
Nagyhatékonyságú 
folyadékkromatográfia/HPLC



A minta, az álló fázis és a mozgó fázis közötti 
kölcsönhatások a HPLC-ben

Minta

Álló fázis
Mozgó fázis

Adszorpció, oldhatóság, 
ionos kölcsönhatás, stb. 

mértéke

A különböző mintamolekulák és az álló, vagy mozgó fázis közötti 
kölcsönhatások különbözősége teszi lehetővé az elválasztást.

SZELEKTIVITÁS



HPLC elválasztási módok
Vegyülettípusok Mód Állófázis Mozgófázis

Semleges
Gyenge sav
Gyenge bázis

Fordított fázis 
(RP)

Apoláris
Módosított szilikagél 
C18, C8,C4, fenil

Poláris
Víz/szerves módosítók

Vízben kevéssé 
oldható, közepesen 
poláris vegyületek

Normál fázis 
(NP)

Poláris(abb)
Szilikagél
Alumínium oxid
Módosított szilikagél

Apoláris(abb)
Apoláris szerves oldószer / 
poláris módosítók

Erősen poláris 
vegyületek

Hidrofil 
kölcsönhatási
kromatográfia
(HILIC)

Szilikagél
Módosított szilikagél
ciano, amino, diol

Víz/szerves módosító (min.
60-70%)

Ionos vegyületek, 
savak, bázisok

Ionpár (IP) C18, C8 Víz/szerves oldószer-
ionpárképzők

Ionizálható szerves 
vegyületek,  fehérjék, 
szervetlen ionok

Ioncsere (IEX) Anion-, vagy 
kationcserélő gyanta

Vizes só oldat + puffer

Makromolekulák, 
polimerek

Méretkizárás Polisztirol
Szilikagél

Gélszűrés - vizes
Gélpermeációs -szerves



Polaritás

https://www.youtube.com/watch?v=OxcFNAvL3EA&list=PLmRpOX9aPBrLFPDRJ_lJuIxh6S19ssHeI

https://www.youtube.com/watch?v=OxcFNAvL3EA&list=PLmRpOX9aPBrLFPDRJ_lJuIxh6S19ssHeI


Hidrofób / hidrofil kémiai szempontból

https://www.youtube.com/watch?v=9oyoOu6fX-0&list=PLmRpOX9aPBrLFPDRJ_lJuIxh6S19ssHeI&index=2

https://www.youtube.com/watch?v=9oyoOu6fX-0&list=PLmRpOX9aPBrLFPDRJ_lJuIxh6S19ssHeI&index=2


HPLC elválasztási módok
Vegyülettípusok Mód Állófázis Mozgófázis

Semleges
Gyenge sav
Gyenge bázis

Fordított fázis 
(RP)

Apoláris
Módosított szilikagél 
C18, C8,C4, fenil

Poláris
Víz/szerves módosítók

Vízben kevéssé 
oldható, közepesen 
poláris vegyületek

Normál fázis 
(NP)

Poláris(abb)
Szilikagél
Alumínium oxid
Módosított szilikagél

Apoláris(abb)
Apoláris szerves oldószer / 
poláris módosítók

Erősen poláris 
vegyületek

Hidrofil 
kölcsönhatási
kromatográfia
(HILIC)

Szilikagél
Módosított szilikagél
ciano, amino, diol

Víz/szerves módosító (min.
60-70%)

Ionos vegyületek, 
savak, bázisok

Ionpár (IP) C18, C8 Víz/szerves oldószer-
ionpárképzők

Ionizálható szerves 
vegyületek,  fehérjék, 
szervetlen ionok

Ioncsere (IEX) Anion-, vagy 
kationcserélő gyanta

Vizes só oldat + puffer

Makromolekulák, 
polimerek

Méretkizárás Polisztirol
Szilikagél

Gélszűrés - vizes
Gélpermeációs -szerves



Normál fázisú HPLC

https://www.youtube.com/watch?v=Rg0YFKTLU_s&list=PLmRpOX9aPBrJmHUhQqqSHLpzZF79SOO__

https://www.youtube.com/watch?v=Rg0YFKTLU_s&list=PLmRpOX9aPBrJmHUhQqqSHLpzZF79SOO__


Szilikagél alapú állófázisok

Porózus - nagy fajlagos felület, 50-400 m2/g között
- fajlagos pórus térfogat, 0,5 – 1,0 cm3/g között

Nagy mechanikai stabilitás 
Kompatibilisek mindenféle oldószerrel

VIGYÁZAT!
pH>8 oldódik
pH<2 hidrolizál (módosított szilikagél)

vízérzékeny



HPLC állófázisok morfológiája

analitikai HPLC

preparatív HPLC

porózus szemcsék / pórusméret 6-100 nm (60-1000 Å) 



Az elválasztás mechanizmusa normál fázison

https://www.youtube.com/watch?v=W7RYaNlUFwU&list=PLmRpOX9aPBrJmHUhQqqSHLpzZF79SOO__&index=2__

https://www.youtube.com/watch?v=W7RYaNlUFwU&list=PLmRpOX9aPBrJmHUhQqqSHLpzZF79SOO__&index=2
https://www.youtube.com/watch?v=Rg0YFKTLU_s&list=PLmRpOX9aPBrJmHUhQqqSHLpzZF79SOO__


HPLC elválasztási módok
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Szilikagél

Gélszűrés - vizes
Gélpermeációs -szerves



Fordított fázisú HPLC - az állófázis

https://www.youtube.com/watch?v=CKMuNU8ECao

https://www.youtube.com/watch?v=CKMuNU8ECao


Az elválasztási mechanizmus fordított fázison 

https://www.youtube.com/watch?v=1-fIeJwjjNs

https://www.youtube.com/watch?v=1-fIeJwjjNs


Elválasztás fordított fázison 

https://www.youtube.com/watch?v=enJ-fMw3nH4

https://www.youtube.com/watch?v=enJ-fMw3nH4


Az elválasztás mechanizmusa fordított fázison 

https://www.youtube.com/watch?v=wPTNdCyiVFQ

https://www.youtube.com/watch?v=wPTNdCyiVFQ


Turista hasonlat

https://www.youtube.com/watch?v=Z4KqP1ys35U&list=PLmRpOX9aPBrIheKTTT0OnON_WS_iGqppU&index=5

https://www.youtube.com/watch?v=Z4KqP1ys35U&list=PLmRpOX9aPBrIheKTTT0OnON_WS_iGqppU&index=5


Visszatartás és felbontás fordított fázison

https://www.youtube.com/watch?v=E2U13lQE-RY

https://www.youtube.com/watch?v=E2U13lQE-RY


A mozgófázis és a turista hasonlat

https://www.youtube.com/watch?v=nZi2P9lJhFc

https://www.youtube.com/watch?v=nZi2P9lJhFc


A szerves módosító (szerves %)

https://www.youtube.com/watch?v=bwzxh-tzazo

https://www.youtube.com/watch?v=bwzxh-tzazo


A szerves módosító % és a felbontás

https://www.youtube.com/watch?v=W0hNl-o8s2g

https://www.youtube.com/watch?v=W0hNl-o8s2g


Szerves módosítók fajtái

https://www.youtube.com/watch?v=gmSgKNkn7_o

https://www.youtube.com/watch?v=gmSgKNkn7_o


Szerves módosító megválasztása

https://www.youtube.com/watch?v=5aV64fPsuI0

https://www.youtube.com/watch?v=5aV64fPsuI0
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Izokratikus elválasztás

https://www.youtube.com/watch?v=xK9S36iDw8g

https://www.youtube.com/watch?v=xK9S36iDw8g


Izokratikus és gradiens elválasztás

https://www.youtube.com/watch?v=Jc8NCzBmdAA

https://www.youtube.com/watch?v=Jc8NCzBmdAA


Gradiens elválasztás – egyforma keskeny csúcsok

https://www.youtube.com/watch?v=_okQgcjZLNU

https://www.youtube.com/watch?v=_okQgcjZLNU


pH kontroll

https://www.youtube.com/watch?v=BBmE2b9hsXQ&list=PLmRpOX9aPBrJluohv2CQFZmbzMOeNnE_Y

https://www.youtube.com/watch?v=BBmE2b9hsXQ&list=PLmRpOX9aPBrJluohv2CQFZmbzMOeNnE_Y


Gyenge savak disszociációja

https://www.youtube.com/watch?v=u0kRlpPjEsU&t=5s

https://www.youtube.com/watch?v=u0kRlpPjEsU&t=5s


Gyenge bázisok disszociációja

https://www.youtube.com/watch?v=X9hLPTvxWGg

https://www.youtube.com/watch?v=X9hLPTvxWGg


Ionizálható vegyületek visszatartása a pH függvényében

gyenge sav gyenge bázis



HPLC elválasztási módok
Vegyülettípusok Mód Állófázis Mozgófázis

Semleges
Gyenge sav
Gyenge bázis

Fordított fázis 
(RP)

Apoláris
Módosított szilikagél 
C18, C8,C4, fenil

Poláris
Víz/szerves módosítók

Vízben kevéssé 
oldható, közepesen 
poláris vegyületek

Normál fázis 
(NP)

Poláris(abb)
Szilikagél
Alumínium oxid
Módosított szilikagél

Apoláris(abb)
Apoláris szerves oldószer / 
poláris módosítók

Erősen poláris 
vegyületek

Hidrofil 
kölcsönhatási
kromatográfia
(HILIC)

Szilikagél
Módosított szilikagél
ciano, amino, diol

Víz/szerves módosító (min.
60-70%)

Ionos vegyületek, 
savak, bázisok

Ionpár (IP) C18, C8 Víz/szerves oldószer-
ionpárképzők

Ionizálható szerves 
vegyületek,  fehérjék, 
szervetlen ionok

Ioncsere (IEX) Anion-, vagy 
kationcserélő gyanta

Vizes só oldat + puffer

Makromolekulák, 
polimerek

Méretkizárás Polisztirol
Szilikagél

Gélszűrés - vizes
Gélpermeációs -szerves



Fordított fázisú ionpár kromatográfia

https://www.youtube.com/watch?v=u3yrP1_hby4

https://www.youtube.com/watch?v=u3yrP1_hby4


HPLC elválasztási módok
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kölcsönhatási
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Ionpár (IP) C18, C8 Víz/szerves oldószer-
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vegyületek,  fehérjék, 
szervetlen ionok

Ioncsere (IEX) Anion-, vagy 
kationcserélő gyanta

Vizes só oldat + puffer

Makromolekulák, 
polimerek

Méretkizárás Polisztirol
Szilikagél

Gélszűrés - vizes
Gélpermeációs -szerves
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• minta – töltéssel rendelkező (pl. szervetlen ionok, 
erősen savas, vagy bázikus szerves vegyületek)

• mozgófázis – ionos vegyület (só, vagy erős 
sav/bázis)

• állófázis – ionos vagy ionizálható csoportokat 
tartalmaz – ioncserélő gyanták

pl. kationcserélő oszlop –SO3
-, vagy COO-

csoportok BH+ elválasztására
vagy anioncserélő oszlop –N(CH3)3

+ csoportok 
A- elválasztására

Ioncserés kromatográfia

Ion-exchange chromatography - Overview
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• a minta ionjai és az állófázis ellentétes töltésű ionjai 
között elektrosztatikus vonzás (Coulomb erők) jön létre

• a minta ionok és a mozgófázis ellenionjai versengenek az 
állófázishoz kötött ellentétes töltésű ionokért. Ez 
határozza meg a retenciót.

A- + R+Cl- Cl- + R+A- anioncsere

BH+ + R-K+ 
 K+ + R-BH+    kationcsere

• a különböző minta ionok eltérő mértékben kötődnek az 
állófázis ellentétes töltésű ionjaihoz.

Ioncserés kromatográfia

Ion-exchange  mechanisms



https://www.youtube.com/watch?v=q3fMqgT1do8

Ioncserés kromatográfia 

https://www.youtube.com/watch?v=q3fMqgT1do8
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https://www.youtube.com/watch?v=oV5VB5kO3tQ

Méretkizárásos kromatográfia 

https://www.youtube.com/watch?v=oV5VB5kO3tQ


Cvett ultranagynyomású HPLC rendszerek
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A HPLC műszerezettsége

Éter

CaCO3

Klorofill



A HPLC műszerezettsége

Pumpa

Mintabeviteli egység 

(mintaváltó, injektor)

Oszlop

Oszlop termosztát

Detektor

Túlfolyó

Adatfeldolgozó egység
Gázmentesítő

Eluens 

tartály
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Modern HPLC rendszer

NAGYNYOMÁSÚ SZIVATTYÚ vagy PUMPA

p ~ 400 bar, F: 0.1-10 ml/min, pulzálás < 1-2%

MINTABEVITEL
Vinj: 1-100 µl, reprodukálhatóság < 0,2%

KROMATOGRÁFIÁS OSZLOP
Dpart: 2-10 µm, dc: 3-8 mm, L=2-25 cm

DETEKTOR

UV-VIS, FLD, ED, CD, RI, MS, ELSD, FTIR, NMR

ELUENS vagy MOZGÓFÁZIS

GÁZ MENTESÍTŐ
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A HPLC pumpa

https://www.youtube.com/watch?v=x77--YvNBo0&list=PLmRpOX9aPBrI6hKrvWW5aN7eswFlAxJLt&index=4

https://www.youtube.com/watch?v=x77--YvNBo0&list=PLmRpOX9aPBrI6hKrvWW5aN7eswFlAxJLt&index=4


A HPLC pumpa

https://www.youtube.com/watch?v=qZCxsPITq0U&list=PLmRpOX9aPBrI6hKrvWW5aN7eswFlAxJLt&index=5

https://www.youtube.com/watch?v=qZCxsPITq0U&list=PLmRpOX9aPBrI6hKrvWW5aN7eswFlAxJLt&index=5


HPLC mintabevitel – injektor

https://www.youtube.com/watch?v=LJ5UJoN2s0s&list=PLmRpOX9aPBrJwlTPcz3BIRW5jUe4nFH-u&index=2

https://www.youtube.com/watch?v=LJ5UJoN2s0s&list=PLmRpOX9aPBrJwlTPcz3BIRW5jUe4nFH-u&index=2


HPLC detektorok

Típus Szelektivitás Érzékenység
(detektált mennyiség)

Törésmutató (RI) kicsi 10-100 ng

Vezetőképesség kicsi 1-10 ng

UV/VIS közepes 0,1 ng

Elektrokémiai nagy 1-10 pg

Fluoreszcens nagy 1-10 pg

Tömegspektrométer nagy 10-100 fg



HPLC alkalmazási területek
Vegyipar

polisztirol
ftalátok
festékek

Élettudományok
peptidek
fehérjék
nukleotidok

Környezetvédelem
poliaromás szénhidrogének
növényvédőszerek
Szervetlen ionok

Gyógyszeripar
tetraciklinek
barbiturátok
antidepresszánsok
kortikoszteroidok

Fogyasztási cikkek
antioxidánsok
lipidek
cukrok

Klinikai kémia
aminosavak
vitaminok
homocisztein


