AZ ELEKTROFEROGRAMOK/KROMATOGRAMOK
KIERTEKELESE

Oktatasi segédanyag miiszeres analitika gyakorlathoz

Sziikséges elGismeret:

=  Kkapillaris elektroforézis (pl. Miiszeres analitika gyakorlat részeként), vagy

* nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (pl. Miiszeres analitika gyakorlat
részeként), vagy

= gazkromatografia (pl. Miiszeres analitika gyakorlat részeként)

Ezen a gyakorlaton az elektroferogramok/kromatogramok kiértékelésének
legalapvetobb mddszereinek, a kiilonbozo kiértékeld szoftverek mitkodési elvének
tanulmanyozasara lesz lehet6ség. Bar els6sorban a kapillaris elektroforézis (CE)
modszerrel kapott elektroferogramok kiértékelésérol lesz szo, az itt szerepld
fogalmak, moddszerek, matematikai eljarasok altalanosan hasznaltak mas
elvalasztasi modszerek esetén is, és a kiillonb6z6, modern kromatografias
modszerekkel (HPLC, SFC, GC stb.) nyert kromatogramok kiértékelése is
hasonloképpen torténik.

A gyakorlat anyaganak 6sszeallitasakor a Chemstation 3D CE (Hewlett-Packard)
és az Eurochrom 2000 (Knauer) szamitogépes elektroferogram/kromatogram
kiértékeld programok felépitését és miikodési sajatossagait vettiik alapul.



Minden analitikai elvalasztasi eljaras célja, hogy vélaszt tudjunk adni a kdvetkezo
kérdésekre:

1. Milyen 6sszetevokbol all a minta?
2. Milyen koncentracioban vannak jelen az 0sszetevok a mintaban?

Mig az els6 kérdés megvalaszolasaval a mindségi (kvalitativ) analizis foglalkozik,
a masodik kérdésre a mennyiségi (kvantitativ) analizis ad valaszt.

A CE-nél a mindségi analizis alapja az elektroferogramon taldlhatdé csucsok
azonositdsa. Ez egy adott csucs migracios idejének vagy mozgékonysdganak egy
ismert vegyiilet kisérletileg  kapott megfeleld eredményeivel valo
Osszehasonlitdsaval torténhet. Ha wugyanazokat a migracios idoket, illetve
mozgékonysagi adatokat kapjuk, akkor lehet, hogy a két vegyiilet azonos. A
csucsok nagy biztonsaggal vald azonositasanak eljarasa az alabbi:

* Az injektalast megel6zéen adjunk a mintdhoz a kérdéses vegyiiletbol. Az
elektroferogramon igy kapott csucsnak nagyobbnak kell lennie az eredeti
csucsnal, méghozza vall kialakuldsa nélkiil.

» Hajtsuk végre az el6zd eljarast mas elvalasztdsi modszerekkel is (pl.:
micellaris elektrokinetikus kromatografia, HPLC). Ha nem kapunk mas
csucsokat, akkor a csucs azonositasat mar szinte biztosra vehetjiik.

= Teljes bizonyossagal akkor azonosithatunk egy kérdéses csucsot, ha kémiai
szerkezeti informaciodkat is nyeriink a vegyiiletrdl (pl.: CZE-MS technikaval).

A csucsoknak a migracios idejiik alapjan torténd 6sszehasonlitasa allando kisérleti
koriilményeket feltételez. A miikodési paraméterek (pl.: hdmérséklet, a puffer pH-
ja, puffer ionerdssége, stb.) kis mértékli megvaltozasa is hatassal lehet a részecskék
mozgékonysagara, €s igy megbizhatatlanna valhat a cstics azonositasa.

A mennyiségi analizis a minta egy Osszetevljének mennyiségérdl vagy
koncentraciojardl ad informdaciot az elektroferogram egy cstcsanak magassaga,
vagy terlilete alapjan. Mig a cslcsmagassag kozvetlenil leolvashaté az
elektroferogramrol, a csucsteriilet meghatarozasahoz egy integraloegység
(szamitogépes szoftver) sziikséges. Az anyag ismeretlen mennyisége vagy cy
csucsteriileteinek korrelacidja alapjan szamolhato ki. Ehhez két {6 eljaras, a kiilsé
standard és a belsd standard modszerek ismeretesek. Mindkét modszer széles
korben hasznalatos az analitikai kémiaban.



1. A csucsok integralasa

Amikor egy elektroferogramot integralunk, a szoftver

megkeresi az 0sszes csucs kezdetét és végét, és azokat egy kis fiiggéleges
vonassal jeloli meg,

megkeresi az 0sszes csucs csucspontjat, vagyis meghatarozza a migracios
idoket,

megszerkeszti az alapvonalat,

kiszamolja az egyes csucsok teriiletét.

Az integralasi eljaras modjat integracios kiiszobértékek hatarozzak meg. A két
legfontosabb kiiszobérték a jelmagassagra és cslcsszélességre vonatkozik,
melyeket az integralas elétt meg kell adnunk.

A csucsok felismerése

A cstcsok felismerésénél az integratoregység feltételezi, hogy a csucs elsé pontja
az alapvonalon van. Ahogy az integratoregység olvassa az adatokat, folyamatosan
un. mozgoatlagot szamol a csticsszélességi kiiszobértéknek megfeleld szakaszra.
Ha a jel gorbiilete eléri a kiiszobértékként megadott jelmagassagot, akkor ez egy
csucs kezdetét jelenti. Miutan a jel ismét a kiiszObértékek ala esik, az integrator
folytatja az adatok ,letapogatasat” az alapvonalon Gjabb cstcsokat keresve. Egy
pozitiv cstcs felismerésének folyamata a kdvetkezo:
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A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték alatt van: alapvonal kovetése.

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték folott van: cstics lehetdsége.

A meredekség a kiiszobértek f61ott marad: csucs azonositasa.

A gorbiilet negativva valik: eliils6 inflexids pont.

A meredekség negativva valik: cstcspont azonositésa.

A gorbiilet pozitivva valik: hatso inflexios pont.

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobértek alatt van: a csucs végsd szakasza.

A meredekség és a gorbiilet a kiiszobérték alatt marad: a csucs vége, az

alapvonal kovetése.



1. abra
Nevezetes pontok egy cstcs felismerésénél
(A szamok jelentését lasd a szovegben.)

A jelek csucspontjanak (csicsmagassag €s migracios id6) meghatarozasakor az
integratoregység azt hasznalja ki, hogy ott a meredekség pozitiv értékrdl negativra
valt. Az integratoregység megkeresi a csucs legnagyobb adatpontjat, majd a
melette levé masikat, és ezekre egy masodfoku egyenlettel leirhato gorbét illeszt.
Az egyenletet megoldva kapjuk meg a csticsmaximum értékét (1. abra).

