( az elvalasztast legalabb egy
masik rendszerben megismételni. Emiatt kisérlik meg a HPLC-t mas fizikai-kémiai elemzési
eljarassal 6sszekapcsolni.

Afolyadékkromatogréfia kdzvetlen 6sszekapcsolasa mas fiziko-kémiai elemzési eljaréssal za-
vartalanul csak az UV/VIS spektroszkdpiaval sikertlt. Az IR-spektroszképiaval torténd dssze-
kapcsolas elvileg lehetséges, de a hasznalhaté kromatogréfias eluensek megvélasztasa erdsen
korlatozott és az IR-tartomanyban aviszonylag kis fajlagos abszorbancia miatt viszonylagjelentés
mintakoncentréacié sziikséges. Ugyanez vonatkozik az NMR-spektroszkoépiaval val6 ésszekap-
csolasra is. A tdmegspektrometridval (MS) torténd sszekapcsolas eluens-megosztassal (split)
(13, 14.), ill. mikrooszlopokkal és Ujabban thermospray-ionizéacioval lehetséges (15, 16.) Az
utébbi eljarassal mind pozitiv, mind negativ.ionokat lehet el6allitani és értékelni. A készllékek
jelentds kéltsége azonban erésen korlatozza rutinszer( alkalmazésukat. Ennek kovetkeztében
az itt alkalmazott ionizacios eljarasokat szinte kizaroélag az eluatummal befogott anyagok mo-
lekulacstcsainak, ill. molekulatdmegének meghatarozasara alkalmazzak. A molekulatdredékek
képzdédése igen ritka, igy a szokasos tomegspektrometrias informéacidtartalom nem érhet§ el,
csak ha lehetséges az igy nyert molekulaiont egy masodik témegspektrométren széttordelni
(HPLC/M5/M5-6ssze kapcsolas).

A folyadékkromatogréfidnak az UV/VIS-spektroszképidval torténd kozvetlen ésszekapcso-
léséra jelenleg szamos diodasor-detektor all rendelkezésére. A készllékek (ehhez alapfeltétel

megfeleléen csatlakoztathatd szamitégéprendszer) lehet6vé teszik a kromatogram (koncentra-
ciok valamely hulldamhosszon az adott id6ben) és a UV-spektrum (a hulldmhossznak megfele-
16 extinkcio) egyidej(i felvételét. Ez az Un. haromdimenziés abrazolas (3D-Plots) kiilénosen
szines képerny6n igen hatasos, de meggy6z6 erejik a kromatografus szdmara ennek ellenére
igen korlatozott (pl. a nagy abszorpcids csticsok mas komponensek csucsait eltakarhatjak, ame-
lyek csak a haromdimenziés abrazolasok tukrozése Gtjan valnak felismerhetdkké). Sokkal meg-
gy6z6bbek agrafikus abrazolasok, amelyeknél az azonos abszorpci6ju pontok, mint atérképeken
a magassagvonalak, egymassal dssze vannak kotve. Fontos kiegészit6 informéaciokat kapunk a
csucs tisztasagarol, azoknak a spektrumoknak az 6sszehasonlitasa altal, amelyeket a cstcs fel-
, majd pedig aleszall6 agan vettiink fel. igy az azonos kromofor csoportokkal rendelkezé kom-
ponensek (azonos vegyuletcsoportbdl) is igen kdnnyen felismerhetékké valnak.

A 4. &dbra zdld kavé vizes kivonatanak kromatogram-részletét mutatja (17). A kromatogram
mellett a kiilonbdz6 idépontokban felvett UV-spektrumok is szerepelnek. Ez&ltal lehet6vé valt
acsucsok anyaganak azonositasa. A 6,52 percnél elualédé csucs egyértelmden a koffeinnek felelt
meg. A spektrumok felmend (6,47 perc) és leszall6 aga (6,58 perc) jellemzd. A cslics nem tar-
talmaz més 6sszetevét. A spektrumok dsszehasonlitasaval a klorogénsav kiilonbdz6 izomérjei
azonnal felismerhet6k. igy ha a kiilonbozd dsszetevék egyuttesen eludlodnak, azok akkor is
konnyen meghatéarozhaték (pl. a jobb oldali spektrumfelvétel, a spektrumot a 8,22, ill. 8,42
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4. &bra Diodasor-detektor
Kromatogram-részlet bemutatasa az egyes komponensek UV-spektrumaval.
Z6ld kavéextrakt (Robusta) vizes kivonatadnak kromatografiaja.
Elvalasztas: RP 18-on gradiens eluciéval.
A eluens: 0,5%-0s foszforsav; B eluens: metanol
A program idétartama 10 perc

