Forditott fazisu ionpar- kromatografia ( Reversed Phase Ion-Pair
Chromatography, RP-IP-HPLC )

Az ionos vagy ionizalhatd vegyliletek visszatartasa az RP-HPLC-ben kicsi. A visszatartas
novelésére és egyuttal a forditott fazisu kromatografids rendszer szelektivitasanak novelésére
az eluensbe 1-100 mmol/dm3 koncentracié tartomanyban ionparképzo hidrofob iont tesznek.
A hidroféb ionok nagy része ionos jellegli feliiletaktiv anyagbol szarmazik. A hidrofob ion
toltése ellentétes, mint a meghatarozandoé.

Példaul egy alkalmazhatdo mozgofazis lehet RP-IP-HPLC-ben :CH3-(CH2)n-SO3;-Na™ +
viz+tMeOH. Aromas vegyiiletet nem lehet hidrofob ionként alkalmazni., mert az lehetetlenné
tenné a detektalast, mivel ezek a vegyiiletek 190-300 nm tartomanyban elnyelik az UV-fényt.

Az elvalasztas tobb, egymas mellett lejatszodo folyamat eredménye:

1. Valtozasok a mozg6 fazisban

A meghatarozando ionos formaban 1év6 vegylilet molekulaja és a hidrofob ion kozott kétféle
kocsonhatas alakul ki:

a) elktrosztatikus kolcsonhatas a molekulak polaris ( toltéssel rendelkezd ) része kozott
b) diszperzios ( apolaris, hidrofob ) kdlcsonhatas a molekuldk apolaris részei kozott
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A két egyesiilt” molekula egy kozos szolvatburokba keriil, amely kifelé semleges toltéssel
rendelkezik. Ez tehat egy apolaris molekula-asszociatum, amely kolcsonhatasba 1ép az
apolaris allofazissal. Az allofazis lehet példaul egy alkilmédositott szilikagél. A szorbeal6dod
apolaris molekula-asszociatum és az allo6fazist apolaris jellegét alkillancok kozott apolaris-
apolaris kolcsonhatés alakul ki(diszperzios kolcsonhatas).

2. Valtozasok az allofazisban

A hidrofob ion adszorbealodik az allofazis feliiletén, s mivel a hidrofob ion toltéssel
rendelkez0 polaris része fordul a mozgodfazis fel€, apolaris része pedig az allotazis
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alkillancaival 1ép kapcsolatba, ioncseréld hely alakul ki az amagy apoléris allofazis feliiletén.
Az ioncser¢ld helyen pedig lehetdség van a meghatarozandoé ionos vegyiilet megkotodésére.
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Osszességében megallapithatjuk, hogy minél nagyobb az allofazison a feliileti toltéssiiriiség,
anndl nagyobb lesz a rendszer visszatartdsa, tehat annal hatékonyabb lesz a rendszer. A
feliileti toltésstirtiség az ionparképzd hidrofob ion mozgd fazisban 1évé koncentraciojatol
fiigg, mégpedig a kdvetkezOképpen:
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Cip, ionparkepzo konc.

A valtozas tehat egy ugynevezett Langmuir- tipusu gorbével irhaté le. Minél tobb
ionparképzo adszorbealodik az alofazison, annal nagyobb a retencio.

Az ionparképzé koncentraciojaval az ellentétes toltésii vegylilet visszatartasa nd, majd egy ido
utan allando értéket ér el, st csokkenhet is.
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Cie, ionparkepzo konc.

Ez a gorbelefutas akkor jellemzd, ha a hidrofob ion ( feliiletaktiv anyag ) micellakat képez a
mozg6fazisban. A micella ugyanis megnoveli a meghatarozand6 vegyiilet oldhatosagat az
adott fazisban ( mozgofazisban ), s igy csokken a visszatartas. A gorbe maximum pontjahoz
tartozo koncentracid érték a kritikus micella koncentraciéo (CMC ). Fontos paraméter még az
ionparképzd lanchossza. A hidrofob ion lanchosszanak novelésével az adszorpcidja nd az
apolaris allofazis feliiletén. A nyilt lancu alkil-csoportot tartalmazok jobban adszorbealddnak,
mint az elagazok, tehat azonos szénatomszam mellett nagyobb lesz a vegyiilet retencioja.

