


Normal fazisu kromatorgafia
(NP-HPLC)

» Az els6 folyadékkromatografias technika (Cvet hasznalta novényi pigmentek
elvalasztasara; kalcium karbonat all6fazist és petroléter mozgdéfazist alkalmazva)

Allofazisok alkalmazasi gyakorisaga:
- Szilikagél (80-90%)
- Aluminium-oxid (5-10%)
- Médositott szilikagél: pl.: amino,
ciano, diol, nitro, stb. (5-10%)

Az allofazis polarisabb, mint a mozgo fazis (minta: kdztes polaritasu, nem ionos)
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Szilikagel allofazis
,vizerzekenysége”

Szilikagélek j6 vizmegkotd anyagok

Kromatografias szempontbdl: a fellleten adszorbealddott viz
er6sen kotddik a szilanol csoportokhoz, dezaktivalja azokat
(kizarva a komponens hozzaférhetb6ségeét).

Igen kis mennyisegu viz is jelentds mértékben dezaktivalja a
kolonnat, ezért a mozgofazisok nem tartalmazhatnak vizet,
vagy csak kontrollalt mennyisegben.

Aktivalas lehetGsegei:

— Lassabb modszer: a kolonnan egyre apolarisabb vizmentes
mozgofazisokat aramoltatunk keresztul. Gyakorlatban: el6szor
alkoholt, majd étert, azt kovetoen kldérozott szénhidrogent, vegul
hexant.

— Hatékonyabb, gyorsabb modszer: a kolonnat 150-200 fokon
tartva, szaraz, allando nitrogenarammal vizmentesitjuk.




Polarisan modositott szilikagel
allofazisok elonyeil

A mozgofazis nyomnyi viztartalmat nem kell kontrollalni
Gyorsabb egyensulybeallas

Gradiens elucio kivitelezhet6

Polaritas, szelektivitas széles tartomanyban valtoztathato
Energetikailag homogénebb felllet

Kevésbe ,tailinges” csucsok, mint szilikagél esetén

Ezek a fazisok a mozgo fazis polaritasatol fuggéen hasznalhatdok normal- és forditott
fazisként is



Mozgofazisok az NP-HPLC-ben

Alkanok Hexan, Heptan, |zooktan
Klérozott szénhidrogének Diklérmetan, Dikloretan, ”

o Kloroform 2
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% MTBE, THF, Dioxan =
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Aminok Trietil-amin, Butil-amin
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Forditott fazisu kromatografia
(RP-HPLC)

= Forditott: a korabban kidogozott ,normal®-hoz
kepest

* A mozgo fazis polarisabb, mint az alléfazis
= Aleggyakrabban hasznalt modszer

Time (minutes)



All6fazisok az RP-HPLC-ben

Modositott szilikagél alléfazisok

C18
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All6fazisok
Altalanos kovetelmények

- mechanikailag stabilnak kell lennie, hogy a szemcsék ne roppanjanak meg az
alkalmazott nyomas hatasara

- a toltetagynak homogénnek kell lennie (egyenletes aramlasi csatornak a szemcsék
kozt: Id. Van Deemter egyenletben az orvénydiffuzio)

- a szemcsék atmerdje kicsi legyen és kicsi legyen a szemcseatmerod eloszlasa
lehetbleg szlk eloszlast mutasson . Kis szemcsék az alkalmazhaté nyomast (Darcy-
tv.), mig a nagy szemcsék az elvalasztas hatékonysagat (Van Deemter-egyenlet)
korlatozzak, ha szemcseatmeéro eloszlas nagy, akkor heterogén toltetagy johet letre.

- a szemcsék porusmeéretenek olyannak kell lenni, hogy ne gatolja a vizsgalando
anyagok diffuzojat. Ne tartalmazzon mikréporusokat, mert un. mikropérusokban
dp<2 nm az anyagatadasi ellenallas nagy, és széles kromatografias csucsokat
kapunk

- a toltet fellletének energetikailag homogénnek kell lennie (a nagyon kulonb6z6
kolcsonhatasi er6sséget biztosito kotddési helyek szama ne legyen 0sszemerhet6,
kulonben a csucsalak torzul, az elvalasztas romlik.)