percben vették fel). Ennek soran nélkiilozhetetlen, hogy a nyers adatokat a szamitdgép elrak-
tarozza és a tovabbiakban feldolgozza. Példaul elvégezheti az egyes komponensek mennyiségi
meghatarozéasat mindenkor az abszorpciés maximumban, de akalibraciés gorbe szélesebb, linearis
tartomanyat is feldlelheti.

Ezen tilmenden ez az abszorpcids spektrumok (a spektrumok maximuma, minimuma és le-
futasuk, a normalizalt spektrumok tartomanyanak integralasa és annak lefutdsa altal stb.) azok
retencids ideje és karakterisztikija még a spektrumkonyvtarban megtalélhaté spektmmok ada-
taival is dsszehasonlito, igy lehetévé valik a keverékekben az ismert komponensek egyértelmdi
mindségi azonositasa (18). Ehhez a feladathoz a szamitogép-raforditas nem tulzottan jelent6s,
természetesen a kromatogréafia korilményeit allandénak kell tartani, mivel az abszorpcié helye
és er@ssége az UV-spektrumok esetén szolvokrom hatassal jelentdsen befolyasolhatd. llyen sza-
mitogépes eljaréssal lehetdség mutatkozik olyan anyagok egyértelmd azonositasara, amelyek
spektrumai kis hullamhossznél csak végabszorpci6t mutatnak. Természetesen az ilyen dssze-
hasonlitasnal a minta koncentréci6ja nem lehet kevesebb 10 ppm-nél, mert killénben a szamitégép
zaja hibés értékelést okozhat.

5. A kimutatas érzékenységének javitasa szarmazékképzg reakciokkal

A kimutatas érzékenységének javitasara szines szarmazékok el6allitasara a mintdk kompo-
nenseinek elvalasztasa el6tt vagy utan keriilhet sor. A hagyomanyos eljarasnal az elvalasztas
el6tti szarmazékképz6 reakcio alkalmazasa esetén egyaltalan nincsenek korlatozasok. Kedvezd
mindenesetre az elvalaszt6 rendszert Ggy optimalni, hogy a reagenssel esetleg képz6d6 mellék-
termékek a minta meghatérozandé komponenseitél elvalva elualédjanak, hogy azok a megha-
tarozést ne zavarjak. Az 5. dbra a zsirsavak fenacilésztereinek szakaszos eluci6jara mutat be
példat zsirhidrolizdtumbdl (18). Esetenként az elvélasztast megel6z6 szarmazékképzés a
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Grédiens-elucié RP 18-on
A eluens: 70% acetonitril vizben, B eluens: acetonitril
A program idétartama 20 perc

mennyiségi meghatarozast megneheziti. Példaul atobb funkci6s csoporttal rendelkezd vegyuletek
gyakran kulénbozé szarmazékokat adnak.

Jollehet az el6tétoszlopos szarmazékképzés tulajdonképpenjellegzetes off-line eljaras, Ujabban
aHPLC-készlllékekhez kiegészitd tartozék jarul, s igy az on-line el6tétoszlopos szarmazékképzés
kozvetlenill az elvalasztéoszlop el6tt lehetséges. Kereskedelemben kaphatok olyan el6tétoszlo-
pok, amelyekkel az aminosavak o-ftal-aldehiddel (OPA) és 9-fluorenil-metil-klér-hangyasav-
észterrel (FMOQ alkotott szarmazékok képzeheték. Az 1. tablazat a szarmazékképzés elényeit
és hatranyait foglalja dssze az elvalasztas el6tt és utan.