Csucsmaximum

-

2. abra
A csticsmaximum meghatarozasa

Néha két cstucs dsszeolvad, kozottiik nincs alapvonal (3. abra). Egy alapvonal-
volgy (BV) és egy volgy-alapvonal (VB) cslics esetén az integratoregység a
csucsokat ugy valasztja szét egymastol, hogy a két csucs kozotti volgypontbol egy



merdleges vonalat hiiz az alapvonalig. Ezutan megkeresi az elsé csucs elejét és
elkezdi az adatpontok gylijtését mindaddig, amig el nem éri a volgypontot, és ezt
kovetden mar a masodik csucs adatpontjait gytijti tovabb.

Volgypont

3. abra
Osszeolvadt csucsok

Akadnak olyan csucsok is melyek oldalan olyan kisebb csucs (vall) talalhato,
melynek felbontasa a nagyobb cstcstél nem lehetséges (4. abra). Ilyenkor nem
talalunk a fOcstcs és a vall kozott volgyet abban az értelemben, hogy a negativ
meredekség nem valt at pozitivra. Az integralé szoftverek mindig jelzik, ha egy
csucsnal vallat érzékeltek, ilyenkor figyelemmel kell lenniink arra, hogy a fOcstics
teriilete tartalmazza a vall(ak) teriiletét is.

Villpont

4. abra
Vallal rendelkezd csucs



Az alapvonal megszerkesztése

A csucs felismerését kovetden az alapvonal megszerkesztését a csucs végsod
terliletének meghatarozasa koveti. Az alapvonal megszerkesztésekor kovetni kell
az elektroforetikus jel futasat (5. abra). Az integratoregység az alapvonalat egyenes
szakaszok sorozataként épiti fel, tulajdonképpen a kovetkezd pontokat kdti dssze:

= az elektroforetikus mérés elso pontja,
» afliggbleges vonasjelek (melyek egy csucs elejét és végét jelzik),
» az elektroforetikus mérés utolso pontja.

Vonasjelek

Alapvonal

5. abra
Az alapvonal megszerkesztése

Minden egyes csucsot egy olyan altalanosan hasznalt kétbetiis koddal lehet
jellemezni, amely megadja hogyan lett az -elektroforetikus alapvonal
megszerkesztve. A kod elso betlije a csucs kezdeténél jellemzi az alapvonalat, mig
a masodik betli a cstcs végénél. A leggyakrabban hasznalt kodjelzések az
alabbiak:

B a csucs az elektroforetikus alapvonalon (Baseline) kezdddik vagy
veégzodik

H a csucs a horizontalis (Horisontal) alapvonalon kezdddik vagy végzddik

N negativ (Negative) csucs

P a csucs akkor kezdddott vagy végzddott, amikor az alapvonal besiillyedt
(Penetrate)
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az integratoregység egy kifejezetten nagy csucsot talalt (,,oldoszercstics”,
Solvent peak)

a csucs ott kezdddik vagy végzodik, ahol érintévonal (Tangent) lett
szerkesztve

a csucs egy volgypontnal (Valley point) kezdddik vagy végzddik

a cstics integraldsa manualisan (Manually) tortént

Az integratoregység bizonyos esetekben modositja a megszerkesztett alapvonalat.
A modositasok a kdvetkezd szabalyok szerint torténnek:

Ha egy csucsndl besiillyed az alapvonal (BP és PB), akkor az alapvonal is
atmegy a cstcs legalso pontjan (6. abra 1.).

Ha egy oldoszercsics nem az alapvonalrol indul, akkor az alapvonal
megszerkesztése ugy torténik, hogy az alapvonal utoljara detektalt pontjabol az
oldoszercsucs kezdetéhez horizontalisan huzunk egyenest (6. abra 2.). (Az
OSHB (Overflow Solvent Horisontal Baseline) jelolés a detektor linearis
tartomanyan tilérd oldoszercsticsra utal.)

Ha egy cstics vOlgyben végzodik, de a volgyet kdvetd csucs teriilete nem éri el
a bedllitott kiiszobértéket, akkor az alapvonalat a alapvonal kdvetkezd valodi
pontjaig vetitodik ki (6. abra 3.).

Az alapvonalhoz lassan visszatér6 (tailing) cstucsok esetén az integraldegység
meghatarozza azt az id6t ami alatt a csucs eléri a felmend, illetve lemend
meredekségi kiiszobot, majd ennek az idének az egynegyedét hozzaadja a
csucsvégehez (6. abra 4.)
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6. abra

Az alapvonal szerkesztésének modositasa



Az alapvonal siillyedésérdl (penetraciojarol) akkor beszélhetiink, ha a jel a
megszerkesztett elektroforetikus alapvonal ald esik. Ha wvalahol alapvonal-
stillyedés kovetkezik be, akkor azon a helyen alapvonalat ujra kell rajzolni.

Alapvonal-
korrekcid elott

Alapvonal-korrekeio utan

7. dbra
Alapvonal-siillyedés

Az oldoszercsucsok lefelé mend szakaszan talalhatd cstcsokhoz huzott érintd
tekinthetd az adott cstics alapvonalanak. Az integraldegység oly modon huzza meg
az érint6t, hogy a csucs eldtti volgypontot koti Gssze a cstcs utani érintdponttal,
ahol a detektorjel meredeksége megegyezik az érintd meredekségével (8. abra).

Erintési
pont

Vilgypont

Erinto

8. abra
Az oldodszercsucson talalhato csucs alapvonalanak meghuzasa érintdmodszerrel



A csucsteriilet meghatarozasa
A csucsok integralasakor az utolso 1épés a cstics teriiletének meghatarozasa.

= Az alapvonal-alapvonal (BB) csticsok teriilete a vonasjelek kozotti
alapvonalszakasz feletti teriilettel egyezik meg (9. abra).

BB
o

flli

9. abra
Alapvonal-alapvonal (BB) cstcsok teriiletének neghatarozasa

= A volgy-volgy (VV) csucsok esetén a volgypontokbol az alapvonalig hizott

merdlegesek és az alapvonal altal behatarolt rész teriiletét kell meghatarozni
(10. abra).
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10. abra
Volgy-volgy (VV) csucsok teriiletének meghatarozasa

* Oldalcsucsok (T) esetén a teriilet az érintd segitségével ujrarajzolt alapvonal
feletti rész teriiletével egyezik meg (11. abra).



* Az oldodszercsucsok teriilete az alapvonalnak a cstcs el6tti utolso, valodi
pontjanak horizontalis meghosszabbitidsaval kapott alapvonal feletti, és az
oldalcsucshoz huzott érint6 alatti teriiletnek felel meg (11. abra).