- modszerspecifikus kovetelmény: a mddszernek megfeleld kémiai tulajdonsaggal
rendelkezzen a felulet



Mozgofazisok az RP-HPLC-ben
Altalanos kovetelmények

" Tisztasagi kovetelmeny

Jo UV ateresztoképesseg (UV cut-off)

» Kis viszkozitas

= A minta komponenseinek jol kell oldédniuk a
mozgofazisban

* Nem tartalmazhat szilard anyagot

» Kis toxicitas

* Nem tartalmazhat oldott gazokat (gazmentesites)

» Modszerspecifikus kovetelmeény: polarisabb legyen, mint
az allofazis



Mozgofazisok az RP-HPLC-ben

Altalanos kovetelményeknek a viz megfelel, hiszen kis viszkozitasu,
190 nm felett nem nyel el.

A szerves vegyuletek nagy részet azonban nem oldja, ezért szukseg
van szerves oldoszerekre:

Etanol, 2-propanol: nagy a viszkozitasuk -> ritkan hasznalatosak
Dioxan: polaris, de reaktiv és mérgez0 -> hasznalata nem jelent6s

THEF: allas kozben peroxidosodik (stabilizaloszert adnak hozza, ez
azonban rontja az UV cut-off értéket) -> csak akkor hasznaljak, ha
szelektivitasnovelés éerhet6 el vele

Leggyakrabban tehat acetonitrilt €s metanolt hasznalnak, ezek kis
viszkozitasa, megfeleld tisztasaga miatt



Oldoszer tisztasag
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pH szerepe az RP-HPLC-ben

HA = A~ + H* B+H,0 = HB* + 0OH
Ry o _lon-HB"]
[HA] ’ [B]
pK, = _EEEIUHQ P, = _lﬂglnf{b

« (Gyenge bazis egyensulyban van a konjugalt
savval, megegyezes szerint gyenge bazisok
jellemzesere a konjugalt sav pK, erteket hasznaljuk
(ugyanugy, ahogy pH-t hasznalunk, és nem pOH-t).

* Minél er0sebb a sav, annal kisebb a pK, érteke.

* Minél er0sebb a bazis, annal nagyobb a pK,
értéke.



Savas vegyulet

pK; values lonized and non-ionized forms
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Forditott fazisu ionpar kromatografia
RP-IP-HPLC

lonos vagy konnyen ionizalhato
vegyuletek visszatartasa RP-
HPLC-ben kicsi.

Visszatartas novelése: 1-100
mM ionparképzd, hidrofob részt
tartalmazo ionos anyag
adagolasa az eluenshez. Az
lonparképz6 megvaltoztatja az
alléfazis feltletét, valamint ion-
asszociatumot kepez a
merend6 molekulaval. Az
asszociatum apolarisabb lesz,
mint az eredeti vegyulet.

Silica gel
matrix 4\_—*@" =

Hydrophobic solid phase lonic substance

lon-pair reagent



HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography

Allofazis: polaris (szilkagél vagy
polarisan mddositott szilikagél
Mozgo6fazis: vizes — szerves
(tipikusan: 30%:70%)

A polaritasviszonyok miatt
,.forditott forditott fazis
kromatografianak™ is hivjak
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Meretkizarasos kromatografia

Size Exclusion Chromatography
(SEC)

A molekulakat nagy
porusatmergdju tolteteken
meretuk szerint valasztjuk szeét

Nagy molekuak kizarédnak —
kisebb méretl molekulak
meéretuktél fluggo ideig
tartozkodnak a porusokban
Alléfazis: inaktiv, nem alakit ki
kolcsonhatast az elvalasztando

molekulakkal az adott
eluensben




Kiralis kromatografia

* Indirekt: mérendd komponens
derivatizalasa kiralis reagenssel ->
diasztereomerek keletkeznek az
enantiomerekboOl

* Direkt:

« A mozgofazis kiralis modositét tartalmaz (chiral mobile phase additive, CMPA)
» Az alléfazis kiralisan médositott

— Kisebb molekulakkal, pl.: leucin, fenilglicin

— Fehérjékkel, pl.: AGP, CBH

— Ciklodextrinekkel

— Molekularis lenyomatu polimerekkel



IrallsS allotaZls

A filler (Right Hand “a,” a silica gel coated with polysaccharide [cellulose, etc.]

derivatives) that attracts one of the twins in the racemic mixture
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Comes out
slowly

Right Hand "a" of filler
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Gradiens elucio

HPLC-s méréseknél gyakran

el6fordul, hogy az
elvalasztand6 komponensek
kémiai tulajdonsagai, polaritas
értekei széles tartomanyban
mozognak.

Allandé dssszetételli eluens
alkalmazasakor (izokratikus
modszer) ezekben az
esetekben nem megfelel6 az
elvalasztas.

llyenkor gradiens eluciéra van
szukseg

A mozgo fazis szerves fazis
tartalma valtozik a mérés
soran

Response

LI 4

persistent pollutants

Flow-rate — 2 mL/min

C18 4.6 x 150 mm (5 pum)
Water / Acetonitrile (40:60)

Isocratic separation of environmentally
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Gradient separation of environmentally
persistent pollutants

C1B 4.6 x 150 mm (5 pm)

Water / Acetonitrile {5-85% in 25 min)
Flow-rate — 2 mL/min

Note that the peak pairs at Points 1 and { !

2 were completely unresolved in the
isocratic separation ‘H |
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mivel tudjuk a szelektivitast befolyasolni?
mindennel, ami megoszlasi hanyadost befolyasolja:

Szerves olddszer tipusa
Mozgofazis pH-ja

Eluens erdsség és adalékok
Allofazis

HAémérséklet



Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Szerves olddszer tipusa

| & Z\a A ffmecmm
| A ‘J\ A 50% MeOH (8)

ﬁlz!#ﬁs‘rasm i
Time (min)




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mozgofazis pH-ja

I

Mohile phase . Mobile phase
pH 5.1 i PH3.2
; |3




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Eluens erdsség és adalékok

k; L J\JJUL I

Mobile phase octane Mohile phase octane
sulphonic acid conc.. 57 m sulphonic acid conc.. G0m




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Allofazis
; Column: ZORBAX Eclipse XDB-CN
1 F Mobile Phase: 35:65 ACNWater
4
3 5
| 5 7
A ||_JI J'_.'Illa M\ o
0 5 10 15 70
4,5 Colurnn: ZORBAX Eclipse XDB-Phanyl
15 Mohile Phase: 48:52 ACNWater
HEE
;
A l A .

0 5 10 15 20



Hogyan befolyasoljuk az elvalasztast a
szelektivitassal?

Homeérséklet

IL
VL J L Iln__.l“_;._

Colurmn Temperature; 22°C Column Temperature: 44°C




Hogyan befolyasolja az elvalasztast a
szelektivitas?

1 1k
R =—+NZ

4 o’ k+1

« Ha o =1, nincs elvalasztas

e Haa 1,1-r6l 1,15-re n6, akkor a felbontas ~1,5-szorosére no!

* a=1,1 feletti szelektivitas értékek mar a rutin HPLC-ben jo6 elvalasztast biztositanak,
R>1,5.
 — K, 10%-kal nagyobb, mint K,

* Folyadék-folyadék extrakcional, hogy 99% tisztasagot elérjiink 2 anyagra, az kell, hogy
K,=100 és K,=0,01, vagyis 0. = 10.000 kellene.



Split/splitless injektor 1. TJ

szeptum
szeptum
—_—
" n" V4
_— purge gdz
vivegaz

vdaltoztathatd dramldsi

ellendlldsok
Uveg, kvarc betét

(liner)

- Spl“’ #
—

mintadram
leosztds

kolonna 27

. ,
l kapilldris T Split arany




Toltott kolonnak, kapillaris kolonna

D,,= 0,25 mm 28




Kolonnak

1. Szemcsés toltetU kolonna

2. Kapillaris kolonna

Felépitése: Kvarciveg vékony csé
belsé fellletén az alléfdzissal
kiils6 felUletén poliimid bevonat

Stationary Phase

Fused Silica
Alléfazis:  Szildrd (adsz.)