Az oszlop utan torténd szarmazéleképzés esetén a kémiai reakciéval és a detektorokkal szemben
egészen masok a kdvetelmények (19). Az eluatumban levé anyag és a reagens kozétt lejatszddo
reakcionak teljesnek és mennyiséginek kell lennie és ez alatt a mintasavban zavaré mértéki
diszperzié nem Iéphet fel. A jelent6s diszperzié mindig a kimutatas érzékenységének romlasahoz
vezet. Az eluensnek és a reagensnek természetesen nem szabad egymassal reagélnia. A rea-
gensétdl eltérének kell lennie a reakciétermékek abszorpcidjanak és/vagy fluoreszcenciajanak.
A készilék koltségraforditasajelent6sen nagyobb oszlop utani szarmazékképzés esetén. A reagens
szallitasara az allando atfolyast 16késmentesen szolgaltatd, korrdziéallé pumpa sziikséges. Re-
aktorként toltott oszlopokat, szakaszosan atengedd nyitott csdveket vagy mértani alakzatu nyitott
csoveket lehet alkalmazni(20). A 2. tablazatban a reaktorok kiilonbdz6 detektor-rendszereinek
el6nyeit és hatranyait allitottdk dssze. Az igen lasst (az 5 percet meghaladd idejd) reakciok
esetén a szakaszos rendszer el6nyods, mig a révid (mintegy 1 perces) reakci6idk és agressziv



1. tablazat
Szarmazékképzés az elvalasztas elétt és utan

Elvalasztas el6tt Elvélasztas utan

El6nyok — a reakciofeltétek — az dsszetevok szelektiv
szabad megvalasztasa detektalasa szamos
— a reakcididd tetszés kisér6anyag mellett
szerint véalaszthat6 — folyamatos, teljesen
— standard HPLC készulék* automatizalt eljaras
— standard oszlopok — a szarmazékot nem

ad6 anyagok elvalasztasa
— areagensek és az
eszk0zok a szétvalasztast
nem zavarjak

— a reakcionak nem
kell mennyiségileg

lefutnia

Héatranyok — a reakcionak — megfeleld dsszetett
egyértelmden és készllék kell
mennyiségileg le kell — a reaktorban higit
futnia a reagensadagolas
—————— zavarok és a sdvok kiszélesednek
— a reagensfelesleg — az eluenssel 6ssze
és az eszkdzok kell hangolni a
miatt reagenst és a
------ a tobbfunkciés reakciofeltételeket
vegyuletek sokféle — areagens és a
szarmazéka képzddhet reakcidtermékek optikai
— olykor sziikséges tulajdonségainak
el6tisztitasi 16pés kilénbozniuk kell

— a szarmazékoknak azonos
stabilitastiaknak
kell lennitik

reagensek esetén a hurokszer(en kialakitott reaktorok elénydsek. A diszperziéd hurokszer( re-
aktorok esetén sem fiigg az aramlas sebességétdl.

Oszlop uténi szarmazékképzéshez csatlakoz6 reakciodetektor alkalmazasakor akromatografias
rendszer valtozatlan marad. Az aminosavak elvalasztasa ioncserélé kromatogréafiaval elérhet6.
Korszer( (pl. hurokszer( reaktorok alkalmazésaval és OPA-del az aminosavak apg-tartomanyban
detektalhatok. A 6. dbravorosbor aminosavainak kationcseréld oszlopon val6 szakaszos eluci¢jat
mutatja, ahol a detektalas OPA-reakciodetektorral tortént (21).

A cukrok erésen alkaiikus kozegben (pH > 10) anioncserélén valaszthatok el (22). A redukald
és anem redukalé cukrok kimutatéasa timol/kénsav-reagenssel elvégezhet6 (23). Még ilyen erésen
viszkézus és agressziv reagensek is hasznélhatok. A cukrok kimutatésa optimalis rendszerekkel
ng-tartomanyban is sikertlt (24). A 7. dbra kulonboz6 vidékek fehér borait hasonlitja dssze
eltéré cukortartalmuk alapjan. Mindkét bor teljesen kiforrott volt, mivel fruktéz- és glikdz-tar-
talmuk jelentéktelendl tért el a tobbi cukorétdl. Lehetségesnek mutatkozik a borok kulénbézd
cukrainak koncentracié-viszonyai alapjan a sz6l6k érettségét jellemezni.