Oldoszercsucs

Oldalcsacs

11. abra
Az olddszer- és oldalcsucs teriiletének meghatarozasa

Integracios paraméterek

A négy leggyakrabban alkalmazott integracios paraméter a kdvetkezo:

Csucsmagassagkiiszob Az ennél kisebb magassagu jeleket az integrator
elveti.

Csucsteriiletkiiszob Az ennél kisebb teriiletii jeleket az integrator elveti.

Csucsszélességkiiszob Az ennél kisebb félértékszélességii jeleket az

integrator elveti.

Valldetektalas Vall detektalasanak ki/bekapcsolasa.

A csucsmagassaghkiiszob beallitasaval a kisziirendd zaj szintjét tudjuk megadni. A
kiiszob értékénél kisebb magassagl jeleket az integratoregység figyelmen kiviil
hagyja. Ez a kiiszobérték elsdsorban nem a kis csticsok kizarasara szolgal, arra
leginkabb a csucsteriiletkiiszob hasznalatos.

A csucsteriiletkiiszob a kis jeleket terliletik alapjan sziiri ki. A kiiszobértéknél
kisebb teriiletii csticsok nem keriilnek feldolgozasra.

A csucsszelességkiiszob beallitasaval jol szabalyozhato az integrator szelektivitasa,
segitségével megkiilonboztethetjiik a csiicsokat az alapvonal zajatol. A kiiszobérték
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megfeleld beallitasaval ugy szlirhetdk ki zajok, kisebb cstucsok, hogy nem vesznek
el hasznos informaciok. Ha a kiiszobértéket tul alacsonyan hatarozzuk meg, akkor
az integratoregység a zajokat is csucsokként értelmezheti.

A csticsszélessegkliszobot a legkeskenyebb csucs szélességéhez kell allitani. Mivel
az elektroforetikus mérés soran a csucsok szélessége az iddvel altaldban nd,
sziikséges lehet a csucsszélességkiiszob iddprogramozasara, melyre a legtobb
integrald program lehetdséget nyujt. SOt, sok program automatikusan frissiti
(noveli) a kezdeti kiiszobértéket (pl. kiiszobérték=(0,75 x aktualis kiiszobérték) +
(0,25 x az aktualis cstics szélessége)).

Ha a vdlldetektalas aktivalva van, az integratoregység egy Osszetettebb
csucsintegracios algoritmust alkalmaz, mely a vallakat azonositani képes.

A fenti négy integracids paraméteren kiviil sok mas paraméter is ismeretes, ezek
koziil megemlitjik még a csucsszélességi-tartomany  kiisz6b6t, melynek
alkalmazasaval csak a tartomanyba es® csucsszélességgel rendelkezd csticsok
lesznek detektalva (lasd 12. 4bra).

A csucsszélesség- és a csucsmagassagkiiszob értékei nagyon fontosak az
integracios eljaras soran, valtoztatasuk kiilonboz6 eredményekkel jarhat:

= A két kiiszobérték novelése elsdsorban olyan eseteknél hasznos, amikor
fokomponenseket kell detektalni és erdsen zajos kdrnyezetben kell mennyiségi
meghatarozast végezni. A nagyobb csucsszélességkiiszob fokozottabb
jelszlirést okoz, a nagyobb jelmagassagkiiszob pedig a véletlen zajt hagyja
figyelmen kiviil.

= A két kiiszobérték csokkentése az olyan nyomkomponensek detektalasanal és
mennyiségi kiértékelésénél hasznos, melyek magassaga sokszor alig nagyobb a
zaj szintjénél. A csucsszélességkiiszob hatasa kisebb a jelszlirésre, mint a
csucsmagassagkiiszob hatasa.

* Az olyan esetekben amikor széles és keskeny cstcsokat egyarant detektalnunk
kell, a csucsszélességkiiszobot a legkeskenyebb csucsnak megfeleléen kell
beallitani, mig a csticsmagassagkiiszobot annyira kell csokkenteni, hogy a
szélesebb csucsok is detektalhatok legyenek.

Az integracios paramétereket gyakran meg kell valtoztatnunk, kis talzassal azt is
mondhatjuk, hogy minden egyes elektroferogramhoz kiilon paraméterkombinaciot
kell alkalmaznunk. A 12. abra a csGcsmagassag-, cslcsszélesség- €s
csucsteriiletkiiszob hatdsat mutatja be egy elektroferogram 6t csicsanak
integralasara.
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—— Csiicsszélesség-tartomany felsd hatara

F  Csiicsszélesség-tartomany alsé hatara
Csiicsmagassdg- % ///’ : //
. Wy W

12. abra
Az integralasi paraméterek hasznalata

Az integratoregység egy csucsot csak akkor fog integralni, ha a cstics mindharom
kiiszobérték tadmasztotta kdvetelménynek megfelel. A 12. abran lathatd csucsokat
és kiiszobértékeket attanulmanyozva belathat6, hogy az integratornak csupan az 1
¢és 3 jelli csucsokat kell integralnia:

Integracios paraméter 1. csiics 2. csics 3.cstics 4. cstics 5. csiics 6. csiics

Csucsmagassagkiiszob felett felett felett alatt felett felett
Csucsszélesség- belil beliil beliil beliil alatt felett
tartomany

Csucstertiletkiiszob felett alatt felett alatt felett felett
Csucsintegralas? igen nem igen nem nem nem

2. A cslcsok azonositasa

A csucsok azonositasa a minta ismeretlen komponenseinek azonositasat jelenti. A
legtobb  elektroferogramot  kiértékelé program az egyes komponensek
elektroforetikus jellemzoit kiilon tablazatban (Kalibracios tablazat) tarolja. Ezek a
tarolt adatok a komponensek standard oldatainak meghatarozésain alapulnak. A
csucsok azonositdsakor a program a mintaoldat elemzésekor kapott cstiicsokat a
Kalibracios tablazatban tarolt (varhatdé) adatokkal hasonlitja 0Ossze. Az
Osszehasonlitas végrehajtasanal 3 f6 modszer ismeretes.

A csucsok abszolut migracios ideje Un. migracidés iddablak segitségével
hasonlithatok 6ssze. Ezek az id6ablakok az elektroferogramnak egy olyan kis
szakaszat jelentik, melyek kozéppontja az adott cstics varhaté (a Kalibracios
tablazatbol vett) migracios ideje. A minta minden olyan csucsa, amely beleesik
ebbe az ablakba, egy lehetséges jeloltnek szamit az azonositasnal. A 13. dbra a B
csucs 1,809 perc-tdl 2,631 percig terjedé migracios idéablakat mutatja, melyben a
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varhatd migracios id6 2,22 perc. Ebben az ablakban a B csticsnak két lehetséges
csucs felelhet meg. Az egyik migracios ideje 1,85 perc, a masiké 2,33 perc. Ha a
csucs nem referenciacsucs, akkor a 2,22 perc varhatd migracidos id6hoz
legkdzelebb esé csucsot kell kivalasztani. Ha a varhatd cstics egy (ido)referencia
vagy belsO standard cstlics, akkor az ablakban talalhatd legnagyobb cstics kertil
kivalasztasra. Mindkét esetben, B csucsként a 2,33 percnél talalhatd csucsot
valasztja ki a program.

