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A kémiai analizis az elvalasztasok muveészete.



Elvalasztastechnika?

 Ipari elvalasztasok
* Analitika1 elvalasztasi modszerek:

— mechanikai modszerek: szlirés, ultraszures, centrifugalas,
flotalas, stb.

— kémiai modszerek: szelektiv oldas, feltaras, stb.

— fizikal-kémiai modszerek: desztillacids modszerek (egyensulyi,
dsztillacio, frakcionalt desztillacio, vizgdz desztillacio
molekularis desztillaci0), extrakcios elvalasztasok,
kromatografias modszerek, elektroforetikus modszerek,
kapcsolt modszerek (GC-MS, HPLC-MS, ICP-MS, TG-MS),
stb.

— biologiai-biokémiai elvdlasztasok: enzim-szubsztrat, antigén-

antitest kolcsonhatasok, stb.
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Az elvalasztasok

A,B,C,...X halmaz

osszetett matrix

Az analitikai cél:
- mintaelokészités

- analizis

— A/B/C/...X
egyedi halmaz



Mintaelokészités

Gaz extrakcios modszerek (VOC)
— HS-GC
— ,,Purge and Trap”
— SPME-HS-GC
Folyadék extrakcios modszerek (Soxhlet)
— folyadék-gaz extrakcio: elnyeletés (abszorpcio)
— folyadék-folyadék extrakcio: razotolcséres extrakceio, ultrahangos
extrakcio,
— folyadék-szilard extrakcio (Soxhlet)
— permeacios mintaveétel
Szilard extrakcios modszerek:
— adszorpcios gazmintavétel
— SPE megoldasai (SVOC, NVOC), diszperzios SPE
— SPME (immerzios)
— twisbter, )ITEX (in-tube extraction), MEPS (microextrction by packed
sorbent



Kromatografias modszerek 1.

e GC
toltetes,
« HRGC,

fast GC



Kromatografias elvalasztasok I1.

* 1. Normal fazisu (NP) HPLC

e 2. Forditott fazisu (RP)

* 3. RPionpar kromatografia

* 4. Ioncserés kromatografia

« 5. HILIC

« 6. UHPLC

* 7. Méretkizarasos

« 8. Affinitas kromatografia

* 9. Hidrofob kolcsonhatason alapulo

* 10. Konvergens kromatografia

« 11. Folyadék-folyadék megoszlasos ,,kromatografia”(CPC)
o 12. Elektroforetikus és elektrokromatografias modszerek
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Kromatografias elvalasztasok III.

« TLC

« OPLC

« Kapcsolt technikak GC-MS, LC-MS
» 2D elvalasztasok

« CPC



Kovetelmények

1. A sziikséges, de elégséges felbotoképesség.

Altalaban:
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2. Erzékenység: detektalas!

3. Elemzési ido
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4. Ismételhetoség

5. Minimalis raforditas



A korszerll kromatografias modszerek alapja:
a hatékonysag novelése

a relativ csucsszélesség csokkentese

2
H=L=L.W
N 16 {tg
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Golay egyenlet

2Dy  1+6k +11k? r2 2
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van Deemter egyenlet
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Fast GC k— 0

H nin = 2¢/B(C

min

m

+CS)

H..= 0,6r,
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A Kkolonna atméro (sugar) szerepe:
,,micro bore” kolonnak!
Minoségi kiillonbség!

u cm/s 0,1mm 0,25 mm | 0,53 mm
A _ 8 L UU 30 56 bar [0,9 0,2
b S —
P ) r? 80 15,1 bar | 2,4 0,5
C

L=25m, 100 °C, He

Rovidebb kolonna kell!



column: Equity-, 15 m x 010 mm D, 0.10 um (28039-U) ; Eﬁ;ﬁ”e ;? i;ﬁﬁ:&iﬂene
Gferj: 40 *C (1 min), 45 “C/min to 150 °C (2 min) 3. Isopentane 78. Nonane
inj: 175°C 4. Pentane 29, iso-Propylbenzene
) det: FID, 175°C 5. 2,2-Dimethylbutane 30. Propylbenzene
carrier gas: - hydrogen, 45 cm/sec constant 6. 23-Dimethylbutane 31. 1-Methyl-3-ethylbenzene
injection: 0.1 pL, 300:1 split 7. 2-Methylpentane 32. 1-Methyl-4-ethylbenzene
liner: 2 mm LD, straight 8 3-Methylpentane 33. 135-Trimethylbenzene
sample: unleaded gasoline (refinery standard), neat 0. Hexane 34. 334Trimethylheptane
10. 24-Dimethylpentane 35. 1-Methyl-2-ethylbenzene
11. Benzene 36. 124-Trimethylbenzene
12. 2-Methylhexane 37. iso-Butylbenzene
13. 2 3-Dimethylpentane 38. sec-Butylbenzene
14. 3-Methylhexane 39. 1,.23-Trimethylbenzene
15. lsooctane 40. Indane
15 120 26 16. Heptane 41. 1.3-Diethylbenzene
17. 2 5-Dimethylhexane 42, N-Butylbenzene
2 18. 2 4-Dimethylhexane 43. 1,4-Dimethyl-2-ethylbenzene
36 19. 23 4-Trimethylpentane 44, 13-Dimethyl-4-ethylbenzene
20. Toluene 45, 1,2-Dimethyl-4-ethylbenzene
21. 2 3-Dimethylhexane 46, 124 5-Tetramethylbenzene
1213 19 37 22. 2-Methylheptane 47. 1,23 5-Tetramethylbenzene
23. 3-Methylheptane 48, Naphthalene
24. Octane 49. 2-Methylnaphthalene
25. Ethylbenzene 50. 1-Methylnaphthalene
10 25 " 31 51. Dimethylnaphthalenes
11 18
64’ W 21
14 16
4 8 9 “"n 23
22
I 24
1 u 5 51
__J W/ lJ S W o
I | | | | | | T | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
1.0 20 3.0 4.0
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Intensity
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UHPLC

d2
HETP =24d +2Pn 2K oy

pérusdiff

U  3(1+k) D,

O(k, +k +k.k)? dporus

30(1+Kk,)’(1+Kk)’ Dk,

18



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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UHPLC