*nem érvényes HPLC-késziilékhez kapcsolt automatikus oszlop el6tti szarmazékképzés esetén
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2. tablazat

Reaktortipusok 6sszehasonlitasa a reaktordetektorok szamara

Toltdtt reaktorok Nyitott reaktorok
burkolt légbuborékkal elvélasztott

Elényok — egyszer(ien — egyszer(ien — csekélyebb
el6allithatd eléallithato nyomascsokkenés
— atoltet a reakciéhoz — adiszperzi6 nem fligg — lehetséges hosszabb
megvélaszthatd az aIfoyast 0l reakci6idé
(katalizis) — j6 hdcseréld — tobblépcsds reakciok
— lehetséges nagyobb — a nagyobb hémérséklet kénnyen végrehajthatok
hémérséklet alkalmezésa nem okoz gondot — olcso reagens pumpék

(120 *C-ig teflon, (tdmids szivattyk)
felette acél)

Hatranyok  — dugulds veszély —a nyomasesés — faziselvalasztasnal
— atoltet agressziv adodik egészen az erds keveredés
reagensekkel (Gssznyomésig (a — korlétozott
szembeni stabilitasa tényez6 2—3-szor nagyobb,  hémérséklet-tartomény
— atoltet héfelvétele mint egyenes csoveknél) (g6znyomés)
rossz — acso anyaga
— a nyomésesés dsszeadodik (nedvesedés) befolyasolja
egészen az dssznyomasig a diszperziét

Optimélis 15 Aimes szemcseméret 0,25 mmees belsé &mérs —

felépités hasznélatos 10—25 cm

hossz( oszlopon
3—5 Aimcs szemeseatmér
20 jumres szemcse méret 0,35 mmtes belsd atméré 1 mm-es belsd
&tmér6, az elvalasztasi
gyakorisag mp-ként:
2 buborék
Toltott elvalasztd oszlopok esetén haszndlatos 7—10/um-es szemeseatmérd
Optimélis 5 és 1 perc kozott 0,35 mmres bels§
reakcididd &trér6 esetén
5 és 1 perc kozott 5 perc alatt

0,25 mmees belsé atmérd
esetén
1 perc alatt

Tovabbi el6ny mutatkozik a kémiai reakcio szelektivitasabol adoédéan, ami lehet6vé teszi sza-
mos nem reagalé kiséréanyag mellett egyes anyagok, ill. vegyuiletcsoportok dsszetett rendszerben
torténd kimutatasat. Az el6bb emlitett példa szerint lehet a borban mind az aminosavakat, mind
a cukrokat mindenkor szelektiven detektalni. A tobbi dsszetevd el6zetes vagy utélagos elva-
lasztasa nern torténik meg. A detekci6 ilyen szelektivitdsanak elényei jelentdsek, pl. a zoldségek
karbamat-peszticid maradéka elemzése esetén (25).

Gézkromatografias meghatarozashoz andvényi kivonat koltséges és veszteséges tisztitasa sziik-
séges tobbszords megoszlasi lépéssel. A HPLC esetében reakciddetektorral egyszer(i metanol
extrakciot kovetd centrifugélas elegendd. Amint a 8. dbra mutatja a reakciddetektoros megha-
tarozés mindenkor lehetséges. A kromatogram, amelyet itt UV-detektorral vettek fel, nem tesz
lehetévé azonositéast és mennyiségi meghatarozast. A meghatarozasokhoz itt tébblépcsés rcak-
ciédetektort alkalmaztak. Az els6 Iépésben a karbamétokat natronluggal elszappanositjak, majd
amasodik reakciorendszerben ebbdl metilamint képeznek, amely OPA-del fluoreszkalé vegy-
letet ad és ezt hataroztdk meg mennyiségileg.
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6. &bra Oszlop utani szarmazékképzés, vordsbor aminosavainak gradiens-eluciéja.

Oszlop: kationcseréld szilikagélen, gradiens, litiumcitrat-puffer pH2—pH7,5
Oszlop utani szarmazékképzés o-ftal-aldehiddel, 10 m-es hurokszer( kapillarisban fluorcsz-
cens-detekci6val.