C cslcs
B cslics D cslcs

ACSGCS]\ A]\
1 2 3 4 5 6

erc
. P

1,809-2,631

Id6ablak a
B cstucshoz

13. dbra
Migracios iddablak

Az ablakok szélességét altalaban ugy allitjak be, hogy az az adott csics migracios
idejének koriilbeliil 5%-a legyen. Az 5%-os migracios idGablak azt jelenti, hogy a
kérdéses csucs migracios ideje a Kalibracids tablazatban talalhatd, varhato
migracios idénél legfeljebb 2,5%-kal kisebb, illetve maximum 2,5%-kal nagyobb.
fgy példaul, egy kalibraciés oldat meghatarozasakor kapott 2,00 perc migracios
ideji csticsnak a késO6bbi mérések soran 1,95 perc és 2,05 perc kozott kell
megjelennie.

A csucsok abszolut migracios idején alapuld Osszehasonlitds egyszer(i, de nem
mindig megbizhatd. Az egyes migracios idok csekély mértékben valtozhatnak az
elektroforézis koriilményeinek, illetve a késziilék mitkodési paramétereinek kis
mértékli megvaltozasa miatt. Emiatt az egyes csicsok az 0sszehasonlitdo ablakon
kiviilre eshetnek, és ezért nem lesznek azonosithatok. Az abszolit migracios
idoknél tapasztalhatd, elkeriilhetetlen ingadozasok kezelése érdekében az egyes
komponensek migracios idejét egy vagy tobb referenciacsiicshoz viszonyitva
fejezik ki, igy kapjuk meg az adott cslcs korrigalt migracios idejét. A
referenciacsticsok a Kalibracios tablazatban vannak megadva. A referenciacsiicsok
hasznalataval kompenzalni tudjuk a mintakomponens csucsok migracids idejének
eltolodasat. Ha az adott mérési modszernél nincs referenciacsiics megadva, vagy
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egy referenciacsucsot sem tudunk azonositani, a program az abszolut migracios
idok alapjan végzi el a cslGcsok azonositasat. A referenciacsics migracios
idéablakaban talalt legnagyobb csucsot kell a referenciacsticsnak vélasztani. A
Kalibracios tdblazatban szerepld Osszes tobbi cstucs varhatd migracios ideje
modosul a referenciacsucs vart és tényleges migracidos iddinek aranyéanak
megfeleléen. A migracios idoknek egyetlen referenciacsuccsal torténd korrigalasa
azon a feltételezésen alapszik, hogy a tényleges migracios idok eltérése a varhato
migracios idoktol egyforman és linedrisan valtozik az egész elektroforetikus
elvalasztas soran. Sokszor azonban, kiilonosen hosszabb mérési idok esetén a
migracios idok nem egyforman valtoznak. Ilyen esetekben tobb referenciacsucsot
érdemes alkalmazni bizonyos idokézonként. Az igy felosztott iddintervallumokban
azt feltételezziik, hogy a migracios idok kozotti eltérés linedrisan valtozik.

Egy komponens tobb hullamhosszon is detektalhato. Altaliban a legnagyobb
elnyelést mutatd hullamhosszhoz (A; a 14. abran) kozel torténik a detektalas.
Ezenkiviil mas, a Kalibracios tablazatban nem szerepl6 hullamhosszakat (A, és A5 a
14. dbréan) csucsmindsitésre hasznalhatjuk.

Abszorbancia
A A fécstcs hullamhossza

A mindsité cslcs
hullamhossza

>

)\ 1 )\2 3
Hullimhossz

14. abra
Cslcsmindsités

Egy komponensre megadhaté egy olyan allando, mely a kiilonb6zo
hullamhosszakon kapott jelnagysagok (abszorbanciak) hanyadosa:

_ A, hullamhosgonkapott jel

- A, hulldmhosgonkapott jel

Ha a K értéke beliil van egy adott értéken, akkor ez a komponens azonositasanak
helyességét erdsiti meg.
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3. Mennyiségi kiértékelés

Miutan a cstcsokat integraltuk és azonositottuk, az analizis kovetkezd 1épése a
mennyiségi kiértékelés. A mennyiségi kiértékelésnél a csucsok teriiletét vagy

magassagat hasznaljuk a mintakomponensek ismeretlen koncentracidjanak
meghatarozasahoz. A mennyiségi kiértékelés 3 f6 1épésbal all:

= Az adott komponens ismert mennyiségeit tartalmazé mintaoldatok
(standardok) elemzése.

» Az adott komponenst ismeretlen mennyiségben tartalmazé mintaoldat
elemzése.

= Azismeretlen és az ismert mennyiségekre kapott valaszjelek 6sszehasonlitasa,
és ily moédon a mintakomponens ismeretlen mennyiségének meghatarozasa.
(Természetesen a jelek Osszehasonlitasa csak akkor végezhetd el, ha az
elektroforézis, a kapott elektroferogram integralasa, az adatok meghatarozasa
azonos koriilmények kozott tortént.)

A mintaban talalhatd egyes komponensek ismeretlen mennyiségeinek kiszamitasa
a kovetkezd modszerekkel torténhet:

= Szazalékos Osszetétel meghatarozasa
= Normalizalas

= Kiils6 standard modszer

= Bels6 standard modszer

A szazalékos Osszetétel meghatarozasanal nem sziikséges kalibracios eljaras
végrehajtasa. A szazalékos Osszetétel meghatarozasa vagy csucsteriilet, vagy
csucsmagassag alapjan torténik, ennek alapjan beszélhetiink csucsteriilet-
szazalékos, illetve csucsmagassag-szazalékos Osszetételrol. A  csucsteriilet-
szazalékos Osszetétel hasznalatakor minden egyes cslcs teriiletét az
elektroferogramon talalhato 0sszes csucs Osszteriiletének a szazalékos aranyaban
kell megadni. A szazalékos Osszetétel nem fiigg a minta injektalt mennyiségétol.
Csak abban az esetben kapnank az egyes komponensek mennyiségére egy
viszonylag jol kozelité eredményt, ha minden egyes komponens egyforman nyelne
el a detektalasi hullamhosszon. A teriiletiszazalékot altalaban akkor hasznaljak, ha
csak mindségi meghatarozas a cél és mas kalibraciés moddszernél sziikséges
kalibracios  tablazat elkészitéséhez akarunk informaciét szerezni. A
csucsmagassag-szazalékos 0sszetétel megadasanal az egyes csucsok magassagat az
elektroferogramon talalhaté Osszes cslcs Osszesitett magassaganak a szazalékos
aranyaban kell megadni.