H
(mm)
0,020
0,015
0,010
H-y  Hmin=0,0065mm
0,005 N
}A u Cs'l_,l
.
0 1 - i i ——
0 1 Uppt=1,72 3 4 Uu (cm/s)

0,3 0,9 1,1 cm3/min
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Heéjszerkezetu toltet

SEM of 1.9-pm nonporous solid-core particles

1.9-pm solid core

SEM of 2.6-um core-shell particle

0.35-pm porous shell

— 2.6 pm
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Titan C18, 1.9 ym
N= 14,710
N/m = 294,200
h=1.75
a=1.05
H 5 Pressure= 4,100 psi

Competitor A C18, 1.8 ym

N= 9,260

N/m= 185,200
h=3.18

o=1.02

Pressure= 4,650 psi

Competitor B C18, 1.7 ym

N= 9,783

N/m= 195,700
h=2.84

o=1.16

Pressure= 4,900 psi

¥
20

Conditions

column: 5cmx 3.0mm I.D.
mobile phase: 60% acetonitrile
flow rate: 0.9 mL/min

temp.: 35°C

det.: 254 nm

1. Uracil

2. Diazepam
3. Toluene
4_Naphthalene
5. Biphenyl
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Aramlas szemcsés tolteten

°n . az eluens viszkozitasa

* @: akolonna aramlasi ellenallasa

Lu
Ap = ?¢
dp
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Tudatmodositok

Column:
Dimensions:
Part Number:
Mobile Phase:

Gradient:

Flow Rate:
Injection:
Temperature:
Detection:

ACE Excel 1.7 C18

100 x 2.1 mm

EXL-171-1002U

A:5 mM ammeonium acetate in H,0
B: 5 mM ammonium acetate in MeOH

Time (mins}) %B
0.0 10
10.0 90
1.9 90
13.4 10
15.5 10
0.3 mL/min

10 uL

40 °C

MS Quattro Premier XE triple quad
MRM, positive and negative ESI mode
Desolvation temperature: 450 °C

lon source temperature: 150 °C
Collision gas pressure: 3.5 x 10° mbar

35
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Peak Analyte

B 00 = o M = W R =

e T N T O T o T N I O o e Y Y A Y
Lo I e . L = T = I = I I & N & o [ R % B L T S |

Oxymorphone
Momphine-d3
Morphine
Hydromorphone
Amphetamine-d5
Amphetamine
Dihydrocodeine
MDA

MDMA
Methamphetamine
Oxycodone

MDEA

BZE-d3

BZE

6-MAM

Codeine
Norfentanyl
7-Amino-clonazepam

Hydrocodone

7-Amino-flunitrazepam

Cocaine
Norbuprenorphine
PCP

Zaleplon

EDDP

MNorketamine

R, (Mins)

2.62
2.82
2.95
3.2b
3.62
3.6
3.66
3.67
3.7b
3.80
4.03
4.12
4.1
4.17
4.48
4.50
4.7
4.77
4.94
b.34
5.99
6.47
6.49
.55
6.58
6.90

Q1 (Da) Q2 (Da)

3022
289.2
286.2
286.2
141.0
136.0
302.2
180.1
194.1
150.0
3162
208.2
2831
290.1
328.2
300.3
233.1
286.2
300.2
284.2
304.2
414.3
244.2
306.2
278.2
224.1

198.1
201.0
201.0
185.1
1239
118.9
189.1
1050
163.0
90.9

2412
163.0
171.0
168.0
165.1
215.1
84.0

121.0
189.1
135.0
182.0
101.0
169.9
264.2
2342
124.9

27
28
29
30
31
32
33
34
3b
36
37
38
39
Y]
LY
42
43
a4
45
46
47
48
49
50
b1

Peak Analyte

Bromazepam
Ketamine
Clonazepam
Nitrazepam
a-Hydroxytriazolam

Flunitrazepam

a-Hydroxyalprazelam

Estazolam
Zolpidem

Triazolam

2-Hydroxyethylflurazepam

Lorazepam
Oxazepam
Alprazolam
Methadone
Temazepam
Nordiazepam
Midazolam
Diazepam-d5
Diazepam
Flurazepam
Fentanyl
THC-COOH-d3
THC-COOH
Buprenorphine

R,(Mins) Q1 (Da) Q3 (Da)