Mintamennyiség: 5/ul.

Az ilyenfajta reakciodetektor-rendszereket egy-egy adott meghatarozasra optimaljak. A vazolt
nehézségek ellenére biztos, hogy a kdzeljov6ben a szarmazékképzési reakciok tovabbi lehet6-
ségeit tarjak majd fel, kiterjesztve ezzel azok alkalmazhatésagi korét.

6. Kilatasok

A HPLC analitikai modszerként vald elterjedése még hatarozottan a névekedés szakaszaban
van. A komponensek kimutatasanak korlatozasa az UV/VIS spektrumtartomanyban nem jar si-
lyos kdvetkezményekkel. A kémiai reakciddetektorban a hatrany megkeriilésének lehet6sége nyit-
va all. Az utébbi id6ben terjed a cseppfolyés (szuperkritikus) gazok, kulondsen a széndioxid
mozg6 fazisként valé alkalmazasa. Ennek elénye az, hogy a nehezen ill§ vegyletek kisebb hé-
mérsékleten és ezaltal kiméletesebben valaszthatdk el, mint gazkromatogréafiaval. Az érzékeny
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1— — b = ™ ~i— = =
0 A 8 12 16 m in
7. dabra Oszlop utani szdrmazékképzés. Cukor meghatarozasa borban.

Elvalasztas: anioncserélé (Dionex HPIC—AS6)

Eluens: 0,15 m NaOH

Oszlop utani szarmazékképzés timol-kénsawal. Reaktor: 10 m hurkszerd kapillaris. Minta-
mennyiség: 20—20 ul 1982 évjarat( Soave és 1978 évjaratl Enter Deux Mers.

Mindkét f6 csics fruktoz és glukoz.

langionizéciés detektorok is hasznalhatdk itt, ami a komponensek érzékeny kimutatasat nem
szines vegylletek esetén is lehetévé teszi. Mindenesetre ekkor széndioxidra, kéjgazra és xenonra
(1 kg: 6000 DM) korlatozddik a hasznalat Minthogy e cseppfoly6s kozegek fizikai-kémiai tu-
lajdonsagai inkabb a folyadékokhoz, mint a gazokéhoz hasonlit, a kapillaris gazkromatografia
nagy hatékonysagat amozgé folyadékfazisokkal biztosan nem lehet elérni, hanem azok ugyancsak
csekély diffuzios tényez6jik miatt kozelebb allnak a folyadékkromatografias oszlopokéhoz. A
nagy forraspontd apolaris anyagok elvalasztasara a szuperkritikus gazokat mozgé fazisként al-
kalmaz6 kromatografia mégis bizonyos el6nydket nyGjthat. Ennek az elvalasztasi rendszernek
a szelektivitasa, még a gaz-, ill. a folyadékkromatogréfiaban eddig alkalmazott allé fazisokkal
is, teljesen ismeretlen. A cseppfolyos kdzegek elualoképessége Ugy latszik srliségukkel ndvek-
szik. Tovabbi elényt jelent a szuperkritikus gazokkal valé extrakcié kombinécidja a kromatog-
rafidval ugyanabban a kézegben. A 9. dbra a mai szemlélet alapjan értelmezi a kromatografias
eljarés el6nyeit harom kiilonbdz6 mozg6 fazis esetén.

A gazkromatografia elényei az elemzés gyorsasaga és a detektorok érzékenysége (pl. a lan-
gionizacids /FID/ és az elektronbefogd /ECD/ detektor stb.). Ezenkivil a gaizkromatogréfia egy-
szer(ien sszekapcsolhaté mas fizikai-kémiai eljarassal, mint amilyen tobbek kozott az MS-, az
FTIR spektroszkdpia. Ha mozgé fazisként cseppfolyds széndioxidot alkalmaznak, akkor az Un.
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8. abra Oszlop utani szarmazékképzés szelektiv detektalasa szamos kiséréanyag mellett.
Karbamét-maradékok (Curaterr) meghatarozasa kelkaposztaban
Kétlépcsds reakciddetektor

