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A kromatografia
felfedezoje és névadoja

Mihail Szemjonovics
Cvet
(1872-1919)

M. 5. Tewett and the Invention of Chromategrophy Port I 65
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Fig. 5.3. Tswert's chromarographic column and irs connecrion to the manifold of his
¢ = pinch-cock, d = glass

chromatographic system. g = Manifold, £ = rubber tube,
tube, ¢ = cork, f = solvent reservoir, g = chromatographic column, # = flask

LLIH{.'L[ ||1{' {'llll.:lllf_" !'\-(il]'l-'L'ILl.



Kromatografia



http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=F%C3%A1jl:Chromatography_of_chlorophyll_-_Step_7.jpg&filetimestamp=20051127125205
http://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=F%C3%A1jl:Chromatography_of_chlorophyll_-_Step_7.jpg&filetimestamp=20051127125205

Karotinoidok

Richard Kuhn
(1900-1967)

1938 Nobel-dij abszorpcids
kromatografia

Zechmeiter Laszlo

Cholnoky Laszlé

| Die chromatographische Adsorptionsmethode. Grundlagen,
Fdgar Lederer Methodik, Anwendungen, Wien, 1937
(1908-1988)



Archer John Porter Richard Laurence Millington
Martin Synge

A megoszlasi kromatografia terén vegzett
munkassagukért 1952-ben Nobel-dij
kaptak.

A GC KEZDETE



Kovats Ervin, Horvath Csaba




Torténet

1897 D.T.Day fullerfold, nyersolaj

« 1906 M.Zwett. A kromatografia felfedezoje és névadoja.
Chroma graphien, ypoua ypapo

e 1937 Zechmeister és Cholnoky (elso konyv, angolul)
* 1937 Tiselius: Elektroforézis

* 1940 Ioncserélo kromatografia Izmailov, Schreiber

* 1941 A.P.Matin és Synge. Megoszlasi folyamatok

* 1944 Consden, Gordon, Martin: Papirkromatografia
« 1952-58 E.Stahl: Rétegkromatografia

1952 James, Martin: Gazkromatografia

* 1957 E.Kovats: Retencios index

« 1958 Golay: kapillaris GC



1961 G.Schay: A gazkromatografia alapjai,
Akadémiai Kiado, 1961.

1963-66 Giddings: Egységes elmélet lehetosége

1965-68 Horvath, Huber, Snyder, Kirkland,
Halasz, SCOTT: HPLC

1978-79 Dandenau: kvarcuveg kapillaris

1976-80 Regnier, Horvath, Karger: biopolimerek
elvalasztasa

1981-83 Jorgenson, Lukacs: kapillaris
elektroforeézis (CE)

1982-85 Novotny, Lee: SCF

— GC-MS, HPLC-MS



Mozgofazis Allofazis
szilard folyadék
GAZKROMATOG- gAZ GSzK (GSC) GFK (GLC)
RAFIA (GC) gaz-szilard gaz-folyadék
kromatografia kromatografia
SZUPERKRITIKUS szuperkritikus | SFK (SFC)
FLUID fluidum
KROMATOGRAFIA
(SFC)
FOLYADEK- folyadék FSzk (LSC) FFK (LLC)
KROMATOGRAFIA VRK (TLC) PK (PC)
(LC) vékonyréteg Papir
kromatografia kromatografia
IK (IC)
ionkromatografia
GK (Gél)

gélkromatografia
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rossz elvalasztas: nem szelektiv
nem hatékony
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A gazkromatografias elvalasztas leirasanak
alapkérdesei

-a mozgofazis aramlasaval osszefiiggo problémak
(aramlas szemcsés tolteten és iires csoben),

-az anyagatmenetet leiro gazkromatografias
elméleti megkozelitések,

-a jellemzo molekulakolcsonhatasok,

-a koncentracioeloszlas, csucsalak és az elvalasztas
jellemzésére vonatkozo
legfontosabb ismeretek.
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Retencio

e Retencios 1dok

mV|

* Retenci0s térfogatok

e Relativ retencio

k

B ——
1d6
a mintabemérés pillanata
1
mintabeméro detektor
—_— = kolonna ———
vivogaz
[
—

tm
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Kromatografias alaposszefiiggések 1.

* Brutto retencios idd

« Holtidd

» Redukalt retencids 1do

« Kolonnahossz

* Linedaris aramlasi sebesség

* Megoszlasi hanyados

* Retenciods tényezo

» (Csulcsszelesseg
* Relativ csucsszelesség
* Tanyérszam

* Elméleti tanyérmagassag

Ir
tm
’r=tr-ty
L
u
< - S
Cm
k = .Y _ n,
1:M nm
W
w/ tg
N
HETP=L/N
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Gazkromatografias t |

C max W=4qs
alapfogalmak l
i [7\ =W lnTZZZU\/ZMZ
C(t)j | k‘m 0,607h A =ho
Megoszlasi hanyados
Szelektivitas
Hatékonysag
TR
Felbontoképesség
tr, —t VN a-1 kK
=222 Rlsi5 R, =
Wp + W, 4 a 1l+k
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Kromatografias alaposszefuggeések Il.

1. A sziikséges, de elégséges felbotoképesség.

Altalaban:
lg, 1 N a-1 k
Rs _ 9o R2 Rl >15 R, = \/7 a
W, + W, 4 o 1+Kk
hatékonysag
te, | L
N =16£R2j |\Imax illetve Hmin (H =—)
W N
szelektivitas retencio
a:tR’zztR’z_tM:k2>1 k:tR_tM
i -t K Ty

2. Erzékenység: detektalas!

3. Elemzési ido

trn :to(l_i_kn):@
’ u

1+ kn):16R52(
a—1

k2

a )2 (k, +1)]° H

u
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Co Vi, Cm(N-l) Vi, Cnn
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A van Deemter egyenlet

2
2 d B
H=2d, + }/_Derg K 5 iy H=A+—+C;l
U 3(1+k) Ds u
o) o ) o o) o o o L zOnaszélesség
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A Golay egyenlet

2Dy 1+6k+1K7 17 2 K d2LT

H=— 5 + — 5
u 24(1+k)* Dy 3(1+k)* D
B _ _
H=—+C,U+C.U
H u
(mm)
1.2-
1
0.8
0.6
0.4- _
Hmin=0,27 H —
0.2 B/ U Cp- @
0 T \W T I —-\_r’ﬁ_\ﬂ“—f\l—-—? Cs 7 U I

Uopt :29,2 27



B
Hpmin =2y/B(Cpn +Cs) UOPt:\/C +C
m S

df (m) Cm (%)
0,25 98
0,50 82
1,00 67
2.00 45
5,00 15

2Dy,  1+6k+11k* rf

— 2 u
u 24(1+k) Dm

H =

_ D
Hmin =191r; = d; opt er—:n

Cs (%)

18
33
55
85
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Vékonyfilmes di<1 C,, > C, (p>100)

H
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Az elvalasztas jellemzése

—mln£k'+1]+1 JN a-1 k

n

P ARy | kg +1 R, = R >15

2
2( @ ko +1 ¢ Lt
Nreq _16R (a_lj ( k2 j SN :TZ _ R,n+1 R,n _1
C()n_|_1+60n

2 3
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N a k [VNi  |a-1/a | ka+k) | R
20103 1,05 5 35,35 0,05 0,83 1,47
40.103 1,05 5 50,00 0,05 0,83 2,08
60-10° 1,05 5 61,23 0,05 0,83 2,54
80-10° 1,05 5 70,70 0,05 0,83 2,93
20103 1,10 5 35,35 0,09 0,83 2,64
20103 1,15 5 35,35 0,13 0,83 3,81
20-10° 1,20 5 35,35 0,17 0,83 4,99

20103 1,05 10 35,35 0,05 0,90 1,60
20-103 1,05 15 35,35 0,05 0,94 1,66
20-10° 1,05 20 35,35 0,05 0,95 1,68
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Rs=f(a)
Rs=f(N)
Rs=f(k)
1,05 1,10 1,15 120 @
20-10° 40-10° 60-10° 80-10° N
5 10 15 20k



GC-s kolonnak

— adszorpcios

makro tolteti
/ \

Szemcsés toltetu megoszlasos
kolonnak \ adszorpeios
mikro tltett —
(kapillaris méretil) me goszlasos