6.95
121
126
726
734
734
754
756
173
177
177
780
782
785
799
8.0
844
8.61
8.63
B.67
B.68
8.8
9.98
10.01
.70

316.1
238.1
316.1
282.2
359.1
3142
3262
2052
308.2
343.0
3332
3211

2872
309.2
310.2
3017

2711

326.2
200.2
2862
388.2
3373
348.2
3456.2
468.3

182.1
124.9
270.1
236.1
3311

268.2
2871

2672
235.1
308.1
108.0
2751
2410
2812
26b.2
255.1
138.9
291.2
154.0
154.0
315.1
105.0
302.2
2992
101.0
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~_-COzH
O\Al\/ Aceclofenac: gyulladasgatlo

Impurity A Impurity B C'\tj/c' Impurity C NH

o]

o Ao :Q/\,o\ima oK,
Impurity D% Impurity C'fg/‘“ Impurity FO\GO/ /\O

0 o
O:\"/O\)I\OACOZH @(\ro\/hof\n/ovcoz"‘ @O:O'
NHD NHO ° by Cl
CI\©/CI C|\©/0| Cl{j

Impurity G Impurity H Impurity |
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Log D - pH diagram
Aceclofenac
Impurity A
———-Impurity B
------- Impurity C
% -——ImpuityD || gyakorlatilag semleges
4 Impurity E |mp B CDE.F
------- Impurity F S
\ —-—--Impurity G
. . ABER\ N . . . Impurity H semleges
2 4 6 . §——-d0.——.12.__.14 16 Impurity | Imp. |
gyenge sav
o Aceclofenac,
Imp. A, G H
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Aceclofenak és szennyezéseinek az analizise

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

maU ]
% -
2
15{

10

SO
:
! .
NH
Cl

o

¥

_|

o]
(8]
NH

c.\©/m

N~
COH ,
98 ‘
N~ 1
cl cl o ‘I°m o
o o |© B
- : B8 e S
§ g v 8 8 SO e
N ! ~ < NH0
N o ™ IN
1 o K < E © CI\©/C\
B 5 [(o] . [aY]
© o <
| i | A
] -
| T \‘\ T
I T I T I T T I I T T T T .
0 10 20 30 40 50 min

1. Impurity A 2. Aceclofenac 3. Impurity G 4. Impurity H 5. Impurity |
6. Impurity D 7. Impurity B 8. Impurity E 9. Impurity C 10. Impurity F
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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 30




Rétegkromatografia: TLC

31



OPLC

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. 2



SZIVATTYU

ERZEKELO

Minta

Ve
Vs
s
g /> bbb
MINTABEVIVO ' FRAKCIOSZEDO

Minta

. ,
KAMRA — > LEKAPARAS
és ELUALAS

MINTAFELVIVO DENZITOMETER

MUVELETI LEPESEK

MINTAFELVITEL ELVALASZTAS ERZEKELES IZOLALAS

folyamatos vonal : ,on-line” lépés
szaggatott vonal : , off-line” Iépés
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70 T

60 T+

50 +

40 +

30 +

20 +

10 +

H 1um HPTLC-Nus

TLC-Nus

TLC-OPLC

oO—O0—0—0—0 3um OPLC

Lf,cm

5 10 15 20

Elméleti tanyérmagassag (H)
valtozasa a kifejlesztés folyaman (Lf)
hagyomanyos TLC és OPLC esetében
kGlonb6z6 szemcsemeéretl rétegek
eseteben

TLC- 10 ym

HPTLC- 5 um

Nus- telitetlen normal kamra
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100 + 3

90 + H, um

80 +

70 +

60 +

50 + 1- 10 bar

40 2- 25 bar
3- 50 bar

30 +

20 +

104 u, mm/min

0 t t 4 4 } } 4 {
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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Személyi OPLC 50
rétegkromatograf
1- kamra
2- folyadékszallito rendszer
3- kazetta
4- mozgo6 fazis valtod szelepe
5- mozgo fazis tartalyok
6- gylijto tartaly

36



OPLC kazettak sematikus abrai
a- kazetta moso(1) €s ketiranyu
(2) elrendezésben
b- kazetta 20x20 cm-es réteg
befogadasara (analitikai folids,
analitikai tiveglapos, 0.5 mm

preparativ)
) //’/\ ) c- kazetta 10x20 cm-es
/ 4 i 7 uveglapos analitikai
—— n réteglaphoz
ﬁ )/ —_— d- kazetta cirkularis
b H C kifejlesztéshez
\ Nyilak a mozg6 fazis irdnyat
Z jelzik.
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2D representation for the identification of codeine (red) from a
library of over 200 known substances. Actual 1D separations are
encrusted.
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(a)

aflatoxin B1 ﬂ #94.29

A\ = 365 mm Detection of aflatoxins B1, B2, G1, G2 by

scanning densitometry [B1 is shown (a)]
and by bioautography in BioArena [all

‘/\—J‘J four shown (b)].
L

7k I I
0.0 50.0 100.1 150.1
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Kapcsolt technikak (hyhpened)

¢« GC-MS
« HPLC-MS

40



A GC és az MS kompatibilitasa:
gazfazisu elvalasztas-gazfazisa ionizacio

41



GC-MS-DS

| E—

000000

] ]

AVAVAVAVA =
| 1 MS

|
GC | |

lonforras  Analizator Detektor
Atmoszférikus nyomas: Vakuum rendszer
10-10° Pa

~10° Pa




1. lonkémiai folyamatok
A molekula ionizacidja

M+e > M + 2e
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2. lonkémiai folyamatok

+

., . M- mi+-(My-- m

A o-kotés hasadasa L 2+ Mn)
mym3% + (Mg m,)

mimom% +-(my--m,)