Szintén fontos paraméter a hdmérséklet, amely az egyensulyi allapotokat befolyasolja, ezért
allando értéken kell tartani, termosztalasra van sziikség. A visszatartas homérsékletfiiggésére
felirhat6 a kovetkezd Osszefiiggés: lgk=-A/T+B Lathatd, hogy a hdmérséklet novelésével
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A szerves oldoszer forraspontja ald maximum 10-20 °C lehet elmenni, az als¢ hatar a viz
kifagyasa. Példaul Viz — Acetonitril mozgofazis esetén a hdmérséklettartomany: 5 — 60 °C.

Mivel a vegyiiletek csak bizonyos pH tartoméanyban fordulnak elé ionos formaban, ezért
igyelni kell arra is, hogy a rendszert megfeleld6 pH-n tartsuk. Ezt a pH-kontrollt pufferek
segitségével érhetjiik el. A vegyiiletek ionizaltsagi fokat kiilonboz6 pH értékeknél szemlélteti
a kovetkezd abra :

a) Savak esetén:

ionizaltsag fok
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b) Bazisok esetén:

ionizaltsagi fok

Kovetketetésként levonhatjuk, hogy mind savas, mind bazikus vegyiiletek esetén pKa+/-2-es
értéken kell tartani a pH-t ,mert itt teljesen ionos formaban vannak a meghatdrozando
vegyiiletek.

A mérés kivitelezéséhez valamilyen informacidhoz kell jutni a pKa értékekrdl. Ezek a
forrasok a kovetkezdk lehetnek:

- irodalombdl vett értékek

- mérés ( sav-bazis titralassal, potenciometrikus titralassal, UV-VIS spektrometridval )

- szerkeszt6i programok segitségével a képletbol. Ez a legegyszeriibb ¢és pontossaga
megegyezik a mérési eredményekkel ( a hibalehetdség +/- 0,5 pKa ). A szakértdi programok
rendezett formaban tartalmazzak a tudomany adatait, soha nem nyujtanak annal tobb
informaciot.

Ilyen szoftverek példaul a Hammet, Taft 6sszefiiggésen alapulnak.
Ha ismerjiikk egy alapvegylilet pKa értékét, ez a szoftver adatbankjdban van tarolva,
akkor a program kiszamitja az alapvegyiilet kiilonbozd szubsztituensekkel modositott

formajanak pKa értékét. Tehat pKa=pKaAlap+szubsztituenshatas.
Az ugynevezett zwitter (kettds) ionok meghatarozasa nehéz ezekkel a szoftverekkel.

logKow modell megoszlasok az oktanol és viz kozott. Ez az érték a kornyezeti analitikaban
tobb fajta megoszlas eldrejelzésére alkalmas.



A vegyiiletek megkdtddését, oldodasat példaul talajban, tiledékben befolyasolja a vegytiletek
apolaritadsa. Ennek modellezésére hasznalatos modszer a logKow modell. Mi a modell alapja a
hasonlosag az egyes rendszerek kozott.

modell rendszeriink: n-oktanol (apolaris) : viz (polaris )

hasonlo rendszerek: - sejtmembran (apolaris ) : sejtviz ( polaris )
- RP- (IP )-HPLC rendszer: allo6fazis (apolaris ) : mozgo6fazis
( polaris )
- talaj: huminanyagok ( apolaris ) : porusviz ( polaris )

Collendar allapitotta meg, hogy az imént felirt rendszerek rokonrendszerek, mert hasonloak
egymashoz.

Ekkor felirhato a kdvetkezd Osszefiiggés: IgK2=a*IgP+b

Tehat az els6 rendszer az Osszes tobbi rendszerrel kapcsolatba hozhatd, ily modon
modellezhetdk, becsiilhetdk, akar RP-IP-HPLC -vel is, példaul az ¢él6 szervezetekben, a
talajban lejatszodo kémiai folyamatok.