/ adszorpcids  PLOT
Kapillaris
kolonnak \

megoszlasos  WCOT
SCOT
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Kapillaris kolonnak

kapillaris cs6 fala

PLOT

megosztofolyadék, 5-20 um

hordozo, 0,1-3 mm

pordzus adszorbens réteg
5-50 um

megosztofolyadék,
0,01-5 um

kapillaris 2r. =0,05 1 mm

hordozé

megosztofolyadék,

0,01-5um
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VO T OVDTOX VST
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200 400 500
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1000 - WB |25
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10* 5000 3000 1500
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Belsé atméro Filmvastagsag Fazisarany Mintakapacitas
(mm) (pm) B8) (ng)
0,2 0,1 500 10-20
0,2 250 30-40
0,25 0,1 625 30-40
0,25 250 100-150
1 63 400-500
0,32 0,1 800 50-70
0,25 320 100-200
1 80 400-500
0,53 0,1 1325 50-100
0,25 530 200-300
1 133 1000-1500
5 27 8000-10000
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Rohrschneider I | > =ax, + by, + ¢z +du; +es;
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1Fs — 159 = axs +bys +cz5 + dus + e
McReynolds (1970)

(A1) =17 -1, (A1)OY 275 OV -25_ &




A megoszto-folyadék neve Min. Oldo- Benzol 1-Butanol 2-Pentanon 1-Nitro-propan Piridin Summa CP-index
max.hdm.C szer
Apiezon L 50/300 CT 32 22 15 32 42 143 3
Butandiol-szukcinat 50/225 C 370 571 448 657 611 2657 63
Carbowax 1540 50/175 C 371 639 453 666 641 2770 66
Carbowax 4000 60/200 C 317 545 378 578 521 2339 55
Carbowax 4000 mono- 60/200 C 282 496 331 517 467 2093 50
sztearat
Carbowax 20M 60/225 C 322 536 368 572 510 2308 55
Carbowax 20M-tereftalsav 60/225 C 321 537 367 573 520 2318 55
Dexsil 300 50/450 T 47 80 103 148 96 474 11
Dexsil 400 50/400 T 72 108 118 166 123 587 14
Dexsil 410 50/400 T 72 286 174 249 171 952 23
DEGA 0/200 A 378 603 460 665 658 2764 66
DEGS 20/200 A 496 746 590 837 835 3504 83
Squalan 20/100 T.C 0 0 0 0 0 0 0
EPON 1001 50/225 AC 284 489 406 539 601 2319 55
Etilénglikol-szukcinat 100/200 C 537 787 643 903 889 3759 89
FFAP 50/250 c 340 580 397 602 627 2546 PBo




A megosztofolyadék neve Min.max.hom.C Oldoszer Benzol 1-Butanol 2-Pentanon | 1-Nitropropan Piridin Summa CP-index
SE-30 50/300 C 15 53 44 64 41 217 5
SE-52 50/300 CT 32 72 65 98 67 334 8
SE-54 50/300 CT 33 72 66 99 67 337 8
XE-60 0/250 A 204 381 340 493 367 1785 42
Oov-1 100/350 CT 16 55 44 65 42 222 5
OV-3 0/350 CT 44 86 81 124 88 423 10
Oov-7 0/350 CT 69 113 111 171 128 592 14
Ov-11 0/350 CT 102 142 145 219 178 786 19
Oov-17 0/375 CT 119 158 162 243 202 884 21
0oV-22 0/350 Cc 160 188 191 283 253 1075 25
OV-25 0/350 C 178 204 208 305 280 1175 28
OV-73 0/325 T 40 86 76 114 85 401 10
0OV-101 0/350 C 17 57 45 67 43 229 5
0OV-210 0/275 A 146 238 358 468 310 152 36
OV-275 25/250 A 629 872 763 1106 849 4219 100
OV-1701 0/250 C 67 170 153 228 171 789 4@9




Rtx®-1
100% dimethyl polysiloxane

CH,
|
CH,

100%
Polarity: least polar bonded phase
Uses: boiling point separations (solvents, petroleum products, and
pharmaceuticals)

Properties: min. temp. (-60°C), max.temp. (360°C to 430°C), helix structure

Rtx®-20
20% diphenyl - 80% dimethyl polysiloxane

CH,

—sll—o— - —S:i—O—
Q .
20% 80%

Polarity:  slightly polar
Uses: volatile organic compounds
Properties: min. temp. (-20°C), max.temp. (310°C)

Rtx®-5
5% diphenyl - 95% dimethyl polysiloxane

@) cH,
—-Sli—O-— — —s!—o—-
&
5% 95%

Polarity: non-polar
boiling point separations (aromatics, flavors, environmental
samples, and aromatic hydrocarbons)

Properties: min. temp. (-60°C), max.temp. (340°C)

Uses:

Rtx®-35
35% diphenyl - 65% dimethyl polysiloxane

1 "=
—si—0— | —[ —si—o—
o

65%

35%
Polarity:  intermediate polarity
Uses: pesticides, Aroclor®, and amines

Properties: min. temp. (0°C), max.temp. (300°C)

Rtx®-1301/Rtx®-624
6% cyanopropylphenyl
9¢:% dimethyl polysiloxane

T
(?HZ)J (:lHJ
Si—O —f Sli—-O—
CH,
6% 94%

Polarity: slightly polar
Uses: pesticides, Aroclor®, alcohols, oxygenates, and volatile organics

Properties: min. temp. (-20°C), max.temp. (280°C)

Rtx®-1701
14% cyanopropylphenyl
86% dimethyl polysiloxane

T
(?Hz)s CIHa
Sli—O — —Sli—O—
CH, *
14% 86%

Polarity:  intermediate polarity
Uses: pesticides, Aroclor®, alcohols, and oxygenates
Properties: min. temp. (-20°C), max.temp. (280°C)
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Rtx®-225
50% cyanopropylmethyl
50% phenylmethyl polysiloxane

o
(CHZ)} @
——Sll—O ' b Sli—O—
CH, CH,
50% 50%
Polarity:  polar
Uses: fames, and carbohydrates

Properties: min. temp. (40°C), max.temp. (260°C)

Rtx®-225
50% cyanopropylmethyl
50% phenylmethyl polysiloxane

C=N

‘ @
((ITHZ)3 I
—Sli—-O —|— Sli—O—
CH, CH,
50% 50%
Polarity:  polar
Uses: fames, and carbohydrates

Properties: min. temp. (40°C), max.temp. (260°C)

Stabilwax®
Carbowax® Peg 20M

T

— C—C—0—
[
H

Polarity:  polar
Uses: fames, flavors, acids, amines, and solvents
Properties: min. temp. (40°C), max.temp. (250°C)

Stabilwax®
Carbowax® Peg 20M

il
—Cc—Cc—0—
[
H

Polarity:  polar
Uses: fames, flavors, acids, amines, and solvents

Properties: min. temp. (40°C), max.temp. (250°C)

Rtx®-2330
90% biscyanopropyl
10% phenyl cyanopropyl polysiloxane

] e
((|3l'12)3 ((IZHZ)3
= Sli-—O —1— Sli—O—

@ || o
C=N
90% 10%

Polarity:  verypolar
Uses: cis/trans isomers

Properties: min. temp. (0°C), max.temp. (275°C)

Rtx®-2330
90% biscyanopropyl
10% phenyl cyanopropyl polysiloxane

7 [
(?H2)3 ((I:HZ)3
= Sli—O —l— Sli—O—

@ || o
C=N
90% 10%

Polarity:  verypolar
Uses: cis/trans isomers

Properties: min. temp. (0°C), max.temp. (275°C)
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. 24,5,6-tetrachloro-m-xylene

.

aBHC Hydrogen vs. Helium
5_:;{8 hydrogen isothermal analysis (210°C) helium
8-BHC LV = 40cm/sec. LV =20cm/sec.
. heptachlor
aldrin ® 5
. heptachlor epoxide
. y<hlordane 2 HE-
10. endosulfanI 1 17
11. a-chlordane 17 18
12. dieldrin 18
13. p,p-DDE
14. endrin 6 13 8
15. endosulfanII w1 [t i
16. p,p-DDD ‘1 14 20 11 18 20

LN

PNAL AW

=

17. endrin aldehyde
18. endosulfan sulfate
19. p,p-DDT

20. endrinketone

21. methoxychlor

30m, 0.25mm ID, 0.25um ! ! ! ! o i
Rtx®-5

17 min. by i 34 min.

Hydrogen vs. Helium

hydrogen programmed analysis helium

. phenol
. 2-chlorophenol 1 A 1
. 2-nitrophenol 6 2
. 2,4-dimethyl phenol
. 2,4-dichlorophenol 2 6
4-chloro-3-methyl phenol 3(5
. 2,4,6-trichlorophenol 3ls : .
. 2,4-dinitrophenol analysis analysis
. 4-nitrophenol 9 time = 7 time =
10. 2-methyl-4,6-dinitrophenol w0 22 min. 25 min.
11. pentachlorophenol z

30m, 0.25mm ID, 0.25um
Rtx®-5
50°C (hold 4 min.) to 250°C
@ 8°C/min. (hold 5 min.)

0N U AW~

o

[+]
i
py

©

-
-

1 1 1 |
min. 4 8 12 16 20 min. 4 8 12 16 20 24 28




SGE Restek Quad-rex JW HP Chrom-pack | Allteck Supel-co Mindség
BP-1 Rtx-1 007-1 DB-1 HP-1 CP-Sil5CB | AT-1 SPB-1 SE-30, OV-1,
Ultra-1 OV-101,
SP-2100
BP-5 Rtx-5 007-2 DB-5 HP-5 CP-Sil 8CB | AT-5 SPB-5 SE-54,  SE-52,
Ultra-2 OV-73
BP-10 Rtx-1701 007-1701 DB-1701 | - CP-Sil AT-1701 | SPB-1701 OVv-1701
19CB
- Rtx-50 007-17 DB-17 HP-50 - AT-50 SPB-50 OV-17, OV-2250
HP-17
BP-21 Stabilwax- 007-FFAP DB-FFAP | HP-FFAP CP-Wax AT-1000 | Nukol SP-1000, FFAP
DA 58CB
- Rtx-2340 - - - CP-Sil 88 - SP-2340 SP-2340, OV-275
PONA - 007-1-50- - PONA Squalane - Petro Squala-ne
0.5F col 50.2
BPX Rtx-624 007-624 DB-624 HP-624 CP-Sil AT-624 VOCOL -
624 13CB
- Stabil - CAM - CP-Wax 51 | - Carbowax -
wax-DB Amin
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GC altalanos felépitése

—>T,Sz.

vivigaz
forras

(2-3 bar)

4
' 3
ml\pta )
—Hﬂig B‘ E A/D
| .
szeptum ﬂ segédgazok
urge
o - @ make-up
split 1

11
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Mintabeviteli megoldasok

46



Gazminta bemeéreés

a)
mintahurok

ot

minta be

Vivogaz
-_

—_—
kolonnara

b)

mintahurok

/

minta be

Vivogaz
-_

_9
kolonnara
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Mintaaram elosztd: splitter elvi vazlata

N/ szeptum
aramlas t
szabalyoz6 szep um
S purge gaz
vivogaz || fltes
valtoztathatd aramlasi
) ) all ellenallasok
liveg, kvarc betét l
(liner)
/ .
split
C o
mintaaram
! leosztas
kapillaris

kolonna 48



mikrofecskenddl.

vivogaz

Splitless bemérés

a)

3

zarva

adszorbens

\

—

kapillaris
kolonna

zarva

b)

Vivigaz

] ﬂﬂr -/ (-
||| adszorbens
i
I\
v ||:’e
nyitva

kapillaris
kolonna
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Oldoszerhatas

Detektorjel

S

Detektorjel b

N
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PTV Injektor

szeptum
aramlas ‘
szabalyozo Szep um
- = purge gaz
vivogaz & L programozott
. flités

kvarc betét

valtoztathatd aramlasi

(liner) ellenallasok
programozott i kvarcgyapot
— split
mintaaram
leosztas

kapillaris
kolonna
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S~ W N

GC-s detektorok

. hovezetoképessegi detektorok,
. ionizacios detektorok,
. fotometrias detektorok

. molekulaszelektiv, vagy tomegspektrometrias

detektorok (MSD)

5. elektromos vezetoképességi detektorok,

=)

. oxigén szelektiv detektor,
. kombinalt detektorok, stb.
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Melyik elonyosebb detektorként?

Z DAH DFH linearitasi | tipus
LOD LOQ tartomany | 1. 2.
MSD : 10%5g |1019¢ 104-10° Univerzalis, | koncentracio
10-16A specifikus
FID 104A |10% 10> g/s 107 SZerves tomegaram
g/s érz.
ECD 10-14v | 1013g [10°¢g 104 specifikus | konc. érz.
FPD P - 1012 107 gP/s 10>  (IgA- | specifikus | tomegaram
gP/s lgc) érz.
FPD S - 10-10 107 gS/s 103 (IgA- | specifikus | tomega.
gS/s lgc) ramérz.
PID 104A |108g |10°¢g 104 specifikus | konc. érz.
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Kovetelmények a késziilékekkel
szemben:

0'2-:A2: Ly :Vé | Ly
@12 \N) 12F* (N

2 2 2 2
O TOy TO, <<O,,

inj
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min

Fast GC k—w

2
H:Z?”‘Jr " u
u 24D,
2\/B(Cm+CS) u

H..= 0,6r, u .=
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Intensity
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S~ W N

GC-s detektorok

. hovezetoképessegi detektorok,
. ionizacios detektorok,
. fotometrias detektorok

. molekulaszelektiv, vagy tomegspektrometrias

detektorok.

5. elektromos vezetoképességi detektorok,

=)

. oxigén szelektiv detektor,
. kombinalt detektorok, stb.
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HWD, TCD kapcsolas

——=<=Vivigaz

b)

\
/

o

Vivogaz

Vivogaz

vivégaz
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mikro-TCD

B
. niléréslzél
M AZWN| R M
N\ =7
7«

szabadba

S\»U«

=
VIvigaz

méroszal

V)R

N2 VN

AT
Y

szabadba

<< o
a) modulalo
gazaram

o
b) modulalo
gazaram
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Az ionizacios detektorok

vivogaz

mukodési elve

energia

R >10 0

I 0]

elektrodok R[I U

—] N ———
V=1V-1kV
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FID elvi vazlata

.

| ]
I: i % anod (+)
C ] '
—
[ lang
katod (-
( [\l — B |
—
levegd N
—=\PL
———
hidrogén s
tomites

kolonna




A langban lejatszodo

folyamatok

oxidacios zona

07

reakcid zébna  (pirolizis)
/]\ 1500-2000 K

eldmelegitd
zOna

1. C,Hy
2. NnCH- + nO-

3. hCHO

1. Hy+ 0y —= HO, + H
2. H'+ 0y —= OH- + O
3. OH'+H, =——= H + Hy0
4, O+ Hy —= OH + H

AHq= 230,3 kJ
AH,= 67,8k
AHg= -632K]
AHy= 4,4k

Rekombinécids reakciok :

5. H + OH + X —= Hy0 + X
6. H+ H + X —= H, + X
7.0-4 0+ X —= 0, + X

AHg = -500 kJ

AHg =-436,3K]
AH,=-498,6 kJ

pirolizis
oxidacio
nCHO-

ionizacio
- == nCHO' + ne

nCH- + (m-n)H-

5
EllAH =-1435 kJ
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A FID jellegorbéje, érzékenysége

R ! R
) (A)
(04
AR
tgx =ap D= an:
. L , A (G
0 0
t 1012 gfs 10°9/s dni>
dat
g M WAz
P (dmij CoaxF M V4In2 ap = 12n, T
dt ). M M; V4In2
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AFID

" o
RbCl \
s0 E I >
—1
gyongy lang
katod (-)
|
l
levegd
%7
hidrogén
tomités

kolonna
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B—sugar 10n1zacios
detektorok: Ar, He

/[\ +
L] Iﬁ B 1000-2000 V-os
dEE polarizacios
fesziiltség
63 Nl
folia -\

Ar + B~ — 128V S Art 4 0™
Ar" + Ar+e” > 2Ar"

11.6eV
Ar* + M —1168

sM™ +e” + Ar
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ECD

Oblito gaz ‘
—_ ——
Ki 4
63 ;
folia I
—=
5blité gaz  be
‘make-up gaz )

+

kollektor
elektrod
0

polarizacios
fesziltség 1-10V
katod

—/

kolonna
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Az ECD érzékenysége

A

R

(A)

ap = N _ Rimax _ AoKi®iCmax
D— — j—
Cmax Cmax Cmaxl\/| I
v ) o lus . . t
ap = A k@ 1
D = Mok
M;
5-150 us t

A

Elektron
konc.
allando fesziiltségli

uzemmod esetén
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Az ECD relativ érzékenysege

Vegytilet Relativ Vegyiilet Relativ
érzékenység érzékenység

benzol 0,06 oktafluor-propan 1,0

aceton 0,50 trifluor-klor-metan 3,3

di-n-butiléter 0,60 trifluor-klor-etén 100

metil-butirat 0,90 pentafluor-klor-etan 170

1-butanol 1,00 1,1-difluor-2,2-diklor-etén 670

1-kl6r-butan 1,00 difluor-diklor-metan 3*104

1,4-diklor- 15,00 kloroform 3,3*10*

butan

klor-benzol 75,00 1,1,2-triklor-etén 6,7*10*

1,1-diklor- 111,00 brém-trifluor-metan 8,7*104

butan

1-brom-butan 280,00 1,1,2-trifluor-1,2,2-triklor-etan | 1,6*10°

broém-benzol 450,00 1,1,1-trifluor-2-brom-2-klor- 4,0*10°
etan

kloroform 6*104 1,1,1,2,2,3,3-heptafluor-3-j6d- | 6,0*10°
propan

1-j6d-butan 6*104 1,1,2,2-tetrafluor-1,2-dibrom- | 7,7*10°
etan

széntetraklorid | 6*104 fluor-triklor-metan 1,2*10¢
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PID

DID

szikrakistilés
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FPD

a b
_ FID monitor _ FID monitor
[tl_' elektrod T elektrod
N N hiit6
P | T O I =
PM } PM
T (N 1 1M
levegd | | | H o _ a
_— —— . .
| interferencia interferencia
H }‘ B sziiré levegd ;L‘ B szliré
26— —_——
j levegd 0
ﬂ —_—]
e —
H> L‘

gyujto |
levegd
J ¢j P,S szlird
*
‘%ﬂ PM

ﬁ

H, + levegd

kolonna
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AED

diddasor
detektor

N 174,2 nm
P ||178,1nm

diffrakcios racs S 11/180,7 nm
hiitoviz N\

Ar make-up gaz \L

¢ energia
kolonna |

SR
;

478,6 nm

479,6 nm
H ¢486,1 nm
I tikor
|eoo J C

¢ kvarc ablak F || 6856nm
O LI 777,2nm

o)

+ fokuszalo rés

[——

495,7 nm
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Fontosabb detektorok jellemzd1

Z DAH DFH ap Linearitasi Tipus 1. | Tipus 2.
tartomany
TCD - 10 g 101 g 106 104-10° univ. konc.
mVcm3/m
g
FID 104 A 10-*2 g/s 10°g/s | - 107 szerves tomegara
m érz.
ECD 56V 1013¢g 10°¢g - 104 spec. konc.
FPD P |- 102 gP/s | 107 - 10° spec. tomegara
gP/s m érz.
FPD S |- 10-10gS/s | 107 - 103 spec. tomegara
gS/s m érz.
PID 10-14A 108 ¢ 10 ¢ - 104 spec. konc.
MS 10V 10159 109 104-10° univ.
szelektiv
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Mindennapi feladataink:

1. az irodalom kovetese,

2. a mintavétel, mintaelokészités problémainak
attekintese,

3. a gazkromatografias elvalasztas,

4. a mino0ségi azonositas, mennyisegi elemzés

kérdéseinek eldontése,

5. az eredmények megadasa és dokumentalasa,
valamint

6. az eredmények hihetoségének a bizonyitasa,

7. gyakori feladat a késziilék hibainak felismerése és

elharitasa.
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Gyakorlati alkalmazasok

Permanens gazok mennyisegi elemzése
Szénhidrogenipari elemzések
Kornyezetvedelmi analizis
Gyogyszeripari elemzesek

Elelmiszerek, mezdgazdasagi termékek
gazkromatografias vizsgalata, stb.
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HPLC
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A HPLC-s elvalasztas

e (Célja: minden termikusan érzékeny nemionos, ionos €s
ionizalhato szerves és szervetlen alkotok eredményes
elvalasztasa és a identifikalasa, azaz a sziikséges és
elégséges felbontoképesség biztositasa:

RS :2tR,2 _tR,l 21’5 R B \/N a_l k

W, + W, 4 a 1+k

76



Hatékonysag
Szelektivitas

Kapacitas

77



A szorpciot eredményezo kolecsonhatasok:

(]
N O O1 & W N -

. diszperzios: apolaris-apolaris (hidrofob)
. indukcios: apolaris-polaris

. orientacios: polaris-polaris

. H-hidas: donor-akceptor

. 1onos

. biospecifikus

. molekulamjret/VHNTA \
» S M

» (alld) (mozgo)
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Szelektivitas:

allofazis megvalasztasa
eluens osszetétel megvalasztasa
Izokratikus

gradiens elucio

homérséklet szerepe
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Az elvalasztas hatékonysaga 1.

van Deemter egyenlet:

d2
HETF’=2ﬂ,dp—l—27£)m—I—g K : Y]
U 3(+k) D,
B

H — A+j+CmU
u

A toltési tényezo

d,: a kolonnatoltet atlagos szemcseatmérdje

D,: az alkoto linearis diffuzios allandoja a mozgo fazisban

y . a toltet zeg-zugossagat kifejezo tényezo

U : az eluens linearis aramlasi sebessege

K : a retencios tényezo

D, : az alkoto linearis diffuzi0s allandoja az 4116 fazisban
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Az elvalasztas hatékonysaga II.

A  az aramlasi egyenetlenségekbol szarmazo csucsszélesedes
— (,,eddy-diffusion”)
B : a diffzi6 csucsszélesito hatasa

C.: az anyagatadas csucsszélesito hatasa

Knox-egyenlet:

h_Av“3+E+CSv
%
h=
dp
ud
y=—27=
Dm
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Az elvalasztas hatékonysaga II1.

. C=H

S = H dramldsidiff-l_ H filmellendllds + H pérusdiff+ H Kinetikai

anyagdtadds™
k* d
P

H sramlasi — Ca 2
(1+k)’ D,

O(K, + K +kK)?d %, U
H orusdiff —
P 30(1+Kk,)?A+K)2D_k,

2kv ~ 2k*y

Hyin = (L+k,)(L+ k)zkd - (1+k,)(1+ k)zﬂka
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(mm)
0,020
0,015
0,010~
H-y  Hmin=0,0065mm
0,005 N
}A U Cs'l_,l
S
0 | - i i ——
0 1 Uppt=1,72 3 4 Uu (cm/s)
0,3 0,9 1,1 cm3/min
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Aramlas szemcsés tolteten

°n . az eluens viszkozitasa

* @: akolonna aramlasi ellenallasa

Lu
Ap=—2%
dp
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HPLC-s elvalasztasok:

1. Normal fazisu (NP)

2. Forditott fazisa (RP)

3. RP ionpar kromatografia

4. Toncseres kromatografia

5. HILIC

6. UHPLC

7. Méretkizarasos

8. Affinitas kromatografia

9. Hidrofob kolcsonhatason alapulo
10. Konvergens kromatografia

11. Folyadék-folyadék megoszlasos
12. Elektrokromatografias modszerek
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Oszlopos megoldasu HPLC modszerek

LC modszer

Allofazis minésége

Mozgofazis minosége

NP-HPLC, normalfazisu kr.

polaris toltet

apolaris

RP-HPLC, forditott fazisu Kkr.

apolaris toltet

polaris

IC ionkromatografia

-ionpar kromatografia

apolaris toltet

polaris eluens+ionparképzo

-ioncserés kromatografia
(HPIC)

toltéssel rendelkezo toltet

puffer oldat

-ionkizarasos kromatografia

kationcsereélo toltet

puffer oldat

SEC, méretkizarasos
kromatografia

porusos toltet

viz, vagy szerves oldoszer

HIC, hidrofob kolcsonhatason
alapulé kromatografia

hidrofob feliiletu toltet

sotartalmu oldat: csokkeno
sokoncentracio

, hidrofil kolcsonhatason
alapulo kromatografia

erosen polaris toltet

apolaris, majd novekvo
polaritasu 86




A szilikagél mint allofazis alapanyag:

polikovasavak halmaza

a leggyakrabban hasznalt allofazis

Fajlagos feliilete: 200-400 m?/g

Porusmérete: 20-100A (2-10nm)

Porustérfogat: 0,1-3 cm?3/g

Szemcseméretek: 1,3; 1,7; 3; 5 um

Modositott szilikagél carbon telitettsége: 5-20%
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Normal fazisd kromatografia

Si—oO
riechanizmus:
dll6fazis:
mozg?6 fizis:
alkalmazds:

a vissztartds azdltal jon létre, hogy az 4ll6
fdzis poldris feliilete valamint a molekuldk
poldris részletei kolcsonhatdsba keriilnek egy-

madssal

Si0,, Al,O,
-NH,, -CN, -diol, -NO,

heptdn, hexdn, ciklohexan, kloroform, diklér-
metdn, dioxdn, metanol

nem ionos apoldris illetve kézepesen poldris
anyagok ( szénhldrogénektﬁl a kter)

elvdlasztdsdra
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Forditott fzisi kromatografia:
CH, H,0 CH,OH H,0

CH,OH v CH,OH

H,0

" mechanizmus: a visszatartds az 4116 fézis apoldris szénhidrogén
l4ncainak a molekulk apoldris részeivel val6 kol-
csonhatdsa 4ltal jon létre

4116 fazis: n-oktadecil (RP-18), n-oktil (RP-8), etil (RP-2),
fenil, (CH,),-CN, (CH,),-diol, hidrof6b polimerek

mozg6 fizis: metanol vagy acetonitril/viz vagy puffer
(alkalmanként tetrahidro-furdn vagy dioxdn
adalékként)

4ltaldban: ha 10 %-kal noveljik az eluens
viztartalm4t, a kapacitds ardny kétszeres lesz

alkalmaz4s: jonos vagy nemionos formdji apoldris illetve
kozepesen poldris vegyiiletek elvdlasztdsdra
(karbonsavaktél  szénhidrogénekig).Ha ionos
form4ji anyagokat. akdrynk elvédlasztani, pH-
kontroll4lt puffereket célszerfi haszndlni. ..
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Bonded Phase

(ODS or C18)
End-Cap
Surface of Sil I
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Spherical Silica Gel
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Pellicular Particle
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Forditott fdzisd ionpar kromatogréfia:

mechanizmus:

4ll6 fazis:

mozg6 fazis:

alkalmazds:

A minta ionos molekuldi ionos kotéssel kotddnek
egy ionpérképz6 reaganshez.Az ionpédrképzd rea-
gens olyan apoldris részt tartalmaz, mely kol-
csonhatdsba 1éphet az 4116 fézis apoldris szén-
hidrogén l4dncaival.

forditott fizisd anyagok (RP-18, RP-8, -CN)

metanol vagy acetonitril/puffer, mely tartalmazza
az ionpdrképzd reagenst (10-3-102 M)

ionos vegyiiletek kevéssé kotsdnek meg forditott
f4zisokon, ezért ionpirképzd reagens hozzdads-
sdval noveljiik a visszatartdst

Minta molekuldk:  Ionpdr reagens:

Savakhoz tetraalkil-ammonium 6k

ligokhoz alkil-szulfon4tok
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A hidroféb kolcsonhatdson alapulé kromatografia:

mechanizmus:

all6 fazis:

mozg6 fizis

alkalmaz4s:

o !
W& o ME

O/H
\
H

hydrophobic patch

az er6sen poldris eluens kényszeriti a minta mole-
kuldkat, hogy az 4116 f4zissal val6 érintkezés sordn

kolcsonhatdsba 1épjenek annak apol4ris csoportjai-
val (v6. kis6z6 hatds). A minta molekuldi akkor

eludlédhatnak, ha csokken az eluens pol4ris karak
tere, pl. ha cs6kken a s6koncentricié.

fenilcsoportokkal vagy alkilldncokkal boritott szor-
bensek

vizes pufferek magas s6 koncentricidval,
ségradiens

fehérjék tisztitdsa és elvdlasztdsa
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mechanizmus:

all6 fazis:

mozgo fazis:

alkalmazds:

a visszatartds azdltal valésul meg, hogy a kii-
16nb6z6 méretii kis molekuldk mds-mds ideig tar-
tézkodnak a pérusokban, a nagyok viszont kizd-
rédnak. ;

olyan porézus anyagok, melyek pérus méretei ke-
véssé térnek el egymdstdl (szilika, mddositott
szilika, szerves polimerek, szénhidrit polimerek)

szerves vagy vizes eluensek lehetnek, megvélasz-
tdsukndl figyelemmel kell lenni arra, hogy benniik
a minta molekuldi jél oldédjanak, ellenben az 4116
fazis tulajdonsdgait ne vdltoztassdk meg és azt ne
is oldjék.

- nagy mc <ulasilyd molekuldk elvdlasztdsdra
(tobbnyire . :limerek)

- polimerek molekulasiily eloszldsdnak és 4tlag
molekulasilydnak meghatdrozdsdra '

- biopolimerek molekulasily4dnak meghatdrozdséra
illetve elvdlasztdsdra '

Méretkizarasos kromatografia

1L L. .
Minta L@ 000] . Ejoo 0 00
2 00" (o]e) 00 00
keverék 000 000 000 000
00 -~ Q3 00 Q0
000 C:01, 000 0 00
OO -,O'O OO O O
ooo- |&axgd 0 00 000
00~ A roYeoX 00
: 000 dbo 0.0 000
porusos [eYe) 00 .‘@O' 00
toltet 000 000 O°0C (e)e)e)
00 00 00 OC?
000 000 000 000
00 00 00 -0°0
000 000 00qg 0.00
00 oJe) e
000 000 OQO| 00,
i i 1
Kromatogram
Injektélds
v :
! ! ! ] >

Retencids id6
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Affinitds kromatogréfia:

mechanizmus:

4all6 fazis:
mozg6 fizis

alkalmazis:

adszorbenseken immobilizdlt szubsztritok, ligandumok
vagy biol6giai makromolekuldk felsziniikén illetve bel-
sejiikben olyan specifikus kotodési helyekkel rendel-
kezhetnek, melyeken csak ennek megfelel6 molekuldk ko-
t6dhetnek meg (kulcs-z4r effektus). Egyéb biomole-kuldk,
melyek nem rendelkeznek a megfelels kotodési lehetd-
séggel, nem kotddnek.

A megkotddott molekuldk gy eludlhatSk, hogy megvil-
toztatjuk a puffer pH-jdt, vagy koncentrdciGjat, ezdltal
véltozik a biomolekula konform4cigja, megsziinik kot6dd-
képessége.

immobiliz4lt szubsztrdtok, ligandok vagy biomolekuldk

vizes pufferek

biomolekuldk €s szubsztritjaik dusitdsdra illetve tisz-
titdsdra
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Rétegkromatografia

toluene - ethyl acetate (93:7 v/v), next sprayed with vanillin in H,SO, and heated. From left to right oils
from: bergamot, cedar, eucalyptus, syzygium, malaleuca, lavandula, mint, orange, pine, spruce.
Identified components: B1 and L1 - linalol, B2 and L2 - linalyl acetate, E1 - cinneol, G1 - eugenol, G2 -
carryophyllene. Doubtfully identified components - C1 - cedrol, M3 - menthol, P1 - limonene.
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HPLC Toltetek fejlodeése

Oskor:
(-1966)

Kokor:
(1965-1969)

Elso generacio:

(1970-)

Masodik generacio:

(1980-)

Szabalytalan, 100 -300 pm, gravitacio

Szabalytalan, 30 -100 pm (40 -70 um)
Szaraz toltés, kényszeraramlas (pumpa)

Szabalytalan, 10 -15 pm Porozus feliileti,
Iszapfazisu toltés, hatasossag

Keémiailag kotott ( forditott) fazisok
Polimer gélek

Gombalaku, 3 -5 pum Endcapping
Tagporusu (WP) toltetek (30 -400 nm)
Polaris (Diol, NH,, CN) fazisok
Hatasossag + szelektivitas

Polimer toltetek

Kiralis toltetek
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Harmadik generacio:
(1990-)

Hejszerkezetii toltetek

Szintézis szilanokbol, nagy tisztasag

3 -5 um, Endcapping, védett (stabil)
fazisok (SB)

Hatasossag + szelektivitas + stabilitas
+ reprodukalhatosag

Nemporozus toltetek, 1-2 um,

Gyorsasag

Monolit toltetek
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Toltetek anyaga

Szervetlen oxidok:
szilika gél
aluminium-oxid
Ti0,, ZrO,
hidroxil-apatit (Caz(PO,),)

Szerves polimerek:
sztirol-divinilbenzol
poli-alkilmetakrilat
polivinil-alkohol-észter
poliéter
alkilalt poliakrilamid
dextran-akrilamid

Porozus grafitalt karbon (PCG)
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Toltetek aktiv részei

Adszorbens / normal fazisu:

Forditott fazisu:

szilika-gél-SiOH

Aluminium-oxid Al,O,

Florisil Mg,SiO,

Diol -(CH,),-OCH,-CHOH-CHOH
Amino -(CH,),-NH,

Ciano -(CH,),;-CN

Oktadecil -(CH,) ,,-CH,
Oktil -(CH,),-CH,

Etil -CH,CH,

Ciklohexil -CH,CH,-C,H,,
Fenil -CH,CH,CH,-C.H,
Endcapping

Embedding
-CH,-CH,-CH,-CF,
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Toncserélo:
anioncserélo:

kationcserélo:

Kiralis fazisok:

Affinitasi toltetek:

SEC toltetek:

HIC toltetek:

Amino -(CH,),-NH,

Kvaterner amin -(CH,),-N*- (CH;),
Karbonsav -(CH,),COOH

Propil szulfonsav -(CH,),SO,0OH
Benzol szulfonsav -(CH,),- -SO,OH

a,AGP, (R) Urea, (R)DBF
ciklodextrin

Fenilboronat
Biospecifikus ligandok
Silica

Polimer

Silica

Polimer
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NP-HPLC mozgo fazisokkal szembeni elvarasok
— polaritas
— viszkozitas
— UV ateresztes
— tisztasag
— toxicitas mentesség
— forraspont
— oxigén oldodas
— viztartalom
— elegyithetoség

— ar
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NP-HPLC mozg6 fazisok

* Alap oldoszerek:
* n-hexan
* n-heptan
* izooktan
e Oldhatosag novelok:
 diklor-metan
 diklor-etan
« kloroform
 Modifikatorok: észterek, éterek, alkoholok, stb.
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RP-HPLC mozgo fazisok

« acetonitril

e 1,4-dioxan

« etanol

« 2-propanol

« metanol

* tetrahidrofuran
- ViIZ
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Oldoszerek jellemzo adatai

Oldoszer Refraktiv Polaritas | Viszkozitas Forraspont | UV
index [P’] [c¢P, 20°C] [°C] Cut off
(20 °C) [nm]
Tetrahidrofuran | 1.4072 4 0.55 66 212
Dioxan 1.4224 4.8 1.37 101.3 215
Acetonitril 1.3441 5.8 0.38 81.6 190
2-Propanol 1.3772 3.9 2.40 82.3 205
Etanol 1.3614 - 1.20 78 210
Metanol 1.3284 51 0.55 64.7 205
Viz 1.333 10.2 1 100 190
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Oldoszerek jellemzo adatai

Oldoszer Oldoszer | Oldhatosagi | Polaritasi | Siriség | Viszkozitas | Forraspont | UV

erosség paraméter index [0/cm®] | [cP 20°C] [°C] Cut off

(£°) (9) P [nm]
n-Pentan 0.00 7.1 0.00 0.626 0.22 36 200
n-Heptan 0.01 7.2 0.20 0.684 0.42 98 200
I1zooktan 0.01 7.3 0.10 0.690 0.50 99 200
CCl, 0.14 8.6 1.60 1.594 0.97 77 265
Toluol 0.22 8.9 2.4 0.867 0.59 110 285
Dietiléter 0.29 7.4 2.90 0.708 0.24 35 220
Kloroform 0.31 9.3 4.10 1.483 0.57 61 250
Diklérmetan 0.32 9.7 3.10 1.327 0.44 40 250
Tetrahidrofuran | 0.35 9.1 4.00 0.881 0.46 66 220
Metil-etilketon 0.39 9.8 4.70 0.805 0.40 80 330
Etilacetat 0.45 9.6 4.40 0.900 0.45 77 260
Acetonitril 0.50 11.7 5.80 0.786 0.37 82 210
2-Propanol 0.63 11.5 3.90 0.785 2.90 82 200
Etanol 0.68 12.7 4.30 0.791 1.20 79 210
Metanol 0.73 14.4 5.10 0.791 0.60 65 205
Viz >0.73 23.4 10.20 1.000 0.89 100 -
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Az oldOszerek erdssége

1 gosz:]-’lgoalox

> 5)

i = Odiszp + ind +9or +Odon *+ Oacc

4. Snyder-féle polaritasi index: etanol (akceptor),
dioxan (donor)

nitrometan (orientacio)

P’ =2logKg +10gKgiox + 109 Kpitrom
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RP-HPLC elvalasztas optimalizalasa

« SZELEKTIVITAS
 Hatékonysag
« Kapacitas

« Az elvalasztasok pH fuggese:
— ionos és ionizalhato alkotok (savak, bazisok)
— nem disszocibilis alkotok elvalasztasa (nem pH fiiggo)
109



Az ionizalhato vegyuletek jellemzoi:
-elektrolitos disszociacio (pK,),
- Ionizalhatok szerves és vizes fazisok kozotti

megoszlas (IgD)
gDy, =lgP—IgfL+10P""< ]
19 Dy = Ig P —IgL+10PK "]

baas

Nem ionizalhato vegyiiletek
- oktanol-viz megoszlasi hanyadosa (IgP),

Cokt
C..

IgP =g

ViZ
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AB > A" +B"~

_ [AB ]org
o [AB]aq * [A+ ]aq

D.. = [AB]org
= [rel, +[57L,

D
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pKai 115

Qp! SOIoUBlSY
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pK,+ 15

PKy

10

Op! SOIouUdleYy

113



PH szerepe:
savak, bazisok, sok

Conditions
Column: Xlerra® RPy5 4.6 x 150 mm, 5 pm
Part Number: 186000492
Mobile Phase: pH 3.0: H,O/ACN/100 mM
NH,COOH, pH 3.0
45:45:10
pH7.0: H,0/ACN/100 mM
NH,HCOy, pH 7.0
55:35: 10
pH 10.0 H/O/ACN/100 mM
NH,HCO5, pH 10.0 &
50: 40: 10
Flow rate: 1.0 ml/min
Injection Volume: 5 pl of 250 pg/mL
Temperature: 30°C
Detection: UV @270 om
Instrument: Alliance® 2695, 2996 PDA 74

\ /"
Chlorpheniramine

30 1.29
70 1.43
10.0 1.19

A S

|||I[l_lll[Il|l]llll|lllI[flll]’llll[llll[llll]llllj
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 .00 10.00
Minutes
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 pH beallitas
— ammonium —formiat
— ammonium-acetat
— ammonium-hidroxid

— amm.-hidrogén-karbonat

2.8-4,8 pH

3,8-5,8 pH

8-11 pH

6-8 pH

115



HILIC
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HILIC

0
HN._ O HO
T HO 2 2 HyC—N—CHj
T ﬁ

I
Cﬂ> | Llj | 6 GO 6 |
1. Amide 2, Dial 3. Mixed Mode 4, Mixed Mode 5. Mixed Mode 6. Mixed Mode 7. Mixed Mode 8. Zwitterionic - Short
Anion exchange Cation Exchange Faolar Anion exchange(B) Cation exchange (B) Hydrophaobic Chain
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HILIC
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UHPLC

119



SEM of 1.9-um nonporous solid-core particles

1.9-um solid core i
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Traditional Diftusion Path

N A

Optimized Diffusion Path

\ )Dl
=3 74
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Reduced Eddy Diffusion

The extremely narrow particle size distribution of Kinetex® core-shell patticles reduces the
effects of Eddy Diffusion {(multi-path effect- the Aterm of the van Deemter equation).

Kinetex Core-Shell Particles

Y Y YYYY ﬂ

99999995

 ¢¢¢¢{¢¢

A A A

Traditional Fully Porous Particles
L 3.0 A

D90

v~ -
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0.35 pm Porous Shell

4 1.9 ym Core Shell

4 0.23 pm Pc

J o EE U I
///
o
f : ' 1.25pr
2.6 um
Kinstex ™
Core-Sheil 1.7 pm
Particle Kinetex"™
Care-Shell
Particle

™ - ™

Kinetex® 2.6 pm Core-Shell  Kinetex® 1.7 um Core-Shell
Farticle Particle

hMaterial Characteristics

Total :
Particle Porous  Solid Pore E:fectn.r-e Effective
Packing Size (um  Shell Core Size """ﬁa";"' Carbon pH Pressure
Material (Hm] Hm ] (Al Area{m®g] Load% Stability Stability
Kinetex 26 0.35 19 100 200 12 1.5 -
C18 107
1000600
Kinetex 26 0.35 1.9 100 200 a 15 - Bar*
PFP g
Kinetex 26 035 19 100 200 u} 20-
HILIC 7.5
Kinetex =T 0.23 1.25 100 200 12 1.5-
c18 10
1000 Bar
Kinetex 1.7 0.23 1.25 100 200 =] 1.5 -
PFP 8.0
Kinetex 1.7 0.23 1525, 100 200 (i} 20-
HILIC 75
*2Amm ID Kinetex columns are pressure stable up to 1000 Bar 123

*Kinetex C18 columns are pH stable 1.5-10 under isocratic conditions. Kinetex C18

-



Gradiens elucio
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1,2

4
5
3
0 8
7
B i)\ /\
min ?|5

min

30

Peak Identification
Tebuthiuron
Prometon
Prometryne
Atrazine
Bentazon
Propazine
Propanil
Metolachlor

e i

Conditions
Column:

Mobile phase:

Flow rate:

Z0RBAX SB-C8

4.6x 150 mm, 5 pm
A: H,0 with 0.1% TFA,
pH 2

B: Acetonitrile

1.0 mL/min
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Norm

ressure profile

Gradient profile:

A. initial isocratic hold
B. linear ramp

C. high organic flush
D. re-equilibration

B

Gradient profile

kb,

C

=1 column void volume, V

Time %B

0 0
0.5 0
7 40
7.1 100
8.6 100
8.7 0
10 0
Conditions
LC:
Column:
Injection :
Temperature:
Detection:
Solvent A:
Solvent B:

mL/min
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8
0.8

Agilent 1290 Infinity
with DAD

Agilent RRHD SB-C18
21x150 mm, 1.8 pm
PN 859700-902

1 pL of 0.2 pm filtered
grapefruit juice

40°C

UV, 276 nm

Water

Acetonitrile
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IONCSERELO KROMATOGRAFIA
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Ioncserés kromatografia:
H ®

®
Na - Kationcserés
H - kromatogréfia

- e
H"'C Coo ‘Anioncserés

NG kromatogréfia

H,C-CO0®

mechanizmus: a visszatartds és elvdlasztds azdltal jon létre,
hogy az eluensben 18vd ionok kiilonbozd
er6sségli reverzibilis ionos kotést tudnak
1étrehozni az 4116 fazis toltott részeivel.

all6 fazis: kationcserél6  -er0s -SO5°
-gyenge -COO°
anioncseréld  -erds -NR3+
-gyenge -NHR2+
mozg6 fazis: vizes pufferek
alkalmazis: ionos formdju anyagok elvdlasztdsira

- szervetlen ionok
- szerves savak, szerves b4zisok
- fehérjék :
- nukleinsavak .-
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Toncserélo allofazisok 1.

« Kationcserélok
— eros —-S0O; H*
— gyenge ‘COO- H”*

e Anioncserelok

— eros -N*(CH;); OH-
— gyenge -N*H,; OH-

129



144 4

Toncserélo allofazisok 2.

« divinil-benzol gyéngy kopolimer alap
* modositott szilikagéel alap

polisztirol alap

polimetil-metakrilat alap

* Pordzus, porusméret 2-40 nm
« Hg¢jszerkezeti HPIC
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Eluensek

« Kationok meghatarozasahoz
— hig HCI (0,01M)

e Anionok méréséhez
— hig NaHCO;, Na,CO,;, KOH

« VEZETOKEPESSEGI DETEKTALAS!
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loncsere-ionkromatografia

* DontO az allofazis 1oncseréelo kapacitasa
— Teljes ioncsere: nagy ioncseréld kapacitas
 2-10 mgeq/g
— Ionkromatografia: kis ioncser¢lo kapacitas
» 0,1-0,2 mgeq/g
* Megvalositas
— Kiszoritasos modszer
— Eluacios modszer
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» Ketkolonnas elvalasztas, ionelnyomo

kolonna (supressor): nagy ioncserelo kapacitas!
— kémiai

— elektrokémiai

* Egykolonnas elvalasztas
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Kationok elvalasztasa eros kationcserélon

Allofazis: kis kapacitasa szulfonsavas
 Mozgofazis: 0,01M HCI
Minta: Li*, Na*, K*, Ca?*, Mg?*,...(CI")
R-SO; H* = Li*, Na*, K*, Ca2*, Mg?,...(CI'’) ELVALNAK

* Supressor: nagy kapacitasu anioncserelo kvaterner amin
R-N(CH,);* OH + H*Cl- —— R-N(CH,),* CI- + H,O
R-N(CH,);* OH- + Li*ClF ——— R-N(CH,),* CI- +Li*OH-

Li*, Na*, K*, Ca%*, Mg? (OH")
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Anionok elvalasztasa

Allofazis: kis kapacitasi kvaterner amin
Mozgofazis: 0,01M NaHCO,, Na*CO,, KOH
Minta: F-, CI-, Br, NO#, NO*, HPO,*, SO,% , I, CIO,, BrO;

R-N(CH,),* HCO, + Na*+ F-, CI, Br,.... elvalnak!

—

Supressor: nagy kapacitasu kationcserelo
R-SO, H*+ Na* HCO, —— R-SO, Na* + H,CO,
R-SO, H* +Na*" F, Cl./=—— R-SO; Na*+ (H")F,Cl, .....
Br-, NOZ, NO%, HPO,>, SO, , I, CIO,, BrO;
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Column: lonPac AG4A-SC, AS4A-SC  Peaks: 1. Fluoride 2 mg/L (ppm)

Eluent: 1.7 mM sodium bicarbonate/ 2. Chloride 3

1.8 mM sodium carbonate i E“”tﬁ_‘d 13

. : . Bromide

Fl?w Rate: 2.0 mL/min 5 Nitrate 10
Detection: ~ Suppressed conductivity, 7. Sulfate 15

ASRS ULTRA recycle mode
10 —

1

2
3 4 5 7
S
6

Minitac
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35 1

Columns:

Column:  lonPac AG4A-SC, AS4A-SC, Eluent:
Eluent: 1.7 mM sodium bicarbonate/

1.8 mM sodium carbonate Run Time:
Flow Rate: 2.0 mL/min Flow Rate

Inj. Volume: 50 pL

Injection Volume:
Detection:  Suppressed conductivity,

ASRS ULTRA, recycle mode Detection:
Peaks: 1. Fluoride 0.03 mg/L (ppm)

2. Chloride 9.3

3. Nitrate 25 System

4. Phosphate  0.10 _

5. Sulfate 110 Backpressure:
Background
Conductance:

4 )

IonPac AG4A-SC, 4 x 50 mm
(P/N 43175)
IonPac AS4A-SC, 4 x 250 mm
(P/N 43174)

1.8 mM sodium carbonate/
1.7 mM sodium bicarbonate

<8 min

2.0 mL/min

50 uL

Suppressed conductivity, ASRS®

ULTRA, 4 mm, in recycle mode,
50 mA current

~1000 psi

~14 uS
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Ionmozgékonysagok

Kation Ay /(Q'em’ mol?) Anion A_/(Q'cem’ mol™)
H 350 OH 199
Li 39 F 55
Na” 50 Cr 76
K" 74 Br 78
Ag’ 62 T 77
Mg”* 106 NO"- 71

Ca”" 119 SO 158
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A supressor kolonnat regeneralni kell!

« Kationcserelot tomeny kensavval
* Anioncserel6t tomeény natronluggal
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Egykolonnas elvalasztas

* Eluens: gyenge elektrolitok
— benzoesav
— citromsav
— o-ftalsav
— borsav
— glukonsav
— stb.
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Egykolonnas elvalasztas

Column: Waters IC Pak A/HR

A Eluent: Borate / Gluconate 1 Fluoride =1 ppm
: Back Cond: 240 pS 2 Bicarbonate
3 Flow Rate: 1 mL/min 3 Chloride =92
Inj Volume: 100 pL 4 Nitrite =4
5 Bromide =4
6 Nitrate =4
5 g 7 o-Phosphate =6
3 | 8 Sulfate =4
™~ 1
- 7 8
| J
Y | ' ' ' ' [ ' ' ' ' |
0.00 5.00 10.00 15.00

Minutes




Gyenge 1oncserelok pH fliggese

* Az ioncserelo kapacitas pH fliggd!
— gyenge kationcseréld

— gyenge anioncseréld toltetek esetén

» Erds 1oncserelok kapacitasa figgetlen a pH-tol!
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Gyakorlati alkalmazasok:

e FOként anionok elvalasztasa

 Aminosavak savas kozegben kationos
elvalasztasa

143



1500

17

12 18

13

11

16

J{ W MULIH - LNMJN

o'oe 8200

100

on the chromatogram are: 1. cysteic acid, 2. methionine sulphone, 3. Asp, 4.
Thr, 5. Ser, 6. Glu, 7. Pro, 8. Gly, 9. Ala, 10. Cys, 11. Val, 12. Met, 13. Ile,
14. Leu, 15. Tyr, 16. Phe, 17. His, 18. Lys, 19. NH3, 20. Arg.
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Kiszoritasos 1oncseres elvalasztasok

145



HPLC készulékek felépitése

* Eluens szallitas,

* Mintabevitel

* Elvalasztd kolonna
* Detektor
 adatfeldolgozas
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Teflon® Tubing

cat.# 25306
Page 312

Detector Lamps
(UV/Vis)
Pages 300-303

Opti-Cap™ Kit
with Bottle

cat.# 25302
Page 306

Helium Sparger
cat.# 25311
Page 305

Last Drop Filter
cat.# 25314
Page 305

Screw-Thread Vial
cat.# 24619
Page 234
Economical 5
Microliter Syringe
cat. # 21250

Stainless Steel e N

—_— = % Tubing
Mobile Phase Degasser ) cat.# 25243
cat.# 25189 / Page 312
Page306 I .4
/ T Solvent

Debubbler
cat.# 25014
Page 306

In-Line
Filter
cat.# 25041
Page 304

Piston Seal
cat.# 25175

Page 299 LO-Pulse®
Pulse Damper
cat.# 25012
Page 314
Sidewinder™ Column
Heater
cat.# 25090 or 25091
Page 307 ’
_-"  PEEK® Fingertight
il Fitting
cat.# 25324
Page 311

Backpressure
Regulator

Page 314

PEEK® Tubing
cat.# 25065
Page 312

cat.# 25020 P

cat.# 25309
Page 311

Tubing Clip
/ cat.# 25310
Y Page 312

Adjustable Flow
Splitter
cat.# 25336
Page 313
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Solvent filter

‘g Mixing valve
Pressure

Control (/)

Pump Head

Multi-channel Degasser
gradient vaive

B

GAG0

Solvent reservoirs

4 Check valve assy.
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Damper with
pressure sensor

Purge valve

to system

to waste
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Kolonnak: toltes, csatlakozasok

EXTERNAL COLUMN END FITTING INTERNAL COLUMN END FITTING
1/4" EXTERNAL FITTING 116" 174" INTERNAL FITTING 146"
NUT BODY  INTERNAL NUT BODY INTERNAL

FRITMATCHES  DISTRIBUTION CONE TAPERS FROM FRIT MATCHES  DISTRIBUTION CONE TAPERS FROM
COLUMN CO COLUMN 1D TO FITTING BORE COLUMN 0D COLUMN ID TO FITTING BORE

CAPILLARY
COLUMN BORE TUBE  COLUMN BORE TusE
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Mintabevitel: manualis, automatikus

SAMPLE SAMPLE

v v
%

o

VENT/WASTE VENTWASTE
- J\/ v\f!}
i
) = COLUMN
SAF%E ,_G_\ SAMPLE

e

PUMP; PUNP:

MOBILE PHASE MOBILE PHASE

3 COLUMN
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Detektorok

@

HPLC detector

Absorbance
Fluorescence
Electrochemical
Refractive index
Conductivity

Mass spectrometry
FT-IR

Light scattering
Optical activity
Element selective

Photoionisation

Commercially available

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No

No

No

Mass LOD

(commercial)

100pg-1ng
1-10 pg
10pg-1ng
100ng-1ug
500pg-1ng
100pg-1ng
1ug
10ug

Mass LOD
(state of the art)

1pg
10fg
100fg
10ng
500ng
1pg
100ng
500ng
Ing
10ng
1pg-1ng
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Diffraction Half mirror Flow cell Sample-side

grating E light-receiving section

— B
O Reference-side Qutput for data
W lamp X light-receiving section processing
(380 to 900 nm) N D, lamp
o {190 to 380 nmy

Mirror
(The light source is selected with the angle ofthe mirror)

Light source
Flow cell Diffraction grating

The light from the two
lamps is merged, and
shone onto the flow cell.
————

Photodiode arrays (1,024 bif)

The light intensity is converted into the
electrical signal for each wavelength.
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diddasoros detektor

bel

N

éporés kiivetta gombtiikor
| (

| /

/

|
T

gomb optikai  gOmbtiikor sugarforras

racs

(D, lampa v. volfram lampa)



UV/Vis Detector — Dual Beam

Light Source UV

Diffraction
Grating
Mirror 1

; Shit 1
St 2
Light Seurce VIS
Filter |
Reference
Mirror 4 o\ Cuvetle Detector 2
A5 Reference i "

— : ““J[‘
—m v :

a® Mirror 2

Sample
Baam

Mirror 3
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Diffraction Flow cell
grallng Mo hito r-
Excitation detector
wavelength r
Fluorescence
Emission
wavelength Sasm Ele-
|
detector

¥e lamp

Diffraction grating
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Path taken when
Reference out refractive index -

\ of eluate
changes \ “_¥1 Photocell
Reference in \ q [>
% Path taken with
% pure solvent in
& both compartments
\ Sample out

Sample in

Deflection plate

-
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RI detektor: torésmutatdo meéreés

Slit Reference cell

V477227227

Sample cell Dual Detector
photodiode output
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ELSD: evaporating light scattering detector

Nebulizer

/ Glass cell

il

Mobile
phase
Nebulizer gas s °o °5 °° o
o'\oo:'d" o — TO the
Tggppnnsoneee drift tube
/T
To the drainage outlet
Photomultiplier

Light source

Quantity of droplets

Assisting gas

a5 R

Assisting gas

Al

Small

Column
effluent iy
[, e~ —
Nebulizer
pressure ralist j_'<==asj -
Nitrocen gas h [~ 1. Nebulizaticn
Nebulizer /

Heated rnft
tube

Sample
drcplets

’ - 2. Mobilie phase

- .
= svaporation
.

|- 3. Detaction

06000 oooo 0O\ i To the drainage outlet
o°° 0°o 0 © 00 9
©69%¢
Y 90 '%
Size of droplets Large



{I} é 1.0 1'5min
Fig. 7 Example of Analysis of Polyethylene Glycol

Table 3 Analytical Conditions

Sample Polyethylene Glycol 1000
Column Shim-pack VP-ODS (250mmL. x 4.6mm i.d.)
Mobile Phase A) Water B) Methanol
Time Program B Conc.40% (Omin) — 60% (15min)
Flow Rate 1.0mL/min
Column Temp. 40°C
. Temperature : 40°C
Detection (ELSD) GaspPressure : 350kPa 161




CAD: Corona® Charged Aerosol Detector (CAD® )

Nebulizer and Impactor
HPLC Column Eluent

Analyte is
nebulized and
dried to produce
particles

Signal OQut

Gas Inlet

Collector

Analyte particles transfer
their charge to a
sensitive electrometer

B
J

Largest droplets

are eliminated Positive charge added

to gas stream

Positive charge is transferred
to analyte particles
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0.014

0.012

0.010

0.008

Volts

0.006

0.004

— (3lucose

———Fructose

——— Sucrose

Lactose

=
-
e

278¢
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Pt segédelekirod Ag/AgCl viszonyitd elektrod

mérd

]

—  elektréd

3y =1

3

L
r

%

mozgofazis a
kolonnardl

=

* Elektromos vezetoképességi detektor

« MS detektorok

wall-jet detektor
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A HPLC gyakorlati alkalmazasai

« Kornyezeti analizis (viz, talaj, hulladek)
« Gyogyszeranalizis

— hatéanyagok

— metabolitkutatas

— Késztermék analizis

Elelmiszer elemzés

« Szermaradvany vizsgalatok
Technologial termékek elemzese
Feherjekutatas és analizis
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Gyakorlati példak
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Drotaverin HCI illékony szennyezoinek HS-GC-
MS meghatarozasa
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Simaizom gorcsoldo

tarolas kozben etil-klorid képzodik 168



Megengedett etil-klorid koncentracioé a Drotaverin hatéanyagban:
750 ppm

Kapillaris kolonna: DB-624 25mx0,2mmx1,12um

(6% cianopropilfenil- 94% polidimetilsziloxan)

Hoprogram: 40°C izoterm 1 percen at, majd 5°C/perc felfiitési sebesség 15 °C-ig
Oldoészer: DMSO

Termosztalasi hdmérséklet: 80 °C, id6 20 perc, mintabevitel 1 ml
Detektor: MS
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Filmtabletta analizise

gyulladasgatlo, lazcsillapito
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Ibuprofen melléktermékeinek az elvalasztasa

Oszlop: 150x4,6 mm; C18 allo6 fazis (5 um) (Ajanlott: BDS
Hypersil C18 Sum)

Eluens:tisztitott viz — acetonitril — ortofoszforsav = 600 : 340 :

0,5; az elegyedési egyensuly beallta utan tisztitott vizzel 1000

térfogategységre higitva.

Aramlasi sebesség: 2,0 ml/min

Hullamhossz: 214 nm

Homerseklet: 25 °C

M¢érés 1ddtartama: 40 perc

Injektalt térfogat: 20 pl
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~_-COzH
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Log D - pH diagram
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Aceclofenak és szennyezéseinek az analizise

*VWD1 A, Wavelength=275 nm (ACEC0414\006-0701.D - ACEC0414\091-0901.D)
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A mennyiségi elemzes alapjai

i ]

0 kH.

|. kalibracios modszer,
2. addicios modszer

3. belso standard modszer
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