FO ) e
> I o -hasadas | Il
a) CH3— CH, — CH —C—H —> CHz— CHp — CH + C—H
| iy ., |
toltés retenciod _
CH3 (homolizis) CH3 m/z=29
0
| N
b) CH3— CHp — CH>C—H —> CHz3— CHy — CH +0=— CH
| toltés migracio |
gr
CH3 (heterolizis) CH3

m/z= 57
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Rel. int.%

29

— 58

! ! ! ! ! !
20 40 60 80 m/z 100

A 2-metil-butanal EI tdmegspektruma



3. lonkemiai folyamatok

Atrendezédések

Pl. McLafferty-atrendez0deés

H R
f gCH

(CHz -

(My--m3)™+ (Mg -mp)°

0
mym3 + (m7 --mp)

m;m,m% + (Mmg--mp)°

ToH /R
| CH
C T
2 CH,
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Izotép | Atomtomeg | Gyakorisag % | Relativ gyak.%
1H 1,007825 99,985 100
2H 2,014102 0,015 0,016
12C 12,000000 98,89 100
13C 13,003354 1,11 1,12
TN 14,003074 99,63 100
15N 15,000108 0,37 0,37
160 15,994915 99,79 100
170 16,999133 0,037 0,04
180 17,999160 0,204 0,204
19F 18,998405 100 100
31p 30,993763 100 100
323 31,972094 95,02 100
335 32,971461 0,78 0,79
S 33,967865 4,22 4,44
363 35,967079 0,11 0,11
35C] 34,968852 75,77 100
37C] 34,965903 24,23 31,98
79Br 78,918336 50,69 100
81y 80,916289 49,31 97,28
283 27,976927 92,23 100
29G; 28,976495 4,67 5,06
30g; 29,973770 3,10 3,36
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Izotopok szerepe a tomegspektrumok értelmezésében

Az n+1 szabaly
Az ionintenzitasok aranya = a polinom tagjainak aranya
(atb+... )" (x+y+... )" (t+z+...)"...
a b, x, y t z..:azizotdpok gyakorisaga
n, m, p,...: az tobbizotéopos atomok szama

pl. R-Cl,Br* (a+b)"(x+y)l=(a?+2ab+b?)(x+y)=a2x+2abx+b2x+a2y+2aby+b?y
R-35CI35C|79Br M* azx a=3 (75,77%), b=1 (24,23%),
R-37CI35CI7Br [M+2]* 2abx x=1 (50,69%), y=1 (49,31%)
R-37CI37CI7°Br [M+4]* b2x
R-35CI35C|81Br [M+2]* a2y
R-37CI35CI81Br [M+4]* 2aby
R-37CI37CI81Br [M+6]* b2y

M*:[M+2]*:[M+4]*:[M+6]* = a?x : [2abx+a?y] : [b2x+2aby] : b2y =9:15:7:1
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A spektrumok értelmezéset segito
szabalyok

1. Paritasok

2. N-szabaly

3. telitetlenseg

4. a spektrum jellege
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GC-MS iizemmodok

e Pasztazo lizemmodu meres (SCAN): mindsegi
azonositas, mennyiségi elemzes a rekonstrualt
kromatogram (TIC) alapjan

» Szelektiv ionkodvetéses méres (SIM): az azonositott
alkotok mennyiségi elemzése kivalasztott ionok
csucsai alapjan
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(x1,000,000) Max Intensity : 28,587,740 [
mic E Time 15747 Scan# 4,725  Inten. 135.276 Oven Tempi187.47] 4| ¢
1.75] EC o
] o =
] 1+
1.50 =
: E l
] O
1.257 e
1.00 B
] S
0.75 >
] 2
1 o
0.50—_ E ‘%
] [ el L= o
] . ® [
025 L = 3|8 =]
] =
] T = = = L %
| =] [=) 1
c L= c | [=]
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0
vent#l:Scan RetTime: [7.410-> 7.417]-[7.383 <> 7.457] Scan#:[2224-» 2226]-[2216 <-> 2238]
% Base Peak: 91/187.117 ID# Name Type ISTD Gr
100_— o1 miz  190.00 Abs. Inten. 7 Rel Inten. 0.00 1 n-butil-acetat | Target 1
1 2 etil-benzal Target 1
| 3 p-xilal Target 1
= ] 4 m-xilol Target 1
] 106 5 o-xilol Target 1
39 51 65 %
20 | b b 40T qo8 a7 aes 193200 215 240 252 267275 298 el
250 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0 275.0 300.0 E\F‘aram's £ Results [ E] 4
Group#1 - Event#l
Start Time End Time Acq. Event Scan Start End Ch1 Ch2 Ch3
{min) {min) Mode Time(sec) Speed miz miz miz m/z miz
1 5.00 6.00 S 0.20 43.00 0.00 0.00
2 7.00 7.70 S 0.30 57.00 91.00 0.00
3 0.00 0.00 Scan 0.00 0 0.00 0.00
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REPOIT