Folyadék (absz.)
Szilard hordozén folyadék (absz.)

Falyimide Coating

29



Kapillaris kolonnak (OT open tubular)

porézus adszorbens réteg 5-50 Um

kapilléris csé fala

belsé dtmérd 0,25-0,53 mm

poliimid bevonat

megosztéfolyadék 0,01- 5um

megosztéfolyadék 5-20 um
belsé atmérd 0,05-0,53 mm

hordozé

megosztéfolyadék, 0,015 mm hordozé 0,1-3 mm

30



Megosztéfolyadékok

Polisziloxan vazas megosztéfolyadékok

R mindségétdl figgden lehet
* APOLARIS
* POLARIS

=

;5‘\@

n
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loxan

I-poliszi

i

ime

d
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Polisziloxan alléfazisok:
* 100% Dimetil-polisziloxéan ( pl. Rtx-1, ZB-1, DB-1)
Apoldris dalléfdzis, sztérikus gat miatt O nem hozzdférhets, diszperzios kh.

Altaldban fp. szerinti sorrendben kétédnek meg az alkotok.

HeC—C—C—C—C—C—C—CHs=

i CH, CHa Hz Hz Hz Hz Hz2 Hz
No_od | el | em o eepe——
iy T
HC—ai” Tosi™ Trsi —0—§—0—S§—0—S§i—0—Si—
: ' | | | | |
| | \ CHs CHz CHz CHs
CHgy CH4 CHa
Hz

* 5% Difenil-dimetil-polisziloxéan (pl. Rtx-5, ZB-5, DB-5)

o | o |
S digine
CHg CHgy




ZILIKAGEL

Szarazgél

alléfazis LC allofazis
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Polietilén glikol (Stabilwax, ZB-wax)

Erésen poldris.
Diszperzids, indukcios és H-hidas kh. kialakuldsa is lehetséges.

8]
HD”IW E\/’f'\ OH

. J 11

A glikol egységek oxigén atomja képes H atomot akceptdlni, erés kh., nagy
visszatartds alkoholokra, pl. metanolra.

oH-Fc—c— 1—
Hz Hz g

O

_Cl‘ig

OnT
mu i
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1 L 4

Mozgofazisok (vivogazok)




Mozgofazisok (vivogazok)




FID (flame ioniozation detector): hidrogén
ldng ionizdcids detektor

12

~

anod (+)

make-up gaz

tomités

M/

kolonna

3. nCHO-

O,y oxidacios zona
0, 02
elémelegitd reakcio zoéna  (pirolizis)

zona 1500-2000 K

pirolizis
1. CH, — = nCH' + (m-n)H"

oxiddcidé

2. nCH + n0O: —= nCHO-

ionizdcio

nCH()jL + ne”

* CH gyok produkcio eltéro

. CCl,
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Minoségi azonositas

[¥]
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Minoségi azonositas
retencios indexekkel, Kovats-féle retenciéos indexek

Retencios indexek SE-S54 fazison 78 C homersekleter

Nev RI
i-butil-acetat 773.3
toluol 774.2
1;1;2-triklor-etan 775.5
dimetil-formamid 782.6
3-hexanol 794.3
ciklopentanon 795.1
2-hexanol 798.1
mezitil-oxid 200.4
terc-pentil-acetat 889.46
2;2-dimetil-1-propil-acetat 812.3
n-butil-acetat 813.7
tetraklor-etilen 816.5
J-metil-2-butil-acetat 836.5
etil-ciklohexan 839.2
1-nitro-butan 841.6
diaceton-alkohol 842.7
3-pentil-acetat 848.6
4=metil-2~hexanon 849.2
klor-benzol 852. 4
S-metil-2-hexanon 858.4
etil-benzol 866.4
n~hexanol 867.7
w-xilol 873.6
p-xilol 874.0
3-metil-1-butil-acetat 876.6
2-metil-1-butil-acetat 879.1
dibutil-eter - 883.1
ciklohexanol 886.4
bromoform o9e.2
2-heptanon 891.0
sztirol 894.8
o-xilol 897:1
ciklohexanon 8974
etilenglikol-monobutil-eter 906, 4
etilcelloszolv=acetat 987.46
n-pentil-acetat 914.3
i-propil-benzol 927.8
J-hexil-acetat 935.6
S-metil-3~-heptanon 942.5
3-metil-2-heptanon 945.3
2-hexil-acetat 946.8
n-propil-benzol 955.8
w-etil-toluol 963.7
p-etil-toluol 965.2
n-heptanol 969.8
1:3;5~trimetil-benzol 978.4
256-dimetil-4-heptanon 971.8
o-etil-toluol ?81.5
terc-butil-benzol 993.9%

1;2;4~trimetil-benzol ?94.6



4. Minéségi azonositas

N P o =
O O O O
[¥]
= alkan_izo - Colibrick - 1
i'
0,0 J ALY J L . ,'I‘\ 1 —_—
| i
ty meghatdrozdsa
7 )
Ig tR,x IX

1-R,x 1-R,x



4. Minéségi azonositas

Yoltage
1.62

0,5




Minoségi azonositas

lg tp
2 iR, <
lg t's - , ,
] lg ¢/ lg ¢}
1,100 n R Kn
100" |
500 600 700 ;800 900 1000
lgt’ . !
R x g R,n
I. =100 +100n

tl’Q,n <t}€,x <t;€,n+1



A mennyiségi elemzés modszerei

erzékenység felhasznalasa

1. kalibracioé
* egypontos
* tobbpontos

2. addicio

* egypontos
* tobbpontos

3. belso standard
* egypontos
* tobbpontos
* komponens addiciés moédszer

44



3. Belso standard moédszer
A. Egypontos belso standard médszer

1. Belso standard valasztasa meghatarozandé alkotéhoz
1. Mérheto legyen
2. Retencioés ideje hasonlé legyen a meghatarozandé
alkotéhoz
3. Fizikai kémiai tulajdonsagai legyenek hasonléak a
vizsgadlandé komponenshez jelképzése a detektorban
legyen hasonlé
2. meghatarozasa standardok segitségével; ismert
osszetételU oldat gazkromatografalasa

" A=am
Aj ,
ismeretlen A =am
. S belsé std A = agmg
L L { { Ai _ a, m; B iﬁ
A; \agmg T A, m;

I 45



3. Belso standard modszer
A. Egypontos belso standard moédszer

3. Minta mérése, melyhez ismert mennyiségben adtuk a belsé standardot

A;*
A*
minta A; =a;m;
| ° belséstd A = a;mg
N G

Ai _jaim;

A agm;
fr =

* *

m:f: — AI mS

AT

46



Az eredmény szamitasa és megaddsa

m A

- S |
m, = ; !
i‘is

m.

l

1,X T] _\/; S:\jzl

m;; m_: témegek, i a mérendd, s a belsé standard
A;; A_: csucsteriletek, * a mintdban mért mennyiség
f.: relativ érzékenység

t: Student-paraméter

s: korrigdlt tapasztalati szérds

n: mérések szdma

1: visszanyerési hatdsfok
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Elektroforéezis

G:}U (egyenfesziltség)
0. KD
(r ‘.I «— 3 f"'r f ; N
\ fényforrds |D
kapilldris
(d=0,1 mm) detektor
© benne elektrolit (puffer) S
i | | |

*- +
— minta

18.1.1. abra. Kapilldris elektroforézis berendezés

(A minta felirat a minta helyét mutatja, de a minta bevitelekor a fesziiltség
nincs rdadva a rendszerre. Mérés kozben viszont nem a minta, hanem puffer
van a bal oldali edényben.)