IgP:

A vegyiiletek lipofil jellegét adja meg. A lipofilitas a vegyiiletek zsirokban valé oldddasat
jellemzi. Ez azért fontos szdmunkra, mert nagyon sok olyan vegyiilet, amellyel az ember
kapcsolatba  kerlil  zsiroldhatdé, 1igy az emberi zsirszovetekben felhalmozodik
(bioakkumulacio). Ezek koziil a vegyiiletek koziil szamos mérgezd. Tehat nagyon fontos
ismerniink a kiilonb6z6 anyagok 1gP értékeket. Ennek meghatarozasi modjai:

- laborban valé meghatarozas ( a logKow alapjan )
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- RP-IP-HPLC segitségével

- szamitogépes programok segiségével a 2. 1gP=1gP,,,+2.1gP; Osszefiiggés alapjan. Ilyen
programok példaul a QSSR, a SAR (Structure Activity Relationship), a QSAR (
Quantitative SAR).

Ioncserés kromatografia (Ion Exchange Chromatography, IEC)

Ioncserés kromatografiardl beszéliink mindazon esetekben, amikor az allofazis feliiletén
allando értéki toltés van. Attol fliggden hogy pozitiv vagy negativ toltésii az allofazis, anion-
vagy kationcserélérdl beszéliink. Az ioncseréldk vaza vagy szerves polimer példaul sztirol-
divinil-benzol, vagy szilikagél.



Vizoldhat6é anionok, illetve kationok valamint szerves savak és bazisok meghatarozasa kis
ioncser¢ld kapacitast ioncserélokkel torténik. A detektdlasi mod vezetOképességi detektoros
eljaras.

Ionkizarasos folyadékkromatografia ( Ion Exclusion Chromatography )

Az ionkizardsos folyadékkromatografidban nagy ioncseréld kapacitasu tolteteket
hasznalnak. Ha a vizsgélt anyag nincs ionvisszaszoritott allapotban, akkor nem tud bejutni az
allofazis porusaiba az ioncserélon rogzitett toltések taszitisa miatt, mert az ion ¢és az
ioncser¢ld toltése megegyezik.

Anioncseréloket nemigen alkalmaznak. Ko6zds jellemzdjiik, hogy az ioncseréld kapacitdsa
fiiggetlen a mozgo fazis pH értékétdl, és ezek a toltetek kevésbé nyomastiirdk.

Kationcserélok alkalmazasa

szerves polimer ~ '}
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Savas ¢és kromatografidsan semleges vegyiiletek elvalasztasara hasznaljak ezeket. Az
alkoholok ¢és szénhidratok allapota fiiggetlen a pH-t6l, ezért ezek akadaly nélkiil bejuthatnak
az ioncseréld poérusaiba, és ott vagy a hidrofob feliileten kotddnek meg, vagy H-hidas
kolcsonhatasba 1épnek a H-formaban 1év6 ioncserés csoportokkal. A savak nem disszocialt
formaban tudnak bejutni a pérusokba. Példa:

+ | + H-hidas
$OsH/ SOs H kolcsonhatas
%;O CH3sCOOH
%(;,p 303|H+

Azért, hogy a savak ionvisszaszoritott allapotban maradjanak, és hogy az ioncseréld csoportok
H-formaban legyenek, a vizhez 0,01 vagy 0,001M kénsavat vagy salétromsavat adnak a
mozg6fazishoz.

Fontos megjegyezni, hogy a mozgofazis nem tartalmazhat fémionokat , mivel azok
nagyon erdsen megkotddnek az allofazis ioncserés helyein és megvaltoztatjak a szelektivitast.
Az alifas szerves savak visszatartdsa az alkillanc hosszaval nd, mivel a pKa érték fligg az
alkillanc hosszatol. Novekvo pKa értékhez nagyobb visszatartas tartozik.

A kationcserélok alkalmazasi teriiletei :

- fermentlevek analizise

- szeszesital gyartas

- uiditoital gyartas

- savak, alkoholok, cukrok egymas melletti meghatarozasa



Anioncserelok alkalmazasa

Vizben oldhato bazisok ¢és kromatografidsan semleges vegyiiletek elvalasztasara
alkalmazzak. Mozgofazisként NaOH-t alkalmaznak, mig az &llofazis funkcids csoportjai
kvaterner- ammoniumsok.

Alkalmazasi teriiletei :

- ¢lelmiszeripar
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