VIEW

Lompouna Into Frocess Heip

Compound Name

Mol Wt

Formula

Library

1 99 Benzene, 1,2-dimethy limethylbe 8H10 NIST107.LIE
2 96 [~ Benzene, 1,3-dimethyl- 35 m-Xylene $3 m-Dimet 106 C8H10 NIST107.LIB
3 94 [T pXylene 5% Benzene, 1.4-dimethyl- $5 p-Dimeth 106 C8H10 NIST107.LIE
4 93 [ Ethylbenzene §3 Benzene, ethyl- 35 Ethylbenzol 106 C8H10 NIST107 LIB
5 91 [ 1,3Cyclopentadiene, 5-(1-methylethylidene)- 55 106 CBH10 NIST107 LIB
6 90 [~ Cyclopentene, 1-ethenyl-3-methylene- 55 106 CB8H10 NIST107.LIB
7 87 [ 24-Octadiyne 55 106 C8H10 NIST107.LIE
8 87 [ Benzeneethanol, .alpha.,.beta-dimethyl- §§ 3-Ph 150 C10H140 NIST107.LIB
9 87 [ Hydroxylamine, o-(phenylmeathyl}- $& Hydroxyla 123 CTHINO NIST107 LIB
Target:
(x10.000)
1.00: o
0?5__ ] —
] Structure 3
0.50 106
0.25—:
39 51 65 77
0.00 L i TN i A - 125 a7 142 . ¥
30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130 140 150 160
1:106 : Benzene, 1,2-dimethyl- $% o-Dimethylbenzene $3$ o-Methyltoluene $% o-<ylene $% o-<ylol $3 1.2-Dimethylbenzene $$ 1.2-<ylene $% 3.4-<vlene $% ortho-xXylene §
= 1_00(_ 10,000} o -
v| o075
0.50 106
0.25
3'g |5|1| ] 6|5 ?|?I | | I
0-00 1 1 1 - 1 1 1 1 4 L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 T
30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210
CAS#: 45-47 -8 hdol Wt 106 Seriak: 2460
Cmpd Marme:  Benzene, 1.2-dimethyl- $§ o-Dimethylbenzene $$ o-Methyltaluene $$ o-Xylene $$ o-xylal $$ 1.2-Dimethylbenzene $4 1.2-<lene $$ 3. 4-lene $% ortho-Xylene $§ UN 1307 $4 Benzene 1-2-dimethyl- $§
Formula: CEH10 Class Flag: MNo Class Flags.
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- Y =1.435157X + 7.349509e-002 ID# 1 4| »
Area Ratio R~2 - 0,9999992 J_|
] R = 0.9999996 ID#] Name Type
2.0 1 n-butil-acetat | Target
] Internal Standard 2 |etirbenzol | Target
1 Curve: Linear 3 xilol Target
1.5 Origin: Mot Forced 7 E’l-—xilnl Target
] Weighting Method: None 4
- 5 n-C12 ISTD
e Mean RF : 1.524567 6 | oxilol Target
- RF 5D : 0.0503688
0.5] RF %RSD :3.303812
0.0 . . —
0.0 0.5 1.0 Conc. Ratio
Level |Conc.Rat| Conc. Area Ratio 1 Area1l
1 0.501862 | 0539000 |  0.7933671 52.820
2 1.00372 1.07800 |[w 15147540 107,899
3 1.50558 1.61700 |[» 2.23386 166,144
= Data Files A Single 2= Muli |
=-Level 1:0.53900 m/fz- 43.00
. -ERKAL_05_SIM_1.QGD :
M- ey e (10000 IR
- Levels - 1. 7.0{Time 5776  scad [N [ ¥
~EKAL_1_SIM_1.QGD ] ;(ﬁ}} % 2#) | @
. - ] {#1) (e
= LEEVE| 3:16170 6.0 3(.#1.} - 3(#1) ¥
~EKAL_1.5_SIM_1.QGD ]
5.0 o
] [
i i
3.0 -
i)
] -
] Is]
2.0
1.0 ]
] &
1 ,_,_J_,.Lg@k_,_,__ =
50 55 <[ » \Param's { Results




(x1,000)

JTIC
_-_13 0o |:||:|_:
5.0+
2.0
s &1 62 &3 54 &5 56
wventdlsih RetTime : [0.280 -> 5 287]-[5.220 <-» 5.373] Scan#  [B5-» 57]-[B7 <> 113]
o}, Base Peak: 43/ 6,525 1D Name Conc
100- miz Aps. Imen. Rel. Inten. T n-butil-acetat 0.1073
1 P etil-benzol Mo peak is det
3 p-xilol Mo peak is det
50 ] 4 rr-xilol Mo peak is det
] 5 |nC12 1.0000
B o-xilol 0.0890
&)
D ! ! ! ! | ! ! " ! ! ! " ! | ! ! ! ! g
42 950 42 975 43.000 43 025 43.050
t 1 . . -
8.9 x1.000) Max Intensity : 6,800 Area Ratio —
“TITime Scan#  Interl ﬂ 5 0 —
] 43.00 ]
5.0 ]
] M 1.0
] %‘ ]
4 '.'I_.- a -
02— — o P 0.0F————1—-
5.0 5.5 0.0 Conc.Ratio || «[»[\ Param's \Results { Gy




2D elvalasztasok

« GC?

« 2D HPLC

« 2D OPLC
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GC2 kombinaciok

« K¢ét kiulonbozo allofazisu kolonna (apolaris €s polaris)

« K¢ét azonos polaritasu kolonna eltérd homeérsékleten
miikodtetve (pl. 0sszekapcsolt ket termosztattal)

o Keét kulonbozo allotazisu kolonna, elterd
homérsékleten mukodtetve két termosztattal
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CONVENTIONAL MULTIDIMENSIONAL 2D GC

I

GC-GC

A

A

GCxGC

AN

MM

S7



Injector

Detector 1 Detector 2

0ooooo

58



Fast detector

First column
0200r0.32mMm ID

Second column
0.100or0.15SmMm ID
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(at the end of
the first column)

UModulation
EEEERRE.