A detektor az egyes komponensekre altalaban nem egyforman érzékeny, vagyis
azonos mennyiségii komponensek nem azonos nagysagu (teriiletll) csucsot
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szolgéltatnak. A kiilonb6z6 mintakomponensek detektaldsi érzékenységében
torténd kiilonbségek kompenzaldsa miatt a normalizacios modszernél az egyes
komponensek csticsteriiletéhez (vagy magassdgahoz) un. érzékenységi faktorokat
(fi) szamolnak Kki:

f =" (1)

ci: az i-edik komponens koncentracioja
A;: az i-edik komponens teriilete

A faktor fiigg a komponens mindségétdl, a detektor tipusatol, a CE késziilektol és
az elvalasztas koriilményeitdl. Az egyes komponensek normalizalt szazalékos
(norm%) Osszetétele a kovetkezoképpen szamolhato ki:

f, A,

S f A,
Zl 1

A kiilso standard modszer a legalapvetobb mennyiségi meghatarozasi modszer. A
minta ismeretlen mennyisége az ismeretlen mintara és a referencia oldatokra
(kiilsé standardok) kapott eredmények Osszehasonlitdsa alapjan szdmolhato ki.
Idealis esetben a standard oldatokat olyan koncentracioban keriilnek elemzésre,
hogy a kapott jelek detektor linedris tartomanyan belill maradnak. A standard
oldatok elemzését kdvetden a mintat injektaljuk a rendszerbe, és elemzését, illetve
a megfeleld csucsok teriiletének meghatdrozasat ugyanugy végezziik, mint ahogy
azt a standardok esetén tettiik. A csucsteriileteket a koncentracio fliggvényében
abrazolva idedlis esetben egy egyenest kapunk (15.a, abra), melybdl a minta
ismeretlen koncentracidja kdnnyen szaimolhatd. Mivel a kiils6 standard modszernél
az egymast kdvetd elemzések csticsteriileteit hasonlitjuk dssze, pontos €s nagyon
jol reprodukalhaté mintabevitelre van sziikség.

A belsé standard modszernél egy ismert anyagot (bels6 standard) adnak mind a
referencia oldatokhoz, mind a mintaoldathoz. A minta vizsgalt komponensének

crcr

norm%,; = 100 ()

referencia oldatok megfeleld csticsainak aranyahoz val6 hasonlitasa alapjan kapjuk
meg (15.b, abra). A kicsit bonyolultnak tiind definicio megértését a kovetkezo
példaval igyeksziink megkonnyiteni. Tegyiik fel, hogy egy minta fenilalanin
standardként (eredetileg nincs a mintaoldatban). Ekkor a kovetkezd 1épéseket kell
végrehajtanunk:
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= Készitsiik el a meghatarozott koncentracioja (pl.: 2,5 mM; 5,0 mM; 7,5 mM és
10,0 mM) fenilalanin referencia oldatokat.

*  Adjunk ismert mennyiségben (pl., hogy 5 mM legyen a végs6 koncentracidja)
tirozint az dsszes referencia oldathoz.

= Végezziik el az Gsszes referencia oldat elemzését és hatdrozzuk meg mindkét
komponens cstcsteriileteit. Szamoljuk ki a koncentraciok, illetve a megfeleld
csucsteriiletek aranyat €s rajzoljuk meg a kalibracios egyenest (15.b, abra).

* Adjunk ismert mennyiségben (pl., hogy 5 mM legyen a végs6 koncentracidja)
tirozint a mintaoldathoz és elemezziik.

» Szamoljuk ki a fenilalanin és a tirozin cstcsteriileteinek aranyat.

» Hatarozzuk meg a mintaoldat koncentracié aranyat a kalibracios egyenes

crcr
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Koncentracio Koncentracio-arany

15. abra

Kalibracios egyenesek megszerkesztése kiilso standard (a), illetve belso standard (b)
modszerek segitségével

A belsd standard modszer hasznalatakor szamos kovetelménynek kell teljesiilnie.
A bels6 standard nem lehet jelen az eredeti mintaban, masrészt az anyagnak
tisztanak, jol definialtnak kell lennie, melynek elektroforetikus és detektalhatosagi
tulajdonsagai hasonléoak a meghatdrozandé anyag ugyanezen tulajdonsagaihoz.
Harmadrészt, a belsé standardnak a minta egyes komponenseitol jol elvalo csucsot
kell adnia. Mivel a belsO standardot az injektalt mintdhoz adjuk, az injektalasi
térfogat kismértékll ingadozasai nincsenek hatassal a modszer, illetve a detektalas
ismételhetdségére.
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4. Spektrumelemzés

Spektrumelemzés

soran az UV-lathato

tartomanyban miikédé diodasoros

detektorral kapott spektrumadatok feldolgozasa torténik. A spektrumadatok
analizise a CE elemzésnél kapott elektroforetikus adatokat harom dimenzidssa
boviti (16. abra). A spektrumadatok feldogozasanak célja lehet

= acsucsok tisztasaganak ellendrzése,
= az egyes komponensek mindségének meghatarozasa a spektrumkonyvtar

segitségével,

= azegyes komponensek optimalis detektalasi hullamhosszanak meghatarozasa.

Abszorbancia

AN
WO N
St

e

s

Spektrum

<

WANY

TR
SUSRRE

u&\l

SRR

16. abra

A CE analitikai adatok hdromdimenzids dbrazolasa
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Csucstisztasdagi vizsgalatok

Az elektroforetikus elemzéseknél (mint ahogy mas elvalasztasi modszereknél is) az
egyik legfontosabb kérdés mindig az, hogy vajon a kapott cstics egy vagy tobb
komponensnek felel-e meg. A mindségi elemzéseknél a rejtett szennyezddések
meghamisitjak az eredményt, illetve ha egy csucsban egy komponens rejtve marad,
akkor lényeges informaciok vesznek el.

A csucstisztasagi vizsgalatoknal tehat azt kell megallapitanunk, hogy az adott
csucs tiszta-e, vagy esetleg szennyezOdést tartalmaz. Ennek megallapitdsa a cstics
elucidja soran kapott spektrumok Osszehasonlitasa alapjan torténik. Altalaban
csucsonként 3 spektrumot hasznalnak a tisztasag megallapitasahoz. Két spektrumot
a cstcs két inflexios pontjandl, egy spektrumot a csucs tetépontjan (maximuman)
szoktak felvenni. (Ha azonban sziikség van ra, akkor a tisztasagvizsgalat tobb
pontban is, akar a csucs Osszes pontjaban felvett spektrum alapjan is torténhet.)

