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MINTAELOKESZITES GC-HEZ

HS-GC (headspace, goztéranalizis)
- illékony vegyuletek mérese
o VOC: 293,15K-on (20°C-on) a géznyomasa 0,01 kPa vagy annal nagyobb
érték (vagy poriasabban a forraspontja atm.nyomason 170-300°C)
o SVOC (S: semi): 300-350°C
- alapelv:

Gazfazis
(Head space)
tovabbiakban goztér

Termosztalt
edény

A gazfazis egy

meghatarozoft -
részét adagoljuk
(injektaljuk) |}
a GC-re e
L J Mintafazis

{(kondenzalt fazis)

o amintat egy zart rendszerbe (lvegbe, 10-20ml) bemérjuk

o alland6 hémérsékleten tartjuk (termosztalas): beall az egyensuly a kondenzalt
(folyadék vagy szilard) és a gaz fazis kozott
mintat veszek a gazfazisbol és a GC-be adagolom

=z =7

kondenzalt fazisban
Ai~yi=kiciahol Aia kromatogramon mért cstcsterilet, yia komponens moltértje a
gbztérben, kia kalibracios egyenes meredeksege (érzékenységi faktor, nemcsak a
mérendd anyagtol, de a matrixtol is fiigg!), cia komponens koncentracioja a
kondenzalt fazisban
= Henry térvény: pi=Hixi=yiahol piaz i komponens gbztenzidja a géztérben,
H a Henry-allando, xiaz i komponens moltortje a kondenzalt fazisban,
valamint yiaz i komponens moltortje (koncentracidja) a gbézfazisban
= Hi=pi~yi, ahol pi~az i komponens gdztenzidja a vizsgalt hdmérsékleten (xi=
1), yipedig az i komponens aktivitasi koefficiense (a matrix és az anyag
kolcsonhatasatol fiigg, yi= lidedlis oldatoknal) a kondenzalt (folyadék
vagy szilard) fazisban



- mi hatarozza megq, hogy mi vizsgalhat6?
o avizsgalt anyag illékonyséaga
= termosztalas homérsékletén a komponensiink géznyomasa legalabb
1-10mbar legyen (ha ennél kisebb, nem keriil elég anyag az MS-be)
o amatrix:
= meghatarozza az anyag kiparolgasanak mértékét (ndvelheti és
csokkentheti is)
* amatrix maga is parologhat, igy az is névelni fogja a gbztenziot (a

mitnatarto iivegek nyomastiirése max. 10bar)

e pl. vizmintak esetén 80-90°C félé nem szabad menni, mert
szétrobbanhat az (iveg— a mérheté komponensek forrpontja
max. kb. 200-250°C-os lehet

o az oldoszer (amennyiben szlikséges): nem mehetiink a forraspontja felé
(érdemes nagy forrpontl olddszereket valasztani)
o amintaadagolo berendezés anyaga (részleteket késébb)
- gbztéranalizisnél a minta matrixanak meg kell egyeznie a kalibralo elegy matrixéval
o ez gy megoldhatd, hogy
= amatrixra kalibralunk
= az eredeti matrix hatasat elhanyagolhat6va tesszik uj matrix
komponensek bevitelével (matrixnivellalas)
- fontos szempontok
o mely alegmagasabb termosztalasi homérséklet
* meghatdrozza, hogy milyen forrdspontd anyag vizsgalhato: a
termosztalasi hdmérsékleten legalabb 1-10mbar géznyomasa legyen
o alkalmas-e egy mintatartobol tébbszori adagolasra
= azaz az adagolasnal mennyire bomlott meg az egyensuly
o zart rendszerben adagolhaté-e a minta a mintatartobol a gazkromatografba
= akkor beszélhetiink zart rendszerrdl, ha a mintaadagolé és a GC
kolonna bemenete kozti rendszer zart (a kolonna vége mindig nyitott
lesz!)
o hogyan valtoztathat6 az adagolt mintatérfogat, milyen hatarok kozott
oldhaté meg automatikusan
o milyen a memoria effektus (carry over: mérheté-e Kis koncentracio nagy
koncentracid utan) a nagy koncentracioju és kis koncentracioju mintak
adagolasakor




o alkalmazhatd-e a tobbszori gazextrakcios modszer (MHE) szilard
anyagokbol torténd illékony komponensek meghatarozaséara

= azelsé mérést kovetden a gdzteret a kiilso 1égtérrel 6sszekdtjikk— a
komponens egy része a szabadba jut— Ujra termosztaljuk— kisebb
g0ztér nyomas— mérés— ezeket a lépéseket ismételjiik, amig az anyag
koncentracidja a kimutatasi hatar ala nem csokken (ezzel a matrix
hatéast is kikiisz6boljik!)

= aterliletcsokkenés mértani sorozatot alkot

” Aio

Mrends
(5

10.1.abra
A tobblépéses, vagy tobbszori gazextrakci6s modszer (Multiple Headspace Extraction)
a) termosztalas utan mérés; b) a goztér lefuvatasa; c) Gjboli termosztalas utani mérés;
d) ujbdli goztér lefuvatas; e) ujboli termosztalas utani mérés

o 0sszekdthets-e dusitasi modszerrel



két tipus
o statikus vagy egyensulyi
= fecskendd tipusu adagold

P1” Pam

t- =
‘ GC szptum
adagolo moso

betet

a.termosztilas  b.tuatvitel a GC  c. minta adagolasa
adagolojaba a GC-be

e futott ti (hogy ne kondenzélddjon semmi), 1-5 ml-es gaztomor
fecskendo

e nem zart rendszer

e mintaveszteség, mig a tii a kolonnahoz ér

e nagyon eltérd térfogatok adagolasa a tii cseréjével lehet

e max. hém.t megszabja a tii gaztdmorsége: max. 150°C— 250-
300°C-os forrpontu anyagok

e memoria effektus lehetséges

e nem lehet ujra adagolni, mivel az els6 adagolas soran tul nagy
mennyiséget veszink el a gbztérbdl (az Uj egyensuly soran a
gbztérben mar kevesebb lenne a mérendé komponensbdl és nem
ugyanazt a koncentraciot mérnénk)

e MHE és dusitas nem lehetséges

» tdlnyoméasos mintaadagolo, hurkos adagolas, loop system

Tulnyomas

4

Lefuvatas

Minta

edény : kolonna

Minta

Nyomis ala Mintahurok Minta

helyezés feltoltése adagolasa

e a gdztérben tulnyomast hoznak létre— a tiInyomasos teret
ezutan a mintahurokkal kotik 6ssze— nyomaskulonbseg hatasara a
tilnyomasos térbol a gazaram a mintatartd hurkon keresztll a
szabadba kertil— a mintaadagold csap atforditasaval a vivogaz a
komponenseket a kolonnéra szallitja

e minden részében jol termosztélt rendszer

e nem zart a rendszer



itt is van fels6 homérséklet korlat a loop rendszer miatt (teflon és
acel): max. 150°C

tobbszori adagolas nem lehet (a fecskend6 tipusu adagolonal
ismertetett okok miatt — gondoljunk arra, hogy itt az egész hurkot
fel kell tolteni és még le is fjatjuk?)

a térfogatot csak a hurok cseréjével lehet valtoztatni

memoria effektus van

dusitads, MHE nem lehet

= Kiegyensulyozott nyomasu mintaadagolas

1\'i\'0géz

o . O Pan
colonna
o | 51 1
ahol p; > p;
Nvomas ala helvezes Minta adagolas

mintatartd nyomas ala helyezése— a vivégazt a kolonna felé egy
szelep atforditasaval elzéarjak — a kolonna detektor felSli vége
nyitott, igy a kolonna elején a nyomas kisebb, mint a mintatartd
g6zterében (P2>Pam) — a Ap nyomaskiilonbség hatésara a minta a
kapillaris kolonnara aramlik

o ez zart rendszer!
nincs szerkezeti anyag— legmagasabb termosztalasi
homérséklet— ezzel lehet a legmagasabb hom.ig elmenni
(SVOC-ok is mérhetdk, 350°C-o0s fp.ig)
nincs mintaveszteség
a mintatérfogat nagysagat Ap és az adagolasi id6 hatarozza meg
ismételt adagolas lehet, mivel itt csak kis mennyiséget
adagolunk kozvetlenil a kolonnara
MHE és dusités lehet

o dinamikus g6ztér analizis

= az illékony komponenseket inert gazzal kihajtjuk— adszorbensen
megkdtjik (online vagy offline) — adszorbensrél lefiitjiik
= nem lehet Ujra adagolni: az §sszes anyag a kolonnara kerdl!

viszont igy az érzékenysége nagysagrendekkel nagyobb

= az adszorbensre tobbszor vihetiink fel mintdt— dusitas lehetséges

- online mintaeldkészités
o a mintaelOkészités a mérorendszerrel térben és 1doben mereven 0sszekotott
o nincs mintaveszteség (ami az offline mintael6készités soran gyakori)



automatikus adagolas
o az automatizaltsdg miatt a modszeres hiba a dontd (nem a véletlen) és ez
kikiiszobolhetd, illetve korrigalhato (pl. a mérési eredményeket korrekcids
faktorral szorozzuk)
rendkivil kis olddszerigeny (olddszermentes/z6ld anal.kémiai technika)
o az oldoszer forraspontja legyen sokkal magasabb, mint a vizsgalt anyagé
(a fenti 3 pont azért kiilonosen fontos, mert mindig a mintaclékészités terhelt a
legnagyobb hibaval + nagy oldoszerigényli + még sok id6t is vesz igénybe)
felhasznalas:
o gyogyszeriparban a maradékoldoszerek meghatarozasara (majdnem egyetlen
technika erre) — egyensulyi adagolas
= amaradékolddszer a kristalyositott gydgyszerhatéanyagban
zarvanyokban megmaradhat— vizsgalatahoz a zarvanyokat fel kell
oldani pl. dimetil-szulfoxid (DMSO)
o Vvizmintak — egyensulyi adagolas
= aromas, klorozott szénhidrogének, trihalometanok mérése (a fluor nem
tartozik ebbe a kategdriaba!) — apoléris vegyuletek
e trihalometanok: halogén elemmel (klor, brom, jod) szubsztitualt
metan, melyek a viz klérozésa soran keletkeznek az ivévizben,
karcinogén anyagok
o pl. kloroform CHCI; (fp. ~61°C), bromoform CHBr3
(~150°C), jodoform CHI;3 (~218°C), dibrém-kl6rmetéan
CHBIr,CI (~120°C)
= 80°C-on termosztalunk, kiilonben tul nagy lesz a vizgéz nyomasa,
illetve a sok viz kiolthatja a FID-t (Iangionizécids detektort)
= ¢ adhatunk a vizhez:
e bioldgiai-kemiai reakciokat meggatoljuk — nem véltozik a
mindsége
e ndveli a szerves ill6 anyagok géztenziojat is
o csomagol6anyagok vizsgélata — az egyensulyi adagolasokbol csak a
kiegyensulyozott nyomasu jo erre
miibor, milanyag l4gyito tartalménak vizsgélata
o Vvéralkohol
= 2 kolonnaval 2 detektorral parhuzamos mérés, ha hibahataron belul
megegyezik a két mérés, csak akkor vihetd birosagra a dolog



ATD-GC (automatikus termodeszorber)
- illékony szerves anyagok meghatarozasa

1. lépés I '
He - ..
aoszoreens ——(D [ec

300C* Hatés
He .3 C°

2. 1épés

(B ADSZORBENS
I He ;;%éé U

- az adszorbensrdl a mintat lefiitjiik (deszorpcio)— megkotjiik egy masik adszorbensen

(fékuszalas) — ne legyen tal nagy térfogatu, hogy a GC-n a csucs ne szélesedjen ki—

lefiitjiik innen is (deszorpcio)

o hatrany: csak egyszer lehet mérni, és nem tudom eldre, hogy milyen
koncentraciot fogok mérni— NE EZT valasszuk

- U] technika: tobbszori mintaadagolas

Viggoe a.) Fiités

cltavolitas 1. aramelosztd s ) )

) : ey b) Hités 5 srameloszto
(split)

N

99

vivogaz
——— | adszorbens - @

harom
allasa
csap

fokuszalo Zart
adszorbens

F‘3 Minta tirolo kapillaris

o egy arameloszto beiktatdsaval a minta 1%-a ker(l csak ra a kolonnéra, a 99%-a
egy tarol6 hurokra kertl, ami — ha sziikséges Ujra mérni — visszavihetiink az
adszorbensre és wjra lefiithetjiik (ha eldszor tul kicsi volt a minta
koncentracidja, masodszorra nagyobb aranyt is felvihetiink a kolonnara)

- amintavétel elkiiloniilhet az adagolastol (offline) pl. levegdmintak 1égszennyezés
mértekének vizsgalatara (passziv mintavevo)
- az adagolas online 6ssze van kotve a GC-vel



GC, LC-hez kapcsolt DETEKTALAS EGYEB LEHETOSEGEI
NMR
- probléma: detektalasi térfogat (nem elegendd a GC-rdl, LC-rdl érkezo térfogat)
- gyakorlatban nincs online LC-MS kapcsolas
o offline: LC— SPE (szilardfazist extrakcid)— oldoszercsere— NMR

FTIR

- fbleg kabitoszer vizsgalatnal
GC-MS
MS

- tdmegspektrum: az ionizacid soran képz6dott fragmensek tomeg (m) és toltés (z)

hanyadosa, valamin ta legnagyobb intenzitast ionra normalt ionintenzitas dbrazolasa
100
I
M*
| | I | I |
m'z
- izotopokat is lehet latni! (ez is segithet az azonositasban)
- az alabbi internetes szoftverrel prediktalni lehet, hogy fog kinézni az izotdp
eloszlas: http://www.sisweb.com/mstools/isotope.htm
- példak: CI (*Cl kb. 75%, *Cl kb. 25%), Br ("°Br kb. 50%, ®'Br kb. 50%)
CH5CI CH.ClI,
100 3 oo a4
=iy
501
T
4 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 51 ' 52 ' 22 &5 &7 T a9
Hless fre gz I g4 I 56 " I " a5 I



http://www.sisweb.com/mstools/isotope.htm

CHgBr CHZBI’Z
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Ionforrasok
- feladat: a molekulakbol ionokat allit el

El: elektronionizacioés forras

- feszlltségklonbség hatasara gyorsitott elektronokat hasznalnak az ionizéciéhoz
- katdd (wolfram, rénium) fiitése (200°C-ig)— elektron aram megindul
- amennyiben az elektron energidja megfeleld, még az ionképzddési helyen a
molekula adszorbealja— elektron szakadhat ki a molekulabol
= kb. minden 1000. molekuldbdl képzddik egy ion
= M +e-— M-" (molekulaion) + 2e-
= mivel a szerves vegyliletek elsd ionizacids energidja joval kevesebb,
mint 70eV (7-15eV), a molekula fragmentalddik — ,,kemény

ionizacio”
¢ mindig a leggyengébb kotés szakad el eldszor— informdcio a
szerkezetrol
e nem jo, ha tul sok darabra esik szét és a molekulaion mar nem is
latszik

- az elektronok az anddba csapddnak — szekunder elektronok is keletkeznek
becsapodaskor— ezeket egy elektroddal visszatartjak

- akamraban képzddo pozitiv ionokat taszitod és kihuzé fesziiltséggel kijuttatjak

- az ionsugarat magnessel fokuszaljak

10



e | katdd (W,C, Re)
Fyorsito i /) & kihoza
fesiltsdg - fesziltsez

beallitas
beallitis —
atvezstd resz
futése . elektron
| Aram

analizator
\\ _‘G\\\hlﬂm EAr
ion- kozpontosito
——— momite  |kepzodesi
elekrad hely

I
Sapillanis | (rapeller) |
kolonna \
armyekolo elekmad
~a._szekunder elekiron visszaszorast
magnes | megakadalyozd elekrod
o, - 'ﬂ_‘_\_\_-\-\-\-
H I L andd ar elekronok
befogasara
5.1.2 abma

Elektromonizacios ionforras felépitese
1 eV (elektronvolt): annak az elektronnak az energiaja, amelyet 1 V fesziiltség
gyorsit
rutinméréseknél: 70eV, egyéb esetben 0-100 eV kdzott valtozhat
= 70eV-nal kapjuk a legnagyobb ionaram intenzitast— legnagyobb
érzékenység— legkisebb kimutatési hatar + lehetséges lesz a més
laboratériumokkal vald adatdsszevetes (spektrumkodnyvtar: ehhez is
rogzitett ionizacios fesziltség kell, mert ha minden laborban
ugyanakkora feszliltséget hasznalnak, akkor a molekula darabol6dasa
csak a szerkezetétol fligg)
= minél kisebb az ionizalé fesziltség, annal kevesebb szamu fragmens
ion képzddik + a molekulaion megjelenése valdszinlibb

s ]
intenzitis 70 eV
intenzitas
10
1
cH,
0,1
’ H,
001 . | R
lh 1{;0 IU:ZH] elektronenergia [eV]

az ionforrast fiiteni kell, hogy az anyagok ne kondenzalodjanak



Cl: kémiai ionizacios ionforras

- ugyanolyan a felépitése, mint az El-nek, de itt a vegytlet egy kozvetité gazzal (CH4,
NH3, C3H10 — nagysagrendekkel nagyobb koncentracioban, mint a vizsgalandd
anyagok) Utkdzve ionizalodik

- az ionizacios térben igy nagy nyomas van az El-hez képest
- kisebb a vegyiletnek atadott energia — ,,1agy ionizacié”— kisebb
fragmentalddas meértéke — a molekulaionrol kapunk elsdsorban infot
= emiatt az egy ionra jutd intenzitds nagy— nagyobb érzékenység

- 1onizaci6 lehetdségei:

- elektronvesztés [M]”, protonalodas [M+H]", ionasszociacid (a reagens gaz
ionjaival adduktot kepezhet), negativ ionizacio (pl. CH4+N20 — nagy
elektronegativitasu elemet tartalmazo szerves vegylletnél j6)

Ion/Tomeganalizatorok
- feladatuk:
- felbontjak az ionsugarakat m/z és (m+Am)/z értékli (thomson) sugarakra
» TOMEGFELBONTAS definicidja:

e R, =m/Am (Am:a legkisbb tomegkiilonbség, amelyet még meg
tudunk kulonboztetni)

e nincs egységes értelmezése a témegfelbontasnak
példak a definiciokra: Két egyenld magassagl csucs még
megkiilonboztethetd, ha (i: 5.3.1. dbra) a gorbék az alapvonalon
érintkeznek 50-8s statisztikai biztonsaggal (0 volgy definicid),
(ii: 5.3.2. dbra a.) ha koztiik 1év6 volgy magassaga kisebb a
csucs magassaganak 10%-nal, (iii: 5.3.2. abra b.) 50%-nal.

Am

relint.

m mle
53.1 abma
Nincs atfedés: 0 volgy definicio

m“}mn

ﬂ} m/e b} m/e



— rogziteni kellene a témegszamot és hogy a témegkilonbségeket a Gauss-
gorbe milyen jellemz6 értékénél mérjik és

kis felbontasu (1000-2000):
e egy tizedesjegy pontossaggal adja meg a tomeget
e Q,IT, TOF (reflektron nélkil)

nagy felbontasu (>10.000)

e pontos tomegmerés: 4 tizedes jegy pontossaggal adja meg a
tdmeget (a hibat ppm-ben szoktak megadni)— az dsszegképlet
ennek segitségevel prediktalhat6 egy spektrumkonyvtar
segitségével (csupan a molekulaion tomegébdl a szerkezet nem
adhat6é meg!)

e nagyon kicsi anyagmennyiség kimutatasara is alkalmas

o pl. neurotoxikus anyagok
e az 1%-nél Kisebb izotoparanyok is latszanak
e szektoros, reflektronos TOF, MALDI (ez offline)

- SZELEKTIVITAS: annal jobb, minél jobb a felbontas
- maximalizalja az ionsugarak intenzitasat— ez meghatdrozza az
ERZEKENYSEGet

az érzékenységet a transzmisszi6 hatarozza meg — azaz az analizator
belépd nyilasatol az ionok hany %-a jut el a detektorig
nagy transzmittancia— kisebb felbontas!!! (az érzékenység és a
szelektivitas nem novelheté egyszerre)
nagy felbontas esetén az érzékenység valtozasa:
e az abszolut jelintenzitas csokken, de a zaj intenzitasa is
(elektronikusan is sziirhet6) — 0sszességében a jel/zaj arany
javul!

- mindig kell referencia anyag!

- 2 uzemmoad

- pasztazd (scan): egy témegtartomanyt mériink (pl. 0-3000V)

akkor jo, ha pl. meg kell mondanom, hogy milyen szennyezdk vannak
egy mintaban
hatrany: kevés spektrumot akkumuldl— kisebb érzékenység

Vn = % (az NMR-nél is ez az dsszefuiggés érvényes)

- kivalasztott ion monitoring/recording (SIM/SIR): 2-3 kivalasztott ion

tOmegét meérjuk (csak az ionokhoz tartozo fesziltségen mérek)

a felvételszdm n6— nagy érzékenység

minél tobbféle feszliltségen mérek, annal kevesebb lesz az egy ionra
juto felvételek szama

min. 2 iont érdemes kivalasztani:

.
;EZﬁ; = 4lland6 (£10%), ahol | az intenzitas
2
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csUcstisztasag vizsgéalat:
- egy kapott csucs egy vagy tébb komponensnek felel-e meg
- veszlink 3 pontot a cstcson és megnézzik, hogy a pontokhoz tartozé
spektrumok egy komponenshez tartoznak-e:

. T
Lo0
2.
A. t_\&._\_l_——» Wz

i
BEE

(V) TiszTR N} wer TISETA

csoportositas
- szektor tipusu
= fajtai:
e egyszeres fokuszalasi magneses szektoru
o kétszeres fokuszalasti magneses és elektromos szektor(
= ezek nagy felbontasu, nagy témegtartomanyu készilékek
= pl. dioxin kimutatasara
- kvadrupol
= fajtai:
e kvadrupdl (Q, régi neve: lineéris kvadrupdl)
e ioncsapdas ionanalizator (IT — ion trap, régi neve: ioncsapdas
kvadrupdl)
= oszcillalo elektromos térben vélasztjék el az ionokat
= Kis és kdzepes felbontas, kdzepes tomegtartomany, max. mérhetd
tomeg: 3000Da
- repiilési id6 analizator (TOF)
= az elektromos térben a kisebb tomegii ionok gyorsabban mozognak
= régen Kis felbontéas és kis tomegtartomany — ma mar nagy és kozepes
mindkettére nézve, max. mérheté tomeg: ennél a legnagyobb
(elméletileg barmekkora tomegii lehet)
= rendkiviil gyors! -GCxGC-hez csak ezt és a FID-et lehet hasznalni
emiatt (1d. késobb)
- hibrid analizatorok: egyes analizatorokat egymas utan sorba kétjik pl. Q-TOF
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Kvadrupdl:

U: egyenfesziiltség
V: az egyenfesziiltségre szuperponalt

L ism UV, @9 valtofesziiltség— a rudak potencialja
e folyamatosan valtozik
e - az ionok a rudakkal parhuzamos tengelyre
T &~ merdlegesen oszcillalé mozgast végeznek
— N - instabil ionok: az thaladas soran az
ahol: U= 0-130V, V = 0-800V, f= 1.3MHz amplitaddjuk eléri a rad tavolsagot— becsapddik

- stabil ion: athalad — ez adott belépési sz0q,

U+Vom ;
- ' 1 keresztmetszet, U/V arany mellett csak egyetlen
le 'i_' ) m/z ionra igaz (pontosabban egy sziikk m/z
] — em intervallumra)
] fokuszilas - viszonylag magasabb nyomdason miikddik (103
O 6 %)
.'- - 1‘“!
loncsapda:
serei - részei: egy un. gyurt elektroéd
eior 7 7
] + két sapka elektrod
] sapka elekirad -az ionok forogpa}< X-y sikon
f — 1| —(felsd) és rezegnek z irdnyban
TT2em - a gylriire kapcsolt valtakoz6
B ot gytirtelektrod fesziltség novelésének
7 - i , hatéséra a z iranyd
- ~sapka elektrod amplitaddjuk n6— kilépnek a
oo da terébdl — el6szo
kapillaris csapda terebol — eloszor a

kolonna kisebbek (a feszlltség
ndvelésével egyre nagyobb
ionok valnak instabilla)
- atérben az ionok egymasra is hatnak (taszito kolcsonhatas) és egymas eréterében is

eltériilhetnek— el6bb is kiugorhatnak (a jelenség neve: tértoltés)
- ez az effektus csokkenthetd, ha az ioncsapdaba He-t vezetlink
- tandem MS-re alkalmas
- acsapda képes adott m/z értékii ionokat (M) tarolni
= acsapdazas eldtt eltavolitjak a kisebb, nem kivant m/z értékii ionokat
azzal, hogy addig novelik a fesziiltséget, amig az M*-nal kisebb ionok
Ki nem ugranak
» ezutan az egyenfesziiltséget nullara allitjAk— csapdaba keriil az M*
- avaltakozo feszultség értékét lejjebb visszlk annyira, hogy a fragmentalodas
utén keletkezett ionok kozil a legkisebb becsapdazni kivant ion még bent
maradjon
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- fragmentalas: M" energiajat szabalyozott koriilmények kozott ndveljik az
egyenaramu feszlltség ndvelésével— a csapdézott ionok fragmentalodnak
(Utkozési gazt pl. He hasznalunk ehhez)

- aképzodo ionokat novekvo fesziiltséggel pasztazzuk (ez a folyamat toébbszor
ismételhets: MS", ahol n=9-10 is lehet, bar GC esetén 2-nél nem érdemes
tovabb menni)

— 1d6beni tomegelvalasztas
— szelektivitas no
— mindségrol is infot kapunk

lakty fon-—

ke n2(hoy
AR
- el Aooli— Z0ooy
Qv iy | ooV — :
« R e
' B4 v&%m&v\kﬂv\o oy \\ \ TPt ;
| LYy y g
.‘ M*f & e = 2
l A (e :l—»ﬁ
‘ — y —>wm/y H* R /
N ; m[2
I Lot VAASLS vy \&E alavam bZCMf&AiVM Lugqu;oﬁ-&‘fo S
— {‘m tasig®

- az ionok tomegiiktdl fiiggden kiilonbozo sebességgel mozognak (kisebb m nagyobb

sebességgel mozog)— mas-mas idépontban érik el a detektort
- adetektor us-0s kulonbsegeket is észlel

- DE az azonos értékii ionok az ionforrasbol nem pontosan ugyanakkora kinetikus
energiaval l1épnek ki— kis felbontas

- erre megoldas: reflektron/iontlikor (a mérend6 ion toltésével megegyez6 polaritasi)

_ - az uthossz megnd

| — - magneses erotér segitségével ,,korpalyara”

D kényszeritik az ionokat
» akisebb tdmegii ionok a kiilsd, mig a

nagyobbak a bels6 koriven repiilnek

= az azonos m/z ionok kozotti
inhomogenitas (kinetikus energiak

1 2 kozti kil.) is csokken— nagy felbontas
96 3.5 7 b dbra (a reflektron polaritasa azonos a
A TOF analizitor elve 1 = detelctor, 2 = méignes vizsgalt ionéval, igy az ionok a

reflektronba erkezve lelassulnak,
megallnak, majd Gjra felgyorsulnak —
a nagyobb kinetikus energiaval érkez6 ionok mélyebben hatolnak be és tovabb tartozkodnak
ott, emiatt késdbb, de nagyobb kinetikus energiaval 1épnek onnan ki— a detektort azonos
id6ben érik el, mint a kisebb kinetikus energidval érkezok
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GC-MS o6sszekapcsolasi lehetdségei
- GC-bdl nyert informacid: retencios ido
o baj:

= referencia anyag mérése sziikséges (akkor lehet egyezés, ha a két
retencios id6 megegyezik)

= amintaban mas vegylet is lehet, aminek ugyanakkora a retencids
ideje, igy atlapolas/interferencia johet létre a csticsok kozott

= vegylletek szerkezetére nem ad infot

— MS kell

o (megj.: a vegyuletek 10-20%-a vizsgalhato GC-vel)

- aGC is kiegészitheti az MS-t, mivel az MS nem képes kiilonbséget tenni az izomerek
kozott, de a GC és az LC szét tudja dket valasztani megfeleld koriilmények kozott

- kapcsolt, kotdjeles (hyphenated) technika

- aGC-MS esetén eqy anyag azonositédsahoz tehat sziikséges:

o akomponens retencios ideje dsszevetve a referencia anyaqg retencios
idejével

o tomegspektrum (referenciaval)

- akapcsolasndl figyelni kell, hogy:

o az MS nagy vakuummal miikodik —a GC nem— csak kis aramlasi
sebességgel (1-5 ml/perc) miikodé GC-t lehet MS-hez kotni, kiilonben a nagy
aramlasi sebesség lerontja a vakuumot

p>l1bar 105 - |1 0% bar

¢Gc _|gaz_ MS !
(B

nagyvakuum rendszer

— a toltetes kolonnak kiestek (30-60 ml/perc)
— kapillaris kolonna hasznélhatd
= kozvetlen kapcsolas csak kis bels6 atmérdjii (0,1-0,3mm, filmvastagsag
1um, apolaris és kdzepesen polaris) esetén (1-5 ml/perc)

e DE ilyen kolonnan a nagy illékonysagu, szobahdmérsékleten
forro anyagok (pl. diklormetén, kloroform) nem mérhet6k, mert
tul kicsi lenne a visszatartasuk

o akolonnak allofazisa elég stabil legyen, kilonben kolonnaverzeés felléphet— a
kolonnardl leszakadt molekulatomegek megjelennek a témegspektrumon
= minél nagyobb a filmvastagsag, annal jelent6sebb a vérzés— kis
filmvastagsag kell
= héstabil anyag kell pl. polidimetil-sziloxan az egyik legjobb (300-
350°C, apolaris), de a fenil-csoportokkal helyettesitett sziloxan is jo (ez
Kicsit polarisabb az aromas gytirii miatt)
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—Si—O0—Si—0
CH, CH,* |
| |
—Si~o-Si— C-CHy -~y
cH} CH,

- egyeb feltételek, amikre az MS miatt figyelni kell
o csak ionokat tud egymastol elvalasztani! («» a GC-ben nem valaszthatok
szét ionos anyagok)

M M,* M.? M,
: ionelvalasztas ;
GC — 1 IOI‘! —+>=  tomeg — T IOFIP ,
forras - detektalas
szerint
4 4 A )
pozitiv, vagy negativ ; ionaram merés
ionkepzes |
A semleges molekulak el- ionok elvalasztasa
valasztasa szerkezetik szerint m/z alapjan
iou_ ﬁ:iulm_tg detektor rendszer
cc __.f'qt'l*as 1. analizitor e . .| iranyito
100 _ szoftver
képzés ionelvilasztis detektilis
+ + * ﬂdﬂr
feldolgozas
nagyvvikuum rendszer

5.1 .abra

A GC ssszekotve MS-sel

- GC-hez hasznalt ionforrasok:
o leggyakoribb: El
o ritkabban CI
- GC-hez hasznalt tomeganalizator:
o kvadrupdl (GCxGC-hez csak ez jo!)
o loncsapda
o TOF
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LC-MS
- probléma:

o eltéré halmazallapotok vannak a ket modszernél — 1ml folyékony
mozg06fazishol tobb 100-szoros térfogati g6z keletkezhet és ha ezt vakuumba
kell bekiildeni, 10%-szeres térfogat névekedést is jelenthet!

e LC: folyadék
e MS: g6z, méghozza nagy vakuum!
= megoldas: az ionizaciot elkllonitik a ion/tdmeganalizatortol
e azionforras atmoszférikus nyomas alatt van («> GC-vel
kdzvetlenul kapcsolt ionforras is nagy vakuum alatt van)

e azion/tdmeganalizator és az iondetektor nagy vakuumban
[F = jonforras, TA = ionanalizator, [D = iondeteldor

IF 1A D
Atmosz-
Ferikurs 10Pa
nyomas
Nagy vakuum

o olyan ionforrasokat lehet csak hasznalni az LC-hez, amelyeknél kicsi az
ionizA4cios energia— ez az ionizacios energia nem lesz elég minden esetben —
sokféle molekula (pl. dioxinok és méas apolaris anyagok, cukrok és
cukorszarmazékok) nem ionizalédnak— az MS nem lesz altalanos detektora a
HPLC-nek

o akis ioniz4cios energia miatt ionelnyomas, illetve ioner6sités is érvényestilhet

» ionelnyomas: ha a matrix ,,elveszi” azt a kevés energiat is a
meghatarozando6 anyag el6l (ezeket ilyen esetben még a
mintaelOkészités soran el kell valasztani a mérendé komponenstdl)

= jonerdsités: egyes matrix komponensek viszont eldsegithetik a vizsgalt
anyag ionizaciojat

o azionforrasba szilard anyag nem kerilhet!

= nem minden puffert lehet a HPLC mozgd6fazisahoz hasznalni, mert
valamelyik nem parolog el (ionpar kromatogréafianal ezért eleve nem is
hasznalhat6)

= hasznalhat6 pufferek: savas — ammonium-formiat, -acetat, -citrat;
lugos — NH4HCO3 — ez szervetlen, de hore konnyen bomlik, igy nem
kertl szilard anyag az MS-be (1Ggos)

* NEM hasznalhato: szervetlen pufferek pl. K*, Na*, foszfat (pedig UV-
detektornal ez a legjobb)

= megj.: pufferek = hatasukra az oldat pH-ja egy bizonyos tartomanyban
savanyitassal vagy ldgositassal szemben stabilabb lesz (,,tompitd
hatas”), egy gyenge sav ¢s annak egy erds bazissal alkotott soja vagy
egy gyenge bazis €s annak egy erds savval alkotott soja <>
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szakzsargonban nevezik pl. a gyenge savakat is ,,puffernek”, mert
tompito hatésu, de ez helytelen megnevezés
o akolonna legyen kis vérzésii, kiilonben megjelennek a leszakadt részek a
tdmegspektrumban
- hasznéljék gydgyszer hatdéanyagok vizsgalatara
o ezek altaldban mar eleve sé forméajaban vannak — nincs baj az ionizécidval

LC-hez hasznalhaté ionforrasok: atmoszférikus nyomasu ionforrasok:
ESI: electrospray/elektroporlasztasos ionizacio

57 kV /
i+
N, \
H;0

Mazgotazta )._f_ o n: MeOH | Vakuum
o0y e T L
N; / ietmans
X elekins-
i dik
podasziogaz

- a HPLC-bdl érkez6 mozgotazist egy porlaszto tiin (fém kapillaris) keresztul
pumpaljuk be az ionforréasba (a tlire fesziiltség van kapcsolva)

- atl és az 6t koriilvevo fél-henger alakl elektrod kdzott 3-5kV fesziiltségkilénbség
van— elektromos mez6 jon 1étre— feltolti a folyadék felszinét és toltott
folyadékcseppek jonnek létre

- afolyadékcseppeket a meleg N, hatasara zsugorodni kezdenek— a csepp toltés-
stirlisége nd, és amikor meghaladja az ebbdl adodo taszito erd a feliileti fesziiltségbol
ad6do osszehuzo erdt (Rayleigh stabilitasi hatér), akkor tovabbi cseppek szakadnak le
(Coulomb robbanés)— gazfazist ionok keletkeznek a cseppekbdl egy id6 utan

- egyszeresen vagy tobbszorosen + és - tltésii ionok is keletkeznek: [M+nH]™" és [M—
NH]"™ (ha tobbszords toltésti ionok keletkeznek, ekvidisztans tdmeg sorozatokat latunk
a spektrumon — hiszen az x tengelyen az m/z jelenik meg)

- inkabb polaris, téltott, oldatban ionizalt vagy heteroatomos molekulakra pl.
fehérjék, oligonukleotidok
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APCI: atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacio

Szaraz nitrogen
N, \] ==,
Mozgofazis O g ,° MeOH y, | vikuum
+yizagalt minta GDC' 50 N,
[-]
— Behuzé
[ M .
\ Yorona | Shcktrt-
porlasziogaz Klzllas
l

hasonlo az ESI felépitéséhez, csak itt nem toltott cseppek valnak le a kapillarisrol
250-450°C-os nitrogén gaz parologtatja el a porlasztott cseppeket
a gazfazisu molekulak egy korona kisiilési tiin ionizalddnak
o eldszor a mozgotazis molekulai ionizalodnak (protonfelvétel) és ezek adjak at
a toltésuket a vizsgalt molekulédknak
- lagy ionizécio, kevésbe polaris molekulakra

APPI: atm. nyomasu fotoionizacio

- er0s intenzitasu UV-lampa:
o M+hv—»M-"+¢

- fényelnyeld reagens is sziikséges pl. toluol
Folyadékdram
|

v

Parlasztogaz
bevezetés

Fitottrész —>

Uvegkapillaris

UV Iampa Széritégazl

—_)

Szaritogaz

- nagyon apolaris molekuldkra pl. policiklusos aroméas szénhidrogének (PAH),
szteroidok
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(MALDI)

- ez offline technika

- amintat el6szér LC-vel preparalni kell, majd utana, offline médban lehet csak az MS-
re vinni, tehat LC-hez nem kothetd

- nagy molekulatomegli anyagok vizsgalatara pl. fehérjék

Ionforrasokkal kapcsolatban at kell gondolni:
- alagy ionizacio soran
o akis molekulatomegii anyagok nem fragmentalddnak— a molekulaiont latjuk,
viszont igy keves szerkezeti informaciét kapunk
o anagy molekulatomegli anyagok sem fragmentalddnak, viszont itt tobb jelet
fogunk latni, mert a nagy molekulakon tébb protonalhatd csoport van, igy
tobbszordsen fog ionizalodni
- hadarabokra akarjuk torni a molekulékat, tovabbi egységet kell beiktatni
o Utkozési kamra (CID) beiktatasa, ahol fragmentalédnak az ionok, majd ezeket
is meg lehet mérni egy MS-sel (LC-MS-MS)
= He-t vagy mas (tkdzési gazt vezetnek be, és a molekulaion az ezekkel
valo (tkdzések soran nyert tobblet energia miatt fragmentélodik
(fesziiltséget is adnak a kamrara)
= azigy keletkezett ionokat tovabb vezetik egy MS-be, ahol mar
mindségi/szerkezeti informaciokat is kaphatunk az ,,anyaionrol”
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LC-hez hasznalhaté témeganalizatorok:
o kvadrupol: kis felbontasu
o ioncsapda: kis felbontasu
o TOF: areflektronos nagy felbontasu
o Orbitap
= magneses térben ciklotron mozgésra készteti az ionokat
szigetelés\ longdiye —
N &~ nyilds

kulsé
elektrod >

belsé
elektrod

< >
>

oszcillacié

A
detektor detektor
elektréd 1 elektréd 2
Fourier- l
transzformacié  *° |
—
erdsités
frekvencia jel m/z

o kapcsolt technikak pl.:
= kvadrupdl(Q)-Orbitap
= Q-IM-TOF
e IM MS: ion mobilitds/ionmozgékonysag spektrométer
o elve hasonlit a TOF-ra, de itt nitrogén &rammal szembe
mennek az ionok, igy nemcsak az m/z-b6l adodo
sebességuk lesz a meghatarozo6 (minél nagyobb tomegii,
annal lassabb), hanem az is, hogyan Utkdznek a
nitrogén molekulakkal
o az (tkdzések hatadsa miatt az izomereket is szét lehet
valasztani! (ez a tobbi tomeganalizatornal nem
lehetséges)

Electric field

(e

lons enter
drifttube
—

To detector

Focusing rings
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Osszefoglalva:

- LC-MS (LC—1ionforras—tomeganalizator—detektor):

o alagy ionizacio miatt szerkezeti informaciot nem ad (az LC-hez kapcsolhato
ionizécios technikakkal legfeljebb csak kis mértékben fragmentalhat6 a
molekula)

o DE szelektivebb az UV-detektornal (latjuk, ha két cstcsatfedésben van)

- LC-MS-MS (LC—ionforras—tdomeganalizator—CID—tdmeganalizator—detektor)

o az (tkodzesi kamraban fragmentalodik az ion— szerkezeti informaciot is

nyerhetiink
- LC-MS": ioncsapda

MS-sel kapcsolhaté LC technikak
o NPLC (normal fazisu):
* amozgodfazis apolarisabb, mint az all6fazis— nehezen ionizéalhato az
oldoszer «» az LC-hez hasznalhat6 ionforrdsok ezt megkovetelik
— nem egyszert dsszekdtni— rutinszerien NEM hasznaljak
o RPLC (forditott fazisu):
= amozgdbfazis polarisabb (pl. viz, MeOH) — ionizalhatd
= amozgobfazis csak illékony puffert tartalmazhat
o RP-IPLC (forditott fazisu ionpar):
= Kkis molekulatémegnél sokat hasznalnak — nem jo LC-vel 6sszekotni
= fehérje esetén: a meghatarozando ion toltesével ellentétes toltési
hidrofobionkent illékony triklor-ecetsavat hasznélnak — ezt lehetne csak
o |IE (ion exchange, ioncserés krom.):
= illékony sdkat kell alkalmazni pl. ammonium-klorid (Na*, K* NEM)
o HILIC (hidrofil kélcsonhatas krom.):
= 4lléfazisa polaris szilikagél vagy polaris csoportokkal modositott
szilikagél + mozgdfazisa kevésbé polaris — ugyanazt a mozgdéfazist
hasznaljuk, mint a RPLC-nél (viz, ACN/acetonitril — a szerves oldoszer
ardnya nagyobb kb. 90-95%)— azokra kell figyelni, mint az RPLC
esetén
o SEC (méretkizarasos):
= gyakorlatilag NEM hasznaljak MS-sel, mert nagy mennyiségii
szervetlen sot is hasznalnak
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FEHER]E ANALITIKA
- afehérje analitikaban az elvalasztastechnikai mddszerek az aldbbiakban segitenek:
o amatrix egyszerlsitése (sok zavaré komponenst elvaalszthatunk)
o heterogenitas vizsgalata
o mennyisegi meghatarozas
- elvélasztasi technikak
o LC
o MS
o elektroforezis
o NEM LEHET: GC, SFC

LC moédszerek részletesebben
NPLC: NEM j6, mert apoléaris old6szerben nem lehet a fehérjéket oldani

RPLC, RP-IPLC

- hasznalhato, a 2 f6 LC-technika
- kapcsolhaté MS-sel
o kvadrupdlhoz is (tomegtartomany felsd hatara 3000Da — fehérjék mérhetdk,
mivel tobbszordsen ionizaltak Id. m/z arany)
- {6 problémak
o RP eluensek gyengitik a fehérjek hidrofob kdlcsdnhatasait— denaturalodik a
fehérje (aktiv forméaban nem frakcionalhato)
megvaltoztathatja (a retencids ido6 is valtozik) + denaturacid
o afehérje adott koriilmények kozott az alléfazishoz til erésen kotodhet— a
visszanyerése jelentdsen romlik
= savas kornyezetben a fehérje aminocsoportjai protonaldénak: —-NH; +
H" — —-NH,"
e azért van savas kornyezetben, mert az RP-IPLC-nél
triklorecetsavat hasznalnak ionpar képzéshez
= az allofazis szilikagél alapu, igy lelégnak szilanol-csoportok, melyek
deprotonalédnak, ha nem elég savas a kornyezet: Si-OH < Si-O" + H
= ekkor erds ionos kdlcsonhatas jon 1étre a deprotonalodott szilanol- és a
protonalodott amino-csoport kozott
= nagyon alacsony pH-n (pl. pH 1) a szilanol-csoportok protonalt
(semleges) allapotban vannak, de még igy sem keriilhetd el teljesen ez
a jelenség

+
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= ezert ilyen kolonnat kell valasztani:
e Silica B (nagy tisztasagu) — a Silica A tipusu szilikagélek magas
fémion tartalmuak, ezért ezek nem alkalmasak erre a célra
e alehetd legnagyobb feliileti boritottsagu toltetet kell
valasztani (minél kevesebb legyen a szabadon maradt szilanol-
csoport)

= utoszilanizalt toltet kell
= ahdémérséklet emelésével vissza lehetne nyerni a fehérjéket, de az a
kolonnat mér tonkretenné (max. 60°C-ig birjék, efelett nagyon gyorsan
tonkremennek)
- egyéb fontos megfontolasok:
o milyen legyen a téltet morfoldgiaja (minden fajtat lehet hasznalni)
o teljesen porézus
részlegesen porozus (héjszerii)
monolit
nem porozus

O O O

o atoltet lehet:

szervetlen alapu (Silica B)

szerves szilikagél + szervetlen monomer

a hibrid pH tiirése jobb

DE pH 2 alatt birnia kell (nagyon savas pH-n a Si-O-Si
kotések hidrolizalhatnak)

o toltet médositasa: C18, C4

o ne legyen pérusgatolt diffuzid

o O O O

Szabad diffuzio a
porusban a stagnald
folvadékban

= afehérjék atl. hidrodinamikai sugara: 1-2nm— az idealis porusatméré
>20nm (a biopolimer alapu toltetek mind 30nm-esek), hogy ne legyen
gatolt a diffazi6 a pérusokban

= DE anagyobb porusatmérd is okozhat csucsszélesedést
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HETP

o kinetikai hatékonysag: a diffaziénak nagy szerepe van!

a van Deemter 6sszefiiggés irja le a kinetikai hatékonysagot
befolyasold tényezdket:

B-D,, +C‘d 2

H=A4-d,+ z
u D,,

ahol dy: szemcseatmérd, u: lineéris aramlési sebesség [cm*/s], D:
diffazios allandd, A tag: 6rvénydiffizio, B tag: hossziranyu diffazié, C
tag: aramlési ellenallés

— fahérje
— kismolekula

u

H, nagy molekulak esetén H, kismolekulak esetén

-

. %
2 .
1 Eredd H (1)
/ ,  Anyagatadas miatti
diszperziod (2)
3 >/ 3 Visszakeveredés (3)
4, 4 _ Axialis diszperzio (4)

Optimalando linearis aramlasi sebesség, v (cm/min)

abban a sebesség tartomanyban, ahol mérni szoktunk, az anyagatadasi
ellenallas dominal— cél, hogy az anyagéatadasi ellenallas kicsi
legyen— héjszertii toltetet kell alkalmazni (csak a kiils6 héj atjarhato—
kicsi diffazios uthossz)

megj.: kis molekulaknal vastagabb a héj
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log k

MINDIG gradienseluciot hasznalunk
o gradiensellcid: a mozgofazis dsszetételét (A és B eluens ardnyat) idében
folyamatosan valtoztatjuk
o linedris gradiensprofil (B eluens ardnyat linearisan noveljiik az idével)
o lasst gradiensidd

Mugo-:o M=13,000

— fehérje

- 1.0
= kismolekula
Benzene (M= 78)
g

\ 05}
M=1400 \
00
—oslL M= 4400
* | l |
q:, 20 30 40 50
% ACN-buffer

= Kk visszatartds/megoszlas
ahol k=n¢/np, (ns @ komponens mennyisége az all6fazison, ny, a
komponens mennyisége a mozgdfazisban), minél nagyobb
mennyiségben van a komponens az alléfazison, annél lassabban jon le
az oszloprdl, tehat a visszatartasa nagyobb lesz
= ¢ azegyik eluens aranya
= magyarazat: nagy molekul&k esetén az eluens arany kis mérték
megvaltoztatasaval is nagy mértékben valtozik a molekula visszatartasa
— nem lehet gyors gradienssel dolgozni
RPLC el6nye: jobb szelektivitas (pl. SEC-hez képest), mivel a mozgdéfazis
valtoztatasaval ,,barmilyen” retencios 1d6 elérhetd
ha tal nagy a vizsgalt fehérje pl. monoklonalis antitestek
o enzimes emésztés sziikséges elbtte és a fragmenseket (az antitest esetében
konnyt és nehéz lancok) elemezzik RPLC-vel

Intact mAb (150 kDa)

Fab (~50 kDa)

YR\

Enzymatic cleavage

F(ab'), (~100 kDa)

Papain digestion
Fe (~50 kDa)

=i
=0
Reduction of
disulfide bonds orr

LC (~25 kDa) HC (~50 kDa)

zxcy + 2%
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ezt is gyakran hasznaljak
vizes kozeg— nem denaturalddik a fehérje (aktiv formaban frakcionalhato)
lehet

o er6s ioncserélo

= pl. kvaterner ammo&niumionnal (anioncser¢l6), szulfonil-csoporttal (-

SO3H, kationcseréld) modositott feltilet

OH 4 ellenion
gyanta "
fazis "L
vagy +\"\.
alapfazis

ioncseréld

o gyenge ioncserélo
= pl. aminocsoporttal (anioncseréld) vagy karboxil-csoporttal
(kationcseréld) madositott felllet

/
g VLo e =2l
) ~= A IR
famis * !
. proton / amino csoport

o Okolszabaly: a gyengén ionizalhatd mintak erés, mig az erésen ionos
tulajdonséagu 0sszetevék gyenge ioncserélé toltetek alkalmazésaval
vizsgalhatok

az anioncseré¢lokkel anionokat, a kationcserélokkel kationokat vizsgalunk
toltetek

o alap alapjan

= altaldban szerves polimer alaplak
e joapH thrése: pH 1-12/13 hasznalhatok
e rossz a nyomastlirése
= szilikagél alapt (erds kationcserélok)
e jO anyomastiirés
e rossz pH tlirés
o morfoldgia alapjan
= lehet barmilyen (por6zus, nem pordzus, héjszerii, monolit)
= fellleti ioncseréldk:
e nagyobb nyomast is kibirnak (alt. 200 bar a maximum)
= nagy porusu ioncserélok
e max. 50-70 bart birnak ®
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- qgradiens elucio
o pH gradiens

= a fehérje allapota és a gyenge ioncseréld allapota is egyszerre valtozik!
e alapja: a pH befolyasolja mind a fehérje mind a gyenge
ioncserélok toltését (az erds ioncserélét nem befolyasolja — ettdl
,,er0s”)
pl. er6sen lagos pH-n a fehérje karboxil-csoportjai (-COOH) és
az amino-csoportjai (-NH3") protonalédnak
» joncserél kapacitas fiiggése a pH-tol:

Ioncseréla 2—4'1\;(:}[' CH,
kapacitis A H ™H a—'{: Toncseréld g %COO'
meq/g H "H
~CH meq/g '
Q_F “H
111 ~CH
g Sy

p:{'h pr

%— Coo

1.

Y

log k

Ciaxe (W)

o minél nagyobb a fehérje eredd toltése, annal erésebben fog kotddni, igy annal
nagyobb sokoncentracid sziikséges a deszorbealashoz

HILIC: elvileg hasznalhatd, de nem jellemz6 + a mozgdfazis > 50%-a szerves oldoszer—
denaturalodik
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méretkizarasos krom. vagy mas néven ,,gélsziirés”, ,,nagy hatékonysagi gélsziirés”
(azért nagy hatékonysagu, mert a szemcseatmérot lecsokkentik, viszont igy nagyobb
nyomast kell alkalmazni, ami nagyobb héeffektushoz vezet)

vizes kdozeg— nem denaturalddik a fehérje (aktiv formaban frakcionalhato)

a hdmérséklet, nyomas (hagyomanyos rendszerben 125bar) itt is befolyasolja a fehérje

crcr

o tul nagy T és p mellett irreverzibilisen aggregélddhatnak is
szilikagél alapot modositjék (poléris, de nem ionos modositasok), hogy a fent
részletezett nem kivant allofazis-fehérje kdlcsonhatasokat kikiiszoboljék
pl. glicidil-éter
o élettartamuk korltozott
a méretkizaras