Selektivitat

Effizienz Nachweisempfindlichkeif

9. abra A kullonb6z6 mozg6 fazisu (gaz, folyadék, cseppfolyds) kromatografiés eljarasok eld-
nyei
szelektivitas
hatékonyséag érzékenység
LC folyadékkromatogréafia
GC géazkromatografia
SFC szuperkritikus folyadékkromatografia
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SFC (Super Critical Fluid Chromatography)-rél beszélhetlink, amely biztosan ¢sszevethet6 a
gazkromatografiaval. A folyadékkromatogréafia nagy elénye szelektivitasan nyugszik, amely-
ben nemcsak az allé fazisnak van szerepe, hanem jelentdsek a mozgé fézis tulajdonségai. Ha-
tékonysagban sem az LC, sem az SFC nem versenyezhet a gazkromatografiaval. Ezideig
viszonylag kevés adattal rendelkeziink az SFC szelektivitasarol, akar kapillaris-, akar toltott
oszlop esetére is ahhoz, hogy megbizhaté megéllapitast tehessiink erre vonatkozéan. Kulénbo-
26 cégek szuperkritikus széndioxiddal mikddtethetd kromatogréfias készulékei mar kaphatok
a kereskedelemben.

IRODALOM

(1) Kirkland, J. J., Snyder, L. R.: Introduction to Modem Liquid Chromatography, 2nd Edi-
tio, Wiley-Interscience, New York 1979
(2) Engelhardt, H.: High Performance Liquid Chromatography, Springer-Verlag, Berlin
1979 (Deutsche Ausgabe 1977)
(3) Meyer, V.: Praxis der Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie, Diesterweg-Salle,
Frankfurt 1983
(4) Practice of High Performance Liquid Chromatography, H. Engelhardt, ed., Springer-Ver-
lag, Berlin 1986
(5) Glockner, G.: Polymercharakterisierung durch Flissigkeitschromatographie, VEB
Deutscher Verlag der Wissenschaften, Berlin 1980
(6) Guiochon, G. Colin, H. in PL Kucera, ed., Micro Column High Performance Liquid
Chromatography, Elsevier, Amsterdam 1984
(7) Halész, 1., Gorlitz, G.: Angew. Chem. 94, 50 (1982)
(8) Emi, F.: J. Chromatogr. 282, 371 (1983)
(9) Kucera, O.: ed., Micro Column HPLC, Elsevier, Amsterdam 1984
(10) Duhr, M.: Dissertation, Universitdt des Saarlandes, Saarbriicken 1985
(11) Jaumann, G. Engelhardt., H.: Chromatographia 20, 615 (1985)
(12) Engelhardt, H., Jaumann, G., Koénig, Th.: ASIC, Paris 1986; Chemical Abstracts-Zitat:
Collog, Sei. Int. Café (C. R.) 1985, 1lth, 213
(13) Guiochon, G., Arpino, P. J.: J. Chromatogr. 271, 13 (1983)
(14) Arpino, P. J.: J. Chromatogr. 323, 3 (1985)
(15) Alexander, A. J. Kebarle, P.: Anal. Chem. 58, 471 (1986)
(16) Gunther, W.: Labo, Mai 1986, S. 94 ff.
(17) Konig, Th.: Dissertation, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken 1986
(18) Engelhardt, H., Elgass, H.: J. Chromatogr. 158, 249 (1978)
(19) Liliig, B., Engelhardt, H.: in I. S. Knill, ed., Reaction Detection in Liquid Chromatog-
raphy”, Marcel Dekker, New York; 1986
(20) Engelhardt, H., Neue, U. D.: Chromatographia 15, 91 (1982)
(21) Liliig, B.: Dissertation, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken 1984
(22) Rocklin, R. D., Pohl, A. C: J. Liquid Chromatogr. 6, 1577 (1983)
(23) Kakac, B., Vejdelek, Z. J.: Handbuch der photometrischen Analysen, Verlag Chemie,
Weinheim 1974—83
(24) Ohs, P.: Dissertation Universitéat des Saarlandes, Saarbriicken 1986
(25) Engelhardt, H., Liliig, B.: Chromatographia 21, 136 (1986)

142