Ha ez a harom spektrum nem egyforma, akkor a cstics spektralis szennyezodést
tartalmaz, melyet egy vagy tobb komponens okoz, vagy esetleg hattérabszorpcio
eredménye. Meg kell még jegyezniink, hogy ha a spektrumok megegyeznek, attol a
csucsok még tartalmazhatnak szennyezddést. Ez leginkabb akkor fordulhat eld, ha
a szennyez0 komponens fényelnyelése kicsi a fékomponens elnyeléséhez képest,
vagy a szennyezOk és a fokomponens spektrumai kozel azonosak. A
hattérabszorpcio a pufferrendszer megvaltoztatasaval csokkentheto.

A csuUcstisztasagi diagram a harom spektrumot normalizalt és egymassal fedésbe
hozott formaban tartalmazza. A tisztasdgi faktor a spektrumalakzatok
hasonlésdganak mértéke. A csucstisztasag megallapitisa a spektrumok vizualis
Osszehasonlitdsa alapjan meglehetdsen hosszadalmas eljaras lenne, raadasul
automatizalt lizemmodnal nem alkalmazhat6. A  spektrumok automatizalt
Osszehasonlitdsa kiilonféle statisztikai modszerekkel torténhet. A legtobb
elektroferogram kiértékeld programnal egyetlen parancs kiadasaval matematikai
modszerekkel torténik két spektrum Osszehasonlitdsa, a program kiszamolja a
spektrumok hasonlosagi fokat, azaz a tisztasdgi faktort is, amely a
kovetkezoképpen adhatd meg:

L] X
o f - %21%
n
tisztasagifaktor= 3)

AR

Az x és y a két spektrumon az azonos hullamhosszon mért abszorbancia értékek, n
az adatpontok szama. A 0 tisztasagi faktor azt jelzi, hogy egyaltalan nincs
hasonlosag a két spektrum kozott, mig az 1000-es érték a teljes azonossagrol
arulkodik. Altalaban ha a tisztasigi faktor 990-nél nagyobb, akkor szinte
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bizonyosra vehetjiik a csucs szennyezddéstdl valo mentességét, mig 900 és 990
kozotti értékek esetén az eredményeket dvatosan kell kezelni. A 900 alatti értékek
a spektrumok egyértelmi kiilonbozdoségét jelzik.

A cstcstisztasagi vizsgalatok csak alapvonal-alapvonal (BB) csticsokra végezhetok
el. Ha a csGicsok nem az alapvonalrdl indulnak, akkor a csucstisztasag
megallapitadsa komplikaltabb, mert mindegyik cslics a szomszédjat is tartalmazza
kis mértékii szennyezodésként. Egy csucs tisztasaganak megitéléséhez tobbfajta
modszert is hasznalhatunk, melyek koziil a két leggyakoribb

» aspektrumok normalizalasa,
= két vagy tobb hullamhosszon kapott abszorbancia értékek aranyanak
abrazolasa az id6 fiiggvényében.

A spektrumok normalizaldsa kompenzalja a detektoron athaladé komponensek
eltérd koncentracidit. Altalaban a csucs két inflexios pontjanal és a csucs
maximuman felvett spektrumokat hasonlitjak 6ssze. A spektrumokat normalizaljak
és egymasra vetitve abrdzoljak. Az egymasra vetitett spektrumok mellett a
programok gyakran feltiintetik az inflexiés pontokon felvett spektrumok
Osszehasonlitdsabol szamolt tisztasagi faktorokat is (17. abra). A spektrumok
vizualis Osszehasonlitdsa, illetve a program altal kiszamolt tisztasagi faktor
segitségével egyértelmi kiilonbség teheto a tiszta és a szennyezett cstucs kdzott.

Tisztasagi faktor
764

Tisztasagi faktor
999

A
200 ' I I 400 200 ' ' I 400
Hullimhossz (nm) Hullamhossz (nm)

Szennyezett Tiszta

csucs csucs
A

7,6 7.8 8,0 8:2 8:4
1dé (perc)
17. dbra

A cstcsok tisztasaganak ellenérzése egymasra vetitett spektrumok segitségével
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A kiilonb6z6 hullamhosszakon kapott abszorpcios jelek ardnydnak 1ido
fliggvényében torténd abrazolasa is hasznos informacidkat nyujthat egy cslcs
tisztasaganak megitéléséhez. Egy tiszta vegyiilet esetén a A; hullamhosszra
érvényes A molaris abszorpcids egyiitthatd egyenesen aranyos egy masik
hullamhosszon (A,) hasznalhat6 egyiitthatoval:

AN )=KA(\,) 4)

ahol a K allando a kivélasztott hullamhosszakon jellemz6 az adott vegyiiletre.
Tiszta vegyiilet esetén a két hullamhossz kozotti abszorbanciaarany allando. Az
abszorbanciaardny id6 fliggvényében torténd abrazolasakor tiszta csucsok esetén
lapos vonalat kapunk, mig szennyez6 komponensek jelenléte esetén a K értékek
kiilonbozoek (18. abra).

‘ A cstcs jele

B cstcs jele

Abszorbancia

7.6 7,8 8,0 82 8,4 8,6
1d6 (perc)

A/B csucsok aranya

‘ Szennyezett csucs

Tiszta csucs

. :
82 84

értékeinek hanyadosa

7,6 7.8 8,0
1dé (perc)

A és B csucsok abszorbancia

8,6

18. dbra
Abszorbanciaaranyok abrazolasa szennyezett és tiszta csticsok esetén

Az abszorbanciaaranyok szamitasanak és abrazolasanak egy masik modja az
aranydiagram (ratiogram) elkészitése. Az aranydiagram elkészitésénél nemcsak két
hullamhosszon kapott abszorbanciajelekbdl képziink aranyszamot, hanem az
Osszes detektalasi hullamhosszon kapott jelbdl és a maximalis abszorbanciajelbol.
Az aranydiagram ugy abrazolhatd, hogy a vizszintes tengely az id6, a fiiggbleges
tengely pedig a hullamhossz (19. abra). A szinek az abszorbanciaaranyokat
reprezentaljak. Ez a diagram egy elektroferogram csucsainak tisztasaganak egy
nagyon gyors attekintéséhez nyujt lehetéséget. Ha egy cslcs tiszta, akkor az
aranydiagramon parhuzamosan futd savok jelennek meg és ezeknek a savoknak a

21



szine nem valtozik a csucs teljes elicids id6tartaman keresztiil. A tiszta cstcsok
abszorbanciaaranya allando a csucs teljes szélességében. Ha a csucs szennyezddést
tartalmaz, a savok futdsa az idoben valtozik, az abszorbanciaarany nem allando.

Tiszta
csucs

Szennyezett
csucs

Hullamhossz-
arany

Id6

19. abra
Az aranydiagram

A spektrumkonyvtar haszndlata

A kapillaris elektroforézisnél a csucsoknak integralds vagy mennyiségi
meghatarozas céljabol torténd azonositasahoz az abszolut vagy korrigalt migracios
idoket lehet alkalmazni. Ez az eljards azonban nem megfeleld ismeretlen
Osszetételi mintdk esetén. Ha a minta teljesen ismeretlen, spektroszkopids
modszerek sziikségesek a komponensek azonositasdhoz.

A legtobb elektroferogram kiértékeld6 program rendelkezik egy Un.
spektrumkonyvtarral, mely hasznos segitséget nyujthat a mintakomponensekre
kapott csticsok azonositasahoz. A spektrumkonyvtarban sok vegyiilet spektruma
megtalalhatd, és a spektrumok szama novelhetd (a felhasznaldé munkdja soran
folyamatosan bovitheti az azonositott komponensek spektrumanak elmentésével).
A program képes egy ismeretlen komponens spektruménak a spektrumkonyvtarban
talalhatd Osszes spektrummal vald gyors 0Osszehasonlitasara, és ily modon
lehetséges azonositasara. A spektrumok hasonldosaga a hasonlésagi faktor
megadasaval jellemezheto.

Sok mintdnal a minta matrixvegyiiletei vagy a puffer zavarhatja a kérdéses
vegyiilet azonositasat, mivel e zavard hatasok hatdssal vannak a spektrumokra. A
puffer vagy a matrixanyag okozta hattér zavarohatasokat gy lehet kikiisz6bolni,
ha a csucsmaximumon felvett spektrumbdl kivonjuk az alapvonal spektrumat, és
csak ezt kovetden inditjuk a spektrumkonyvtarban valo keresést.

22



Az optimalis detektalasi hullamhossz meghatarozasa

Az adott analitikai feladat megoldasahoz sziikséges modszer kifejlesztésekor, a
csucsok elvalasztdsdhoz megfeleld koriilmények kidolgozasat kovetden, meg kell
taldlni az egyes csucsok detektalasdhoz optimalis hullimhosszat. Az optimalis
detektalasi hullamhossz meghatarozasdnak egyik modszere az abszorbancia, a
hulldmhossz és az id6 4brazolasa konturtérképes, Un. izoabszorpcids grafikonos
formaban. Ennél a modszernél az izoabszorpcids (azonos abszorbancia értékil
pontok alkotta) koncentrikus vonalakat a hullimhossz és az id6 fiiggvényében kell
abrazolni (20. abra kdzeépso grafikonja).

mAU
:
)
'\ "
¢
a6
AU
20. ibra

Az izoabszorpcios pontok abrazolasa

Ez a modszer igen hasznos az egyes csucsok kiilon-kiilon detektalasahoz optimalis
hulldmhossz megallapitasdhoz. A kurzor horizontalis helyzete az izoabszorpcios
grafikonon a hullimhossznak felel meg. Ha a kurzort a hullamhossz tengely
mentén mozgatjuk, az elektroferogram egy masik diagramban tjrarajzolodik (20.
abra also grafikonja).
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Kiegészités a mérési eredmények eloszlasanak statisztikai jellemzéséhez

A valodi érték és a mérési eredmény kozotti kapcsolat megvilagitasara vezették be
a mérési hiba fogalmat. Az analitikai kémiai mérések soran fellépd mérési hiba
kétféle - az Gn. modszeres (szisztematikus) és az un. véletlen - hiba
OsszegezOdéseként adodik. A véletlen hibdk a mérések korlatozott pontossagabol
erednek. A véletlen hiba mértéke a mérések tobbszori ismétlésével csokkenhetd. A
modszeres hiba a mérési hiba egy allando aranyu része (alland6 hiba). Ez a hiba
nem csokkenthetd a mérések tobbszori ismétlésével. A modszeres hiba
megallapitasdhoz standardokat kell elemezni, ily modon a késdbbi elemzések
korrigalhatok.

Tegyiik fel, hogy egy mérési sor eredményeit (pl. parhuzamos spektrofotometrias
méréseket, lasd 1. tablazat) csak véletlen hiba terhel, és abrazoljuk a mérési
adatoknak 12 elére meghatarozott intervallumra esé gyakorisagat (lasd 2. tablazat).
A parhuzamos mérési eredmények grafikus eloszlasi  diagramjanak
megrajzolasaval informacidt nyerhetiink a mérési eredmények eloszlasarol (lasd
21. abra).

1. tablazat
Egy mintaoldat 15 ismétléssel kapott eredményei (abszorbancia értékek) spektrofotometrias
meghatarozas soran

Mérés Erték Meérés Erték
1. 0,3410 9. 0,3430
2. 0,3350 10. 0,3420
3. 0,3470 11. 0,3560
4. 0,3590 12. 0,3500
5. 0,3530 13. 0,3630
6. 0,3460 14. 0,3530
7. 0,3470 15. 0,3480
8. 0,3460

2. tablazat
Meérési eredmények eloszlasi gyakorisaga (mérési adatokat lasd az 1. tdblazatban)
Tartomany Gyakorisag Relativ gyakorisag (%)
0,3300-0,3333 0 0
0,3333-0,3367 1 6,67
0,3367-0,3400 0 0
0,3400-0,3433 3 20,00
0,3433-0,3467 2 13,33
0,3467-0,3500 4 26,67
0,3500-0,3533 2 13,33
0,3533-0,3567 1 6,67
0,3567-0,3600 1 6,67
0,3600-0,3633 1 6,67
0,3633-0,3667 0 0
0,3667-0,3700 0 0
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Gyakorisag

0.33 0.34 0.35 0.36

Mérési eredmény

21. abra
A 2. tablazatban szerepld mérési adatok eloszlasi diagramja és az elméleti Gauss-féle
eloszlast reprezentald gorbe

Ha a mérések szdmat a végtelenségig noveljiik, az intervallumok nagysagat pedig
ezzel parhuzamosan csokkentjiik, akkor egy harang alaku eloszlasi gorbét kapunk,
amelyet Gauss- vagy normalis eloszlasi gorbének neveznek. A Gauss-féle eloszlas
matematikailag a kovetkezOképpen fejezheto ki:

_(x=p)?
1 TS

fx) = 0-/2TT

ahol
f(x) a normalis eloszlas eloszlasfiiggvénye

M a mérések atlaga

x az adott mérési eredmény (valtozo)

