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Elválasztástechnikai alapfogalmak

• Módszerek:
• mozgófázis állapota szerint:
• 1. gáz:                  gázkromatográfia (GC)

• 2. folyadék: folyadékkromatográfia (LC)

• 3. szuperkritikus fluidum: szuperkritikus
kromatográfia (SFC)
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• A folyadék- , gáz- és SFC-ban az elválasztás
alapja az, hogy a különböző fizikai-kémiai
tulajdonságú komponensek megoszlása a
mozgó- és az állófázis között eltérő.

• Kapilláris elektroforézis(CE,CZE): elektromos
erőtérben a vegyületek, ionok eltérő
sebességgel vándorolnak

• Kromatográfiás módszerek: elúciós
módszerek.

• 1. Impulzusszerű adagolás
• 2. Állandóan áramlik a mozgófázis
• 3. a mozgófázis szorpciója a legkisebb
• 4. Az analitikai elválasztás lineáris technika
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Kromatográfiásan vizsgálható anyagok
(kromatografálhatóság kémiai és fizikai kritériumai)

• 1. Gázkromatográfia
• - gázkromatográfiában gőz(gáz) állapotba

vitelt jelent kb.400 0C-ig, szerkezeti átalakulás
nélkül, más szóval hőstabil vegyületek

• Mire használjuk ezt a technikát?

• Például: véralkohol mérés

• Olimpiákon: dopping ellenőrzés

• Dohány: mennyi káros anyagot bocsát ki egy
cigis
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GC  nincs kapcsolva on-line módon

GC on-line kapcsolatok

Adagolás és mintaelőkészítés

Szerkezetvizsgálati módszerekkel

• Varázsszavak:
on-line

oldószer mentesség vagy csökkentett    oldószer
felhasználás

Multidimenzionalitás
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• Varázsszavak:
on-line

oldószer mentesség vagy csökkentett    oldószer
felhasználás

Multidimenzionitás

• On-line mintaelőkészítés

• HS-GC

• HS-GC-MS

• ATD-GC, ATD-GC-MS
• SPME-GC, SPME-GC-MS
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• Általános alapelv:
• -mozgófázis állapotába kell vinni,úgy hogy

• -szerkezete ne változzon

• -detektálás megszabta koncentrációban

• Mozgófázis:gáz, ami állandóan áramlik, az
állófázis felett, ebbe kell  a komponenst

• bevinni

• A minta megfelelő állapota: gáz vagy gőz

• Készülék felső hőmérséklet határa:
• 400-450 0C.

• Irányadó: a vegyületek forráspontja
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• Szükséges anyagmennyiség: pg-ng

• Korrigált forráspont!!!

• Tfp-100, 150 0C
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• Vegyületek jellege:

• 1.Apolárisak
• 1.a. C,H, halogének-hőstabil
• 1.b.apoláris  váz+poláris csoport, nem

tartalmaz aktív hidrogén atomot
• 2.Polárisak aktív hidrogén atommal!!!!

• Apolárisak-diszperziós gyenge kölcsönhatás
• Apoláris, de polarizálható
• Polárisak, de nincs aktív H-atom,H-hidas

kötés(kölcsönhatás), hidrogén-akceptor
• Dipól-dipól kölcsönhatás
• Polárisak aktív H-atommal, H-donor, H-

akceptor
• Dipól-dipól kölcsönhatás
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• Vegyületek beosztása:
• -gázok

• -szobahőmérséklet körüli forráspontúak

• -100-300 0C közöttiek

• -300 0C  fölöttiek

• Hőstabilitás szerint
• 1.a. apoláris  vegyületek-nagy hőstabilitás

• 1.b.apoláris  váz+poláris csoport, nem tartalmaz
aktív hidrogén atomot- közepes, hőstabilitás

• 2.Polárisak aktív hidrogén atommal!- kis
hőstabilitás
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• Hőstabilitás növelése
• és illékonyság növelése:

• Származékképzéssel
• RCOOH+ metilezőszer=metilészter
• ROH+szilezőszer=szililéter
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Kigondolta volna, hogy NDK szelleme
tovább él?

Kábítószer hajból, amfetamin

• 1.Ionkromatogram
• 2.Tömegspektrum
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Anabolikus szteroidok hajban és vízben

Testosterone undecanoat
fp.550,70C
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• Elválasztástechnika:

• gázkromatográfia

• folyadékkromatográfia
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• Mikor használható a GC?
• Milyen anyagok határozhatók meg vele?
• Milyen forráspontúak mérhetők?

• BENZO(a)PIRÉN
•

Forráspont: 496°C. Olvadáspont: 178.1°C. Sűrűség: 1.4 g/cm3
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• TCDD has a molecular weight of 322 and
occurs as a colorless to white

• crystalline solid. It has melting point of 305°C
to 306°C, a boiling point

• of 446.5°C, and a log octanol-water partition
coefficient of 6.8.

• Vizsgálható-e gázkromatográfiásan?

• Folyadékkromatográfia
• Szerkezeti változás nélkül oldani kell a mozgófázisban a

detektálás megszabta koncentrációban
• Detektorok:
• -UV-Vis ng
• -Fl -pg
• -ED pg-ng
• -MS pg-ng
• -RI ug
• -ELSD ng-ug
• -CAD ng-pg
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A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 1. Poláris kölcsönhatások, de nem ionosak
a. NP-HPLC: polárisabb felület,

• apolárisabb mozgófázis

b. HILIC= hydrophylic liquid chromatography
polárisabb felület
kevésbé poláris mozgófázis

vizes NP-HPLC
•

A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 2. Apoláris-, hidrofób-, vagy diszperziós kölcsönhatás
a. RP-HPLC
• apolárisabb felület-
• polárisabb mozgófázis

b.HIC= hidrophob interaction  chromatography
az RP-HPLC-nél kevésbé poláris felület (C-4,
C-6,RP-HPLC fázis)-
nagy sótartalmú, vizes mozgófázis
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A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 3.Ionos kölcsönhatás
• a.RP-IPHPLC
• állófázis:      apoláris
• Mozgófázis:  víz-szerves oldószerbe tett
• hidrofób ion
• b.Ioncserés  kromatográfia
• állófázis: felületen rögzített ion
• mozgófázis: víz+só vagy puffer

A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• c:ioncserélővel kialakított gyenge hidrofób és H-hidas
kölcsönhatás

• Ionkizárásos kromatográfia
• Állófázis: nagy ioncserélő kapacitású H-formában

lévő kationcserélő
• Mozgófázis: 0,01-0,001 mól/l ásványi sav tartalmú víz
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• állófázis: nagy ioncserélő kapacitású H-formában lévő
anioncserélő

• mozgófázis:0,01-0,001 mól/l ásványi lúg tartalmú víz

Nincs kölcsönhatás

• Méret kizárásos kromatográfiás módszerek
• állófázis:   nagy pórusátmérőjű szerves és szervetlen

porózus anyag,
• Mozgófázis:
• a. víz+puffer:         vizes méretkizárásos

kromatográfia, nagynyomású gélszűrés
• b. szerves oldószer: nem vizes méretkizárásos

kromatográfia, gélermeációs kromatogrráfia
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Molekulatömeg
HPLC: kis molekulatömeg, ha pórusátmérő (dp) ≤
20nm (szokványos: dp ~ 10nm).

10 nm

Dm  10 nm
Ha MW  10000 g/mol

Ha dp/dm  10 nincs jelentős pórus okozta
zónaszélesedés

10 nm 1-2 nm
Szabad diffúzió a
stagnant folyadékban
1000 < MW <2000

Kis MW vegyületek
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A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 1. Poláris kölcsönhatások, de nem ionosak
a. NP-HPLC: polárisabb felület,

• apolárisabb mozgófázis

b. HILIC= hydrophylic liquid chromatography
polárisabb felület
kevésbé poláris mozgófázis

vizes NP-HPLC
•

A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 2. Apoláris-, hidrofób-, vagy diszperziós kölcsönhatás
a. RP-HPLC
• apolárisabb felület-
• polárisabb mozgófázis

b.HIC= hidrophob interaction  chromatography
az RP-HPLC-nél kevésbé poláris felület (C-4,
C-6,RP-HPLC fázis)-
nagy sótartalmú, vizes mozgófázis
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A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• 3.Ionos kölcsönhatás
• a.RP-IPHPLC
• állófázis:      apoláris
• Mozgófázis:  víz-szerves oldószerbe tett
• hidrofób ion
• b.Ioncserés  kromatográfia
• állófázis: felületen rögzített ion
• mozgófázis: víz+só vagy puffer

A vizsgált molekula és az állófázis közötti kölcsönhatás az alapja a
folyadékkromatográfiás módszerek beosztásának

• c:ioncserélővel kialakított gyenge hidrofób és H-hidas
kölcsönhatás

• Ionkizárásos kromatográfia
• Állófázis: nagy ioncserélő kapacitású H-formában

lévő kationcserélő
• Mozgófázis: 0,01-0,001 mól/l ásványi sav tartalmú víz
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• állófázis: nagy ioncserélő kapacitású H-formában lévő
anioncserélő

• mozgófázis:0,01-0,001 mól/l ásványi lúg tartalmú víz

Nincs kölcsönhatás

• Méret kizárásos kromatográfiás módszerek(SEC)
• állófázis:   nagy pórusátmérőjű szerves és szervetlen

porózus anyag,
• Mozgófázis:
• a. víz+puffer:         vizes méretkizárásos

kromatográfia, nagynyomású gélszűrés(gel filtration)
• b. szerves oldószer: nem vizes méretkizárásos

kromatográfia, gélermeációs kromatogrráfia(gel
permeation)

• Két mód: SEC és UHPSEC
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• SFC és UHPSEC

• HPLC és UHPLC

Grádienselúciós rendszer felépítése
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•

A new generation of SFC system : UPC²

SFC UHPLC UPC2

Dwell volume (VD) 2270 µL 90 µL 440 µL

Isocratic step for
generic conditions

68 sec
(F = 2.0 mL/min)

15 sec
(F = 0.36 mL/min)

12 sec
(F = 2.4 mL/min)

Extra column volume
(Vext)

118 µL 13 µL 60 µL

Suitable column
dimensions

150 x 4.6 mm
(volume ~ 1750 µL)

50 x 2.1 mm
(volume ~ 120 µL)

To be assessed

EXTRA-COLUMN VOLUME : Vext

Injector

Tubing
Detector

Column

Program at column inlet

Time

Program at pump outlet%B

Dwell time

DWELL VOLUME : VD
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Általános elvek
Elválasztás  feltétele:

• Oldhatóság a mozgófázisban
• Szerkezeti állandóság
• Detektor megszabta koncentráció

• SFC és UHPSFC
• Mozgófázis fő összetevő: CO2, apoláris
• Segéd oldószerek: MeOH, EtOH,2-PrOH és

egyéb poláris oldószerek
• Állófázis : poláris
• Általános elv, hogy az álló és mozgófázis

polaritásának el kell térnie!
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Paraméter gáz szuperkritikus fluid folyadék

diffúziós
koefficiens
[cm2/sec]

10-1 10-4 ÷ 10-3 10-5

sűrűség [g/cm3] 10-3 0,3 ÷ 0,8 1

viszkozitás [poise] 10-4 10-4 ÷ 10-3 10-2

Reynolds szám 10 - 102

 kolonna áramlási ellenállása
 mozgófázis viszkozitása
L kolonna hossza
dp töltet átlagos szemcseátmérője

p
Lu

d p


 

2
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Összevetés:
viszkozitás:

• SFC             CO2 10-4 – 10-3 cP

• NPLC n-hexán 3,3 x10-1 cP
cP

Állófázis felületi fizikai-kémiája szerint:
-szilikagél és egyébb poláris adszorbens
-polárisan módosított szilikagélek, királisak
és
akirálisak
-hagyományos RP töltetek kis borítottsággal
-emmebedd, shield töltetek
-”AQ” töltetek
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High resolution analysis of
benzodiazepines
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Mixture of 11 structurally related benzodiazepines (elution order: prazepam, flunitrazepam, clorazepate, desmethylflunitrazepam, nitrazepam, clonazepam,

midazolam, brotizolam, 7-aminoflunitrazepam, alprazolam and triazolam).

100 mm column
Gradient run time: 5 min
Flow rate: 2.5 mL/min.

100 mm column
Gradient run time: 10 min
Flow rate: 2.5 mL/min.

200 mm column
Gradient run time: 20 min
Flow rate: 1.25 mL/min.

200 mm column
Gradient run time: 40 min
Flow rate: 1.25 mL/min.
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Basic strength

58

Antidepressants

1. Amitriptyline
2. Doxepine
3. Duloxetine
4. Imipramine
5. Maprotiline
6. Nortriptyline
7. Trimipramine

Antihistaminics

8. Cetirizine
9. Terfenadine

Antipsychotics

10. Chlorpromazine
11. Chlorprothixen
12. Clotiapine
13. Clozapine
14. Flupenthixol
15. Fluphenazine
16. Levomepromazine
17. Olanzapine
18. Pipamperone
19. Quetiapine
20. Thioridazine
21. Zuclopenthixol

31. Lormetazepam
32. Midazolam
33. Nitrazepam
34. Oxazepam
35. Prazepam
36. Tempazepam
37. Triazolam

Beta-blockers

38. Acebutolol
39. Atenolol
40. Bisoprolol
41. Carazolol
42. Carvedilol
43. Metoprolol
44. Nadolol
45. Pindolol
46. Propranolol
47. Sotalol

Benzodiazepines

22. Alprazolam
23. Bromazepam
24. Brotizolam
25. Clonazepam
26. Clorazepate
27. Diazepam
28. Flunitrazepam
29. Flurazepam
30. Lorazepam

CNS Stimulants

48. Amphetamine
49. Cocaine
50. Dopamine
51. Ephedrine
52. Epinephrine
53. Metamphetamine
54. Methylphenidate

Local anaesthetics

55. Butacaine
56. Dibucaine
57. Lidocaine
58. Mepivacaine
59. Prilocaine
60. Procaine
61. Tetracaine

Narcotics & derivatives

62. 6-Acetylmorphine
63. Buprenorphine
64. Codeine
65. Dextromethorphan
66. Dihydrocodeine
67. Ethylmorphine
68. Fentanyl
69. Heroine
70. Hydrocodone
71. Hydromorphone
72. Methadone
73. Morphine
74. Nalorphine

75. Naloxone
76. Naltrexone
77. Noscapine
78. Oxycodone
79. Papaverine
80. Pethidine
81. Pholcodine
82. Thebaine

Others

83. Atropine
84. Scopolamine

85. Amiodarone
86. Baclofen
87. Clonidine
88. Ketamine
89. Mefloquine
90. Rifampicine
91. Strychnine
92. Sulconazole

13 compounds =
14%

21 compounds =
22%

58 compounds =
64%
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Separation of basic drugs: peak shape?
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BEH 2-EP BEH + 0.1% NH4OH
Prazepam (1), Flunitrazepam (2), Clorazepate (3), Clonazepam (4), Alprazolam (5), Triazolam (6)

Ketamine (I), Cetirizine (II), Noscapine (III), Sulconazole (IV), Papaverine (V), Quetiapine (VI)

Pethidine (a), Buprenorphine (b), Dextromethorphan (c), Codeine (d), Pholcodine (e), Morphine (f)

Kapilláris elektroforézises rendszer felépítés(CE,CZE)
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Hidrodinamikus adagolás:
a.nyomás adása a mintára
b.vákuum alkalmazása a detektor oldalon
Az injektált minta térfogata a Hagen-Poisuille egyenlet alapján számítható:

Q=(μe + μo) V2 r Ct/L
μe = a részecske elektroforetikus mozgékonysága
μEOF = az EOF mozgékonysága
V = feszültség
r = kapilláris sugara
C = a részecske koncentrációja
t = idő
L = a kapilláris teljes hossza
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• MS illesztése még további, fínomított
megoldást igényel

UV-látható fényelnyelés
• a diódasor spektrális
információkat nyújt
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Elektroforetikus mozgékonyság

• pH
• Ionerősség
• hőmérséklet
• mozgékonyság = sebesség/egységnyi

térerősség

Electrophoretic Mobility
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• pH<3, csak elektroforetikus vándorlás
• Vizsgálandó vegyületek: csak töltéssel

rendelkezők
• -kvaterner ammónium sók
• -szerves szulfonsavak
• -aminok, melyek pKa<5
• -szervetlen kationok

Elektroozmózis eredete
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pH˃3, elektroozmotikus áramlás

• Mozog a csőben, mind a pozitív, mind a
• negatív töltésű szerves és szervetlen vegyület,
• a semlegesek is, csak egyforma sebességgel!
• Ahhoz, hogy a töltéssel nem rendelkező

vegyületek mozogjanak: a pufferbe, oldott
formában a semleges anyaggal kölcsönható
anyagot kell tenni.

Capillary Zone Electrophoresis

One common thing:
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Capillary Zone Electrophoresis

Flexibility …
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Módszer Az elválasztás alapja
Kapilláris zónaelektroforézis Szabad részecskék
mozgékonysága (CE, vagy CZE)
Elektrokinetikus kromatográfia (EKC)

Micelláris elektrokinetikus kromatográfia
Hidrofób/ionos kölcsönhatások
micellákkal(MEKC()

Kapilláris gélelektroforézis Méret és töltés

Kapilláris izoelektromos fókuszálás
Izoelektromos pont(CITH)

Kapilláris izotachoforézis Határfelületek
Mozgása
Kapilláris elektrokromatográfia (CEC)

Miben tud többet?
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Miben tud többet?

Miben tud többet?