Raw ZD-chrommgram-(at the end of
the second column)

1D-chromatogram

Transformation

| —
L 1§ J_h_.LLL_*

<5

7

Second dimension
chromatograms
stacked side by side
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2D HPLC
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| Minta

Eluens 1

Hurok 2

Eluens 2

Eluens 1

Eluens 2
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Minta

Eluens 1
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Id6, D2
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0.1

0.05
2
<
0
o
Borjt szérum albumin, lizozim és mioglobin
| emésztvény 2DLC elvalasztasa.
D1 (min)100 "~
Elsé dimenzi6 forditott fazis
lugos, 10 mM ammonium-acetat ” puffer”,
01 '80 5 . 1 1 | o
(min) B - mésodik dimenzié: forditott fazis savas,
et iy 0,1%-0s hangyasav
140 2 zorrrdhegy gy
4 = -
120 S
. - & - < . - e
100 g2 ) ' -
- = -
80 q.o _ -_. ."_
iz e S e 2
60 e i
- Ig & o Wk -
40 PRI O -
20f= R T i 2 -
ey | - | F = 1 A | A 1 1
10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
D2(s)
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Centrifugalis megoszlasi folyadék

kromatografia

CPC: centrifugal partition
chromatography

LLC?: folyadék-folyadék kromatografia

2018.
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Kromatografia 7/ Extrakci0

« Hasonldsag?

— lgen: egymassal nem elegyedd fazisok kozotti anyagatmeneten
alapulo elvalasztas. Hajtoerd a kémiai potencialok
kiegyenlitodési torekvese.

« Kiilonbségek
— Kromatografia:
 a fazisok fellleti érintkezése (nincs diszpergalas!)

« az elvalasztando alkotok ,elhanyagolhaté” mennyisége a fazisokhoz
képest

— Extrakcio:
» a fazisok intenziv érintkeztetése, egymasban diszpergalva
» alehetd legnagyobb mennyiségl alkotd kinyerése
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Folyadek-folyadek ,kromatografia”
(LLC) %

" Legfontosabb kulonbség a HPLC-vel szemben, hogy
NINCS szilard allofazis

N Az allé és mozgofazis, egymassal alig elegyed6
ketkomponensU folyadekrendszert alkot

N Az allofazist a centrifugalis er6 tartja a rendszerben

N Az elvalasztas az egyes mintakomponens megoszlasi
hanyadosainak (K,) kulonbsege adja
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CPC keszulek

Rotor tomitések (rotor seal)

Oszlop —

4-portos szelep Kolonna tanyérok

b,

illetve az egyes tolcseérek
nagyitva (funnel):

szivattyu

&

Detektor
Frakcioszedo

Kontrol Panel




LLC a gyakorlatban %@

Konnyt fazis

Ko > 1
Ko = 1 KD= [A]ké'nnyﬁ

Kb < 1 | K |nehéz

Nehéz fazis

Tolcsér
(funnel) 20



39
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LLC a gyakorlatban

Craig-
extraktor

i Konny( fdzis

betoltése

s
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LLC a gyakorlatban %%}

B Kp>1
‘ Kb = 1 KD_ [A]konnyu
mintabeadds Kb < 1 neheZ

@@éé@é




LLC a gyakorlatban %%}

H K>l
‘ Kb = 1 KD_ [A]konnyu

nehezebb fdzis Kb < 1 neheZ

@@@@5




LLC a gyakorlatban %%}

B Kp>1
‘ Kb = 1 KD_ [A]konnyu
hehezebb fdzis Kb < 1 neheZ

oooww



LLC a gyakorlatban é%\‘%)

B K>l
‘ Kb = 1 KD_ [A]konnyu
hehezebb fdzis Kb < 1 neheZ

@@@@




LLC a gyakorlatban é%\‘%)

B Kp»1l
‘ Kb = 1 KD_ [A]konnyu
hehezebb fdzis Kb < 1 nehez

@@@




LLC a gyakorlatban é%\‘%)

B Kol
P Kb = 1 KD_ [A]konnyu
hehezebb fdzis A Kb < 1 nehez

somace

NN N




LLC a gyakorlatban

B Kp»l
Kb = 1 KD_ [A]konnyu

hehezebb fdzis Kb < 1 |K|nehez
NN NN N
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LLC a gyakorlatban %\/}

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

nehezebb fdzis A Kb < 1 | K |nehéZ
N N

oo oo

UGN
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LLC a gyakorlatban %\/}

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

nehezebb fdzis A Kb < 1 | K |nehéZ
N N

oo oo

UGN
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LLC a gyakorlatban

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

nehezebb fdzis A Kb < 1 |K|nehé2
NN NN

aae

Y




LLC a gyakorlatban

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

hehezebb fdzis A Kb < 1 |K |nehéZ

-a

-




LLC a gyakorlatban %\/}

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

nehezebb fdzis A Kb < 1 |K|nehéz
NN NN

s

NN A .




LLC a gyakorlatban %\/}

B Kp»l
P Kb = 1 KD= [A]kénnyt'i

nehezebb fdzis A Kb < 1 |K|nehéz
NN NN

s

NN N N .




Nagysagrendek

!

!

!

!

Pilot rendszerek

51

150-200 ml/perc

100-150 g/batch

Par kg/nap
Ipari méretii tisztitas Maximum 50| | 6-15 |/perc tonnak!
(TMB) folyamatos

uzemmaodban

86



Konvergens kromatografia
SFC, UPC?
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,0ne of the most interesting features of ultra high
pressure gas chromatography would be
convergence with classical liquid chromatography”

Giddings, 1965
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A mozgo fazisok fizikai jellemzoi:

GC SFC LC
Stirtiség 103 0.3-0.8 1
(gcm3)
Viszkozitas 104 104-10°3 102
(gemis )
Diffzi10s all. 101 10-3-104 10°-10°
(cm?sY)
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Szuperkritikus fluid allapot

p |

szilard

folyekony

szﬁupﬁerkritikué
fluid dllapot

gaz
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Szuperkritikus fluidumok

P,, (bar) T, (°C) (g/cm3)
CO, 72,9 31 0,446
N,O 72,3 36,5 0,457
CF,CI-CF,Cl 37,1 146,7 0,582
SF 37,1 46 0,750
n-Cg 33,3 197 0,252
i-propanol 47 253 0,273
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Solvent Stationary Phase

Pentane, Hexane, Supercritical
Heptane Silica / BEH
Xylene
Toluene 2-ethylpyridine

Diethyl ether
Cyano

Dichloromethane SFC
Chloroform Chromatography Aminopropyl
Acetone Selectivity
Dioxane Space Diol
THF
MTBE Unlimited solvent Amide
Ethyl acetate and station‘?r_y
Mo phase selectivity PFP

Acetonitrile
Isopropanol

Ethanol Organic

Modifier

Methanol




US. Power 6,624,035 82

e O

Tetroothoxysikine  Bis|riethoxysityd)ethane
(TEOS) [BTEE]
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Nagynyomdsd Kolonnan kiviili térfogat

szivattyik

Mintaadagold

Kolonna Detektor

Adatgylijtés

Kolonna térfogat

~ 85 ulL?

CDE *P ()1?r2; ()'

a®

Eluenstartaly

total

¥ L
* - a® S
* a* b

2 772 G .""* :' 4 k-
2 Vm,r ; I/;eﬂ e X [ xF
D-e:re‘ ij + K ell * +' T F e
12 2 . 6% D
Mintaadagold Detektor Osszekitd vezetékek
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A készilék felépitése (UPC?)

S

50

Mal:c-up

Back Pressure Regulat
(Dgnan::f\d Slalk)a

Waste

kilénbségek egy UHPLC rendszerhez képest
-H(tott pumpafej a CO, szallitasara
-Injektalas kiegészits forgoszelepen keresztil
-Aktiv el6melegités (opcionalis UHPLC-ben)
-Nyomasszabalyozas az UV/DAD detektor utan, CO, kezelése
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Modifier pump (O, pump

mixer
. Integralt — o —
/ €0, kompresszio —
s hiités o
|

LUC
Co, Szerves '
Pumpa Pumpa

Szerves CO,

’&;B_ Modifier selection valve

- A pumpa folyékony CO,-ot szallit (mertilécséves élelmiszeripari minéségli () CO,)

- anyomas allando értéke automatikus 6sszenyomhatosagi kompenzacioval
valosul meg

- apumpa termosztalt, igy a nyomas és hémerseklet jol kontrollalt, a mozgofazis
strlisége konstans és az aramlasi sebesseg allando
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Injektalas kiegészité forgoszelepen
‘o — 2" M4 Keresztul
@)

LC:

-nincs faziskilénbseg a minta és a
mozgofazis kozott

-toltés alatt a mozgofazis nem jut a
mintahurokba (nem diffundal bele)

P K P K

SFC:
-van faziskiilonbség a minta és a

mozgofazis kozott

-toltés alatt (néhany sec) a mozgofazis
bediffundalhatna a mintahurokba
(reprodukalhatosag csékkenese)

-A segédszelep (1) toltes alatt atm.
nyomason tartja a 2-es szelepet
-Injektalas: el6szér a 2-es, majd az 1-
es szelep fordul

Minta betéltese (load) Injektalas (inject)

97



35.0;

30.0

_UHPLC

SFC

—Y

4

UPC?*

A

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

u(mm/s)

10.00

12.00

14.00
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0.90

0.804
0.704
0.60+
0.504

=2
< 0.401

0.304

0.204

0.104

0.00

000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 3.80
Minutes

Mixture of 6 positional isomers of DMBA

Sample: Each at 0.2 mg/mL in isopropanol (IPA)
Column: 3.0 x 100 mm, 1.7 pm ACQUITY UPLC BEH125
Solvent: CO, / MeOH with 0.2% formic acid
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0.52
663.4708

o 5-50% B

ACQUITY UPC2 BEH column

PC

\
[ e

758.5663

AR 11.26

TAG o7 TRE.ED42 _806.5534

288.2001
4.74
288.2901
064

%

874.8038 312';;59
481 -
316.3259 PE
0.67
. g.47
463 768.5509 0950
344 288_2901\ 5995015
138 338.3411
57953413 17,338,341
S

04 . LS N BRI I

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 £.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
TAG: Triacylglycerides PE: Phosphotidylethanolamine PC: Phosphotidylcholine
SM: Sphynogomyelin LPC: Lysophosphotidylcholine
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b.0as
Camphor

00704

O, 0854

b.058

0040
AL

0,030 I

ARl

00104

.”(A\L -'Jlﬂh"- ML\ -"‘_Jﬁl-L' T ——
0, 0008 — J — =y i T e e N ——— o
Sl e
o 00 050 i.60 T 200 2 £ 3 80 3 50 i B0 i 50 5.00 5.58 8.2

bl Nt

Acquity UPC? BEH-2EP column (100 mm x 3 mm, 1.7 um, Waters, MA, USA). The eluents were supercritical
carbon dioxide (A) and isopropanol (B). A gradient program was applied: 0-10 min. 0%—10% B with a flow
rate of 2.0 ml/min. The column temperature was 50°C. The detection wavelength was 290 nm during the
analysis, UV spectra were recorded from 200 nm to 400 nm, the resolution was 2.4 nm and the sampling rate

was 20 points/minute. The back pressure was set to 2000 psi. Empower 3 software was used for the data
processing.

Convergence chromatographic determination of camphor in the essential oil of Tanacetum parthenium L.
Krisztina Végh1*, Eszter Riethmiiller2, Anita Téthl, Agnes Albertil, Szabolcs Bénil, Jozsef Balla3, Agnes

Keryl 101



Kiralis elvalasztasok

102



Isomers

HEH
H-C-C-C-H ;
e Constitutional Stereoisomers
HHH (structural) isomers (spatial isomers)
| | |
H-C-C-C-F P
| | |
HHH Diastereomers Enantiomers | | |
PN
Br cl Br
|
cis/trans isomers
H.C CH, H CH
3 3 \\ / 3
\f;= / C=C Conformers s il
/ \ _ / \ H CH, H H
H H H3C H
cis-2-hutens trans-2-butene H H H H
Rotamers H CH,
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CHO CHO

H——&——DH HD——A——H
I&H:DH I!H:IZIH
D-(+)-glicerinaldehid L-(-)-glicerinaldehid
COOH CO0OH
H—&—HH: H:H—é—H

s e

D-alanin L-alanin



S-enantiomer



Biotransztormacio

| Folyadék-folyadék!  |Aommmetridous katalizis
|

[
1
[}
[}

. extralocid : [

Membranok

e

o e enanfiomer glvé]asztési » | Eristalyositas
 PEEIEOTOR 1 9 technikcék
Eapillaris elektroforézis Kromatografia
AnalmkavPreparattve.:. ™ __ _ ___ Eitkan alkalmazott
Analitilca Cryalkran alkalmazott
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m
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(S)-szelektar (5)-szelektans

Kdlcsonhatasi lehetdségek
a- A=H-hidas
d-D=n-7
¢ - C=diszperzios

Dalgliesh
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1.37nm 153nm 1,69nm

A
Y
)
¥

¥

057 nm 0,78nm

2CD pCD +CD
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0.07

0.07
=
LI 2,
0.06- - 8 = 10.08
A 3
0.051 +0.05
v v
o =1
I 0.04- 10.04 :
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s :"; E 5 o s
L -
0.03 -1 25 3‘ - % 0.03
= - a
S p e 5
0.02- T g 2. A ~  lo.02
- I
e N ", [ T | -J TI l
01 . . 5 . .01
00 - 10 “35 30 as 40 0

Separation was achieved on a Chirasil L-Val (25 m = 0.25 mm i.d.) fused-silica capillary column with a 0.12 pm film
coating (Chrompack) with programmed temperature: increase from 80 “C (1 min hold) to 150 °C, at 5 *C/min (7 min
hold), followed by an increase to 195 °C at 7 “*C/min (15 min hold). The temperatures of the injector and detector were
250 and 280 °C, respectively, and splitless injection was used with a purge time delay of 0.8 min. Helium was used as
the carrier gas at an initial inlet flow of 0.7 mL/min programmed to increase to 1.7 mL/min after 36 min
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+All6fazis optikailag aktiv

- - Less stable . /\ /\
| — N

adsorbate
NMore stable

» ‘ 4 ! ) e
I . :
1 .] 9, \ - adsorbate
| | | /

Enantiomers e || | ' n
&
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'Mozgofazis optikailag aktiv

Allofazis hatas!

CasH37
CasH37
CasH37

v
CH3
|

S
|
CH3
CIll3
Si
|
CH3

CH3
|
|
CH3
CH3
|
S
|
CH3

= e e

—— 0O — Si —CqsH37

e T e, aSaSS

e e e R R
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*Szarmazekkepzes az elvalasztas elott

/

Kiralis reagens

/

Kiralis reagens

AN
-/

S-enantiomer

AN

R-enantiomer

/

v
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HPLC

« Természetes alapu allofazisok:
— Feherjéek (BASD, avidon)
— poliszacharidok) (keményito, celluloz, dextran, stb.)
— Ciklodextrinek
— Antibiotikumok (pl. vankomicin)
« Félszintetikusok: a fentiek modositott valtozatai

 Szintetikus:
— Koronaéterek
— Helikalis szerkezetl polimerek: poliakrilamid, poliakrilatok
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CHIRALPAK ID

CHIRALPAK IC-3

HPLC U
:
Hexanels F':'l‘eé{ 80 _'"!'l
B M
DO 06 10 15 20 25 30 35 40 45 80

r."] ,E.r-lf { “‘ U‘)/U 1

mi/min

oL
0y
(o}
Benoxacor
(herbicide safener)

QU

Benalaxyl
(fungicide)
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Vizsgakérdések:
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