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Gyakorlatok helye: Ch. Alagsor és Tanszéki Konyvtar

Laborjegy: beugro zh, jegyzokonyv mindsége alapjan +/- 1 jegy

Minden megkezdett hét késésért -1 jegy jar

Beugro zh.: - Analitika .

- HPLC el6adas anyaga (a diasor plusz az
elhangzottak!)

- laborleirat
(http://oktatas.ch.bme.hu/oktatas/konyvek/anal/AnalLabor/HP
LC%?20laborleirat.pdf)



Gyakorlat témaja:

1. Kulonbozo italok koffein tartalmanak a meghatarozasa
(kavéban, teaban: 1 csésze kavéban 80-100 mg koffein)

2. Kromatografias paraméterek meghatarozasa

Bemutatott eszk0zok:

Folyadekkromatograf: Pumpa, Injektor, HPLC oszlop, UV
detektor, adatfeldolgozo szoftver



Nem-szelektiv, elvalasztason alapuldo mérési
technikak vs. elvalasztas nélkduli, szelektiv
Elvalasztas médSZEFEk
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Cvet, az els6 kromatografus

Russian Botanist
Mikhail Tswett (1872-1919)

From Tswett's notebook (1910) on early
chromatographic experiments



GC oOsszehasonlitasa HPLC-vel I.
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Tipikus GC kapillaris oszlop Tipikus HPLC oszlop
30 m x 0,25 mm i.d. 15cm x 4,6 mm x5 um
Meghatarozhato anyagok

* illékonysag (250°C alatt megfeleld tenzio)  oldékonysag a mozgofazisban
* derivatizalas hibat vihet be a kvantitativ mérésbe * sz¢les polaritasi tartomany,
* molekulatomeg: < 500 Da ionos vegyiiletek is elemezhetdk

» molekulatomeg: nincs fels6 korlat,
feherjek 1s



GC osszehasonlitasa HPLC-vel Il.

magas homérséklet (akar 350°C)
—ho0stabilitas

sok GC detektor (pl. FID) destruktiv
tipikus érzékenység: ng-pg
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All6 fazis Mozgo fazis
HATEKONYSAG

Korilmények

szobahomérséklet (80°C-ig)
az UV detektor nem destruktiv
tipikus érzékenyseg: ng

Kolcsonhatasok
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All6 fazis  Mozgo fazis
SZELEKTIVITAS



Kromatografias parameéterek:

Brutto retencios ido
Holtido

Redukalt retencios ido (az dallofazisban eltoltott ido)

Kolonnahossz

Linearis aramldasi sebesség
Megoszlasi hanyados
Retencios tényezo
Csucsszélesség (alapvonali)
Relativ csucsszélesség
Tanyérszam

Elméleti tanyérmagassag
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Hogyan befolyasolja az elvalasztast a
retencios tenyezo?
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R =-JNZ

4 o ‘k+1

Hesolution as a f'uncion of retention factor (k)
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Szelektivitas




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

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

S
Lot K
g K
1Vm

Szerves oldoszer tipusa
Mozgodfazis pH-ja

Eluens er6sség és adalékok
Allofazis

HOémérseéklet



Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Szerves oldodszer tipusa
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mozgofazis pH-ja

I |
! Mobile phase i Mobile phase
pH 5.1 . pH52
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Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Eluens erdsség és adalékok

LN I

] | ] | I [
Mohile phase octane Mohile phase octane
sulphonic acid conc.: 57 mhd sulphonic acid conc.: BOmbd




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

All6fazis

; Colurmn: ZORBAX Eclipse XDB-CN

1 h Mobile Phase: 35:65 ACNWater

4
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4,5 Column: ZORBAX Eclinse ¥DB-Phenyl

1 2 Mobile Phase: 45:52 ACNWater
3
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Hogyan befolyasoljuk az elvalasztast a
szelektivitassal?

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



Hogyan befolyasolja az elvalasztast a

szelektivitas?

1 1k
R=-JNZ

4 o/ k+1

Ha o = 1, nincs elvalasztas

Ha a 1,1-r6l 1,15-re n0O, akkor a felbontas ~1,5-szorosére no!

a = 1,1 feletti szelektivitas értekek mar a rutin HPLC-ben j6 elvalasztast biztositanak,
R>1,5.
— K, 10%-kal nagyobb, mint K,

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



Hatekonysag
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Plate Height

Hatekonysag

Elméleti tanyérszam: analogia frakcionalt desztillacio

Tower Height

column len

H

Heated
crude oil
from
hoiler

(equatesto

gth)

-~

Carbon Number
Range C40-C35
Narrow
distribution

HPLC Analogy —

Distillation Column
High Efficiency Distillation Process

v

N=—
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.

Carbon Number
Range C40-C20
Broad
distribution

L

Heated
crude oll
from
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Distillation Column

Low Efficiency Distillation Process

H elméleti tanyérmagassag HETP height equilvalent to a theoretical plate
L oszlop hossza



Mi befolyasolja a zonaszelesedést?

Oszlop:

« 0szlop hossza (N=L/H)

* reszecskemeret (H,;,~2d,)

 allofazis min6sége és feluleti fizikai-kémiai tulajdonsaga
« oszloptoltes min0sége, esetleges holtterek

Oszlopon kivuli tenyezok:

« aramilasi sebesseg

* injektalt térfogat

« oszlopon kivuli holttérfogatok (detektorcella, 0sszekoto
kapillarisok, csatlakozasok



van Deemter egyenlet (HPLC kolonnakra és toltott GC oszlopra!)

H=A+B/u+Cu

JA” tag: eddy (angolul 6rvény) ,,diffazid”

1,
H
(mm)
H-T
0,5
Hmin:0,409
Bl 4 .
A
0 ‘ ‘ ‘
0 5 8.7 10 15 G (emis) 20
opt ’

,Cs” tag: allof.—smozgdf. anyagatmenet

,B” tag: linearis diffuzié ellenallésa

distance distance
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o
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solute concentration

g

solute concentration
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Injector

Mixer

Column

Solvents

Chromatogram

T Start Injection

Detector

time
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Injector

Mixer

Column

Solvents

Chromatogram

T Start Injection tme

Detector
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Injector

Mixer

Column

Solvents

Chromatogram

T Start Injection tme

Detector
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Solvents

Injector

Column

Chromatogram
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Solvents

Injector

Column

Chromatogram
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T Start Injection tme

Detector
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("’ Injector Chromatogram
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Normal fazisu kromatorgafia
(NP-HPLC)

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

Alléfazisok 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)

™ I
TH-" H,‘C\ /OH C|
(CH;)n CH {CH2n
HsC I
HyC—gj— CH; \ _CH: Hc—Si—cH,
_M | P |
o o o~ \ ?
| | | CHs
1 Si Si /7'
/N /N /N \

Silica Amino Diol Cyano



Szilikagel allofazis
,vizerzekenysége”

Szilikagélek j6 vizmegkotd anyagok

» Kromatografias szempontbdl: a feluleten adszorbealodott viz
er0sen kotodik a szilanol csoportokhoz, dezaktivalja azokat
(kizarva a komponens hozzaféerhet6seget).

= Igen kis mennyisegu viz is jelentos mertekben dezaktivalja a
kolonnat, ezért a mozgofazisok nem tartalmazhatnak vizet,
vagy csak kontrollalt mennyiségben.

Aktivalas lehet6seégei:

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

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




Polarisan modositott szilikagel
allofazisok elonyel

A mozgoédfazis nyomnyi viztartalmat nem kell kontrollalni
Gyorsabb egyensulybeallas

Gradiens elucid kivitelezhet6

Polaritas, szelektivitas széles tartomanyban valtoztathaté
Energetikailag homogénebb felulet

Kevésbé ,tailinges” csucsok, mint szilikagél esetén

Ezek a fazisok a mozgé fazis polaritasatol figgben hasznalhatdok normal- és forditott
fazisként is



Mozgofazisok az NP-HPLC-ben

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

* Kloroform =
\(© ,
S Eterek Diizopropil-éter, Diizobutil-éter, jg;
= MTBE, THF, Dioxan k=3
N Eszterek Metil-acetat, Etil-acetat 2
= Alkoholok Etanol, Izopropanol 3
o o
% Nitrilek Acetonitril 3
o L

Aminok Trietil-amin, Butil-amin

Savak Ecetsav

Viz Viz



Forditott fazisu kromatografia
(RP-HPLC)

= Forditott: a korabban kidogozott ,normal’-hoz
képest

» A mozgo fazis polarisabb, mint az allofazis
= Aleggyakrabban hasznalt modszer

Time (minutes)



Allofazisok az RP-HPLC-ben

Modositott szilikagél allofazisok

C18
C8
C4

ciano
fenil
amino

Hidro
cso

icitas
en

Nem
an

Vissz

laris
ok
rtasa

Predominantly Aqueous Mobile Phase

Silica Support {Particulate)

Androsterone

(Analyte)




, All6fazisok
Altalanos kovetelmenyek

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

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

- a szemcseék atmergje kicsi legyen és kicsi legyen a szemcseatmero eloszlasa
lehetbleg szlk eloszlast mutasson . Kis szemcsék az alkalmazhaté nyomast (Darcy-
tv.), mig a nagy szemcsék az elvalasztas hatékonysagat (Van Deemter-egyenlet)
korlatozzak, ha szemcseatmerd eloszlas nagy, akkor heterogén toltetagy johet létre.

- a szemcseék porusmeretének olyannak kell lenni, hogy ne gatolja a vizsgalandoé
anyagok diffuzojat. Ne tartalmazzon mikroporusokat, mert un. mikroporusokban
dp<2 nm az anyagatadasi ellenallas nagy, és széles kromatografias csucsokat
kapunk

- a toltet feluletének energetikailag homogénnek kell lennie (a nagyon kulonb6z6
kolcsonhatasi erdsséget biztosito kotddési helyek szama ne legyen 6sszemeérhet6,
klonben a csucsalak torzul, az elvalasztas romlik.)

- modszerspecifikus kovetelmeény: a modszernek megfeleld kémiai tulajdonsaggal
rendelkezzen a felulet



Mozgofazisok az RP-HPLC-ben
Altalanos kovetelmények

" Tisztasagi kovetelmeny

JO UV ateresztOkepesseg (UV cut-off)

Kis viszkozitas

A minta komponenseinek jol kell oldoédniuk a
mozgofazisban

Nem tartalmazhat szilard anyagot

Kis toxicitas

Nem tartalmazhat oldott gazokat (gazmentesités)

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 részét azonban nem oldja, ezért szukseég
van szerves oldoszerekre:

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

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

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



Oldoszer tisztasag

Vodka baseline Ethanol baseline
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PH szerepe az RP-HPLC-ben

HA 2 A~ +H* B +H,0 = HB* +OH
o HA] _ [0H")[HB")
< [HA] " [B]

pKa — _long»:z pr - _longfJ

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

* Minel er0sebb a sav, annal kisebb a pK, értéke.

* Minél er6sebb a bazis, annal nagyobb a pK,
erteke.



Savas vegyulet

pK; values lonized and non-ionized forms

OH

OH 0 o-
o] (o} o o]
Homovanillic Acid Equilibrium
OH o- o-
\O \0 \O \O
fo) (o) f) OH OH OH o
pK =3.74 pK, =9.95 v v
—y— —y— 100
™ oo =N 90
0 0 0 80
70
OH o]

OH

Concentration (%)
w
o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH



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
ionparképz6 megvaltoztatja az
alléfazis feluletét, valamint ion-
asszociatumot képez a
merend6 molekulaval. Az
asszociatum apolarisabb lesz,
mint az eredeti vegyulet.

Silica gel
matrix

Hydrophobic solid phase lonic substance

lon-pair reagent



loncseres kromatografia

1. Kiindulasi 2. A minta 3. A leoldas 4.A leoldas 5. Regeneralas
allapot megkotddése  kezdete vége
ADA| O@©@o0@6@ ® @ @ e
D AD|le@ee@e|e@®@e@e@e| 0 OO0 W a
o) A o) 0 o) i o=$=0
N ]
9 | WA | " | = | % © 7
O O O| AAA|DBDD|O®@ @ O 7
e @ o A AA|lo0© oo i ?:OH
- ﬂ
Ellenionok az O - 5 @ lonoka a
indulé pufferben A Szétvalasztando ionok @ gradiensben >=o



lonkromatografia

Anionok elvalasztasaban donto szerepe
van

MuUtragyazas miatt elnitratosodott,
foszfatosodott talajviz, retegviz merése

All6fazis: ionos karakter(i, specialis, kis
kapacitasu

Alapja: ioncsere egyensuly

Detektalas: elsOsorban vezetokepessegi
meressel



|IC vezetOkepessegqi
detektalassal

Eluent (KOH) St Without Suppression
ampmo Counter lons
F; CIF,80#
| FFoocr 0,2
A A
Anion HS
Column KOH
KF, KCI, K,SO, in
KOH With Suppression
Anion K+ h g
Suppressor [ exchange .
[H* form] 3 :: i for H+ ps E cr s°4

|
HF, HCI, H,S0, in H,0

Detector =




HIC (Hydrophobic Interaction
Chromatography)

A) B)

“Hydrophobic
- .surfaces, -

High salt

. o
‘VJ Highly ordered ' ¢ J &p '
H \

) \‘ { /. water

« . “kess ordered
P B Y .'_‘/'_woter

»

Low salt

A) Highly ordered water shells surround the hydrophobic surfaces of ligands and proteins. Hydrophobic substances are forced to
merge to minimize the total area of such shells (maximize entropy). Salts enhance the hydrophobic interaction. B) The equilibrium of the

hydrophobic interaction is controlled predominantly by the salt concentration.



Affinitaskromatografia

* Antitest — antigen, enzim — szubsztrat,
receptor — Iigand kélcsénhatéson alapul

Affinity Desalting
Wash Elute

o3k | |awn| Ak 'J ﬁ;‘.\
< 3 4 3 < o B e 8
WAL [Naet --«Az\\’f R w4
D e B W e | 8520 A :
\..b/ 5 \‘No " \y . ( :‘yspt:‘;) '\ ,[t @‘/

mmmmmmmmmmm

Target protein of complex prectein @ Salt L Ligand L Affinity resin 4 ';\ Desalting/size
i J ¥ exclusi sin

mmmmmm




HILIC (Hydrophilic Interaction
Chromatography)

o e

/Hz.c. ACH/ M0 T
90:10)
Allofazis: polaris (szilkagél vagy / n
polarisan modositott szilikagél [ O
Mozgofazis: vizes — Szerves l Y—
(tipikusan: 30%:70%) i
A polaritasviszonyok miatt NH,
,,forditott forditott fazisu
4 4 99 * r__sr e S
kromatografidnak” is hivjak
Water . _
AcetonitrileWater (90:10)] “ g, :::h- flf:_" ;_,f"'-“ = :.?1]':‘-5{‘;% ’
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Meéretkizarasos kromatografia

Size Exclusion Chromatography
(SEC)

A molekulakat nagy
porusatmergju tolteteken
meretuk szerint valasztjuk szeét

Nagy molekuak kizarédnak —
kisebb méretl molekulak
meretuktdl fuggo ideig
tartozkodnak a porusokban

All6fazis: inaktiv, nem alakit ki
kolcsonhatast az elvalasztandd
molekulakkal az adott
eluensben




Kiralis kromatografia

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

enantiomerekbol
 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
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Iralls allotaZis

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

derivatives) that attracts one of the twins in the racemic mixture

&

QIV"&. 3 '

v " Right Hand A"
Z :

o T

@Jﬁz |
iz

Comes out

v Comes out

slowly

o

Right Hand "a” of filler

-3

Right Hand "a” of filler

\/

quickly




Gradiens elucio

HPLC-s méréseknél gyakran

el6éfordul, hogy az
elvalasztandé 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
szukség

A mozgo fazis szerves fazis
tartalma valtozik a mérés
soran

Response

|

" UUJ L

Isocratic separation of environmentally
persistent pollutants

C18 4.6 x 150 mm (5 um)

Water / Acetonitrile (40:60)

Flow-rate — 2 mL/min

LA '\ AL V5

"“‘“v—v—v—'__h—'—/_/ v---v‘vw

Time (min)

Gradient separation
persistent pollutants
C18 4.6 x 150 mm (5
Water / Acetonitrile

isocratic separation

Flow-rate — 2 mL/min

Note that the peak pairs at Points 1 and ®
2 were completely unresolved in the

of environmentally

um)
(5-95% in 25 min)

U th '!\ |

.H

) \

30