A mérési adatok szorodasat az atlag érték koril a standard deviacid (0) és annak
négyzete a variancia (0°) irja le (22. abra). Mivel azonban a valosagban csak véges
szamu méréseket tudunk elvégezni, az atlagot és a standard deviaciot meg kell
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becsiilniink. A becsiilt paramétereket tartalmazd Gauss-féle eloszlas ily modon a
kovetkezoképpen alakul:
1 _(X_X)z
— 252
f(x)=——e¢

s+/2m

ahol
s a standard deviacio becsiilt (legvalosziniibb) értéke
X az atlag becsiilt (legvaldszinlibb) értéke

Gyakorisag, f(x)

p=30 p—o  p pta pt3a
Mérési eredmény

22. abra
A Gauss-féle eloszlas valosziniiségi stirtiségfiiggvénye (u: az atlag, 0: a standard deviacio)

A mérés legvalosziniibb értékéiil az n mérési adat X szamtani kozepét fogadjuk el:

n
2%
1=1

n

X =

A standard deviacio becsléséhez pedig az alabbi egyenletet hasznalhatjuk:
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A standard deviacio mellett a mérési pontok szorasanak jellemzésére gyakran
hasznaljak a relativ standard deviaciot (s;):

5. (%) = >100
X

A standard hiban az n mérés atlaganak atlagos hibajat értjiik:

7}
]

>
o

Az analitikus célja a valodi érték miné€l jobb becslése. Azt mar megallapitottuk,
hogy ha nem 1ép fel mddszeres hiba, akkor a mintaatlaggal becsiiljiik a valodi
értéket. Azt is tudjuk mar, hogyha normalis eloszlastinak tekinthetd a mérési
eredményiink, akkor a mintaatlaggal torténé becslés "jo" becslés lesz. Kihasznalva
azonban azt a feltételezést, hogy az eredmény eloszlasa normalis, ennél tobbet is
tehetiink, meg tudunk adni egy intervallumot (megbizhatdsagi- vagy
konfidenciaintervallumot) az atlag érték koriil, amelyben adott valosziniiséggel (1-
a) ott lesz a keresett valodi érték. A konfidenciaintervallum kiszamitasahoz a
Student-eloszlas t-értéke a mérések szama (n-1) és a valdsziniiségi szint (1-0)
alapjan meghatarozhat6, vagy tablazatokbol kikereshetd. Az atlagra vonatkozo
konfidencia-intervallum:

i B

Ax =
Jn

Vagyis, ha a mérési eredményekrdl feltételezhetd, hogy normalis eloszlasu,
tovabba, hogy nem terheli modszeres hiba, akkor statisztikai szempontbdl a
parhuzamos mérések eredményeként egy

X + Ax
intervallumot kell megadni, és azt allithatjuk, hogy 1-a valdszinliséggel ezen

intervallumban helyezkedik el a keresett valddi érték (az intervallum megadaskor
fel kell tiintetni O és n értékét is).
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FELADATOK

1. feladat
Az F-1. abran bemutatott kromatogram csucsait jellemezze kodjelzések
segitségével. A kodokat irja be az F-1. tablazat megfelel6 oszlopaba.

2. feladat

Milyen integraciés  paramétereket  (csucsmagassag-,  csucsteriilet-  és
csucsszélességkiiszob értéket) adna meg az F-1. abran bemutatott kromatogram
integralashoz, hogy a szoftver mind a 16 csucsot értékelje, viszont a 85.551 perces
retencids idénél megjelend kis csucsot a szoftver ne kezelje hasznos csticsként. E
kis csucs paraméterei:

Ret.id6 Csucs kezdete | Csucs vége | Magassag Teriilet | Szélesség
(perc) (perc) (perc) w1, (perc)
85.551 84.33 86.28 11.085 14.1964 1.750

3. feladat

Kiilonbozo integracios paramérek hatdsanak vizsgalata az integralasi folyamatra.
(Ezt a feladatot a gyakorlatvezetd mutatja be a HP ChemStation programmal.)

4. feladat
Adja meg az F-1. dbran szerepl6 kromatogram komponenseinek csiicsmagassag- €s
csucsteriilet-szazalékos Gsszetételét. Hasznalja az F-1. tdblazatot.

5. feladat

Szamolja ki az elméleti tdnyérszdm értékeket az F-1. abran szereplé kromatogram
1-5 komponenseire. Szamolja ki a felbontas értékét a 6-7, a 8-9, 10-11 és a 12-13
komponensparok esetére. Hasznalja az F-1. tablazatot.

6. feladat

Egy minta kromatografids elemzéséhez 15 ismételt mérést végeztek, az adott
komponensre kapott abszorbancia értékeket az F-2. tablazat tartalmazza. Adja meg
a meérések atlagat, szordsat (standard devidciot), szérasnégyzetet (varianciat), a
relativ standard deviaciot, és a standard hibat.

7. feladat
Egy minta 10 ismételt elemzésekor kapott 2 cstics migracids idoit foglalja 6ssze az

~~~~~~

------
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8. feladat

4 komponenst (1, 2, 3 és 4 jelzési) kiilsé standard kalibralé oldatokra kapott
elektroferogramok (F-2. dbra) alapjan rajzolja meg a kalibralogorbéket.

Onalléan vagy a gyakorlatvezetd segitségével MS Excel programmal is 4brézolja a
kalibracios pontokat, illesszenek a pontokra egyenest/gorbét, adja meg a
korrelacios egyiitthatd értékét és az egyenes/gorbe egyenletét.

Egy minta a négy komponenst ismeretlen koncentracioban tartalmazza. A
komponenseknek megfeleld csucsok integralt teriiletei: 1: 2.186; 2: 4.092; 3: 6.972
és 4: 3.421. Hatarozza meg az ismeretlen koncentraciokat a kalibracids diagramok
alapjan, illetve az egyenes/gorbe egyenlete segitségével.

9. feladat
Az elozo feladatot hajtsa végre a belsd standard modszert hasznalva. (Az F-2.
abran a B.S. jelli cstcs jelzi a belsd standardnak megfeleld cstcsot.) A belsd
standard koncentracidja mind a standard, mind az ismeretlen mintaban azonos, 20
mg/L volt.

10. feladat

Az F-3. dbran A, B és C komponensek konturtérképes izoabszorpcios grafikonja
lathat6. Adja meg az egyes komponensek optimalis detektdldsi hulldmhossz-
tartomanyat. Mi az optimalis detektalasi hullamhossz-tartomany az A és B, az A és
C, illetve az A, B és C komponensek esetén.

11. feladat
Az F-4. 4dbran 4 komponensbdl all6 minta elektroferogramjanak 3 dimenzios
diagramja lathatd. Jellemezze az elemzést az elvalaszthatosag, a detektalhatosdg és

a komponensek azonosithatosadga szempontjabol. Mi lehet az optimalis detektalasi
hulldmhossz?

12. abra

Ertelmezze egy csUcstisztasagi vizsgalatnak az F-5. abran bemutatott diagramjait
és eredményeit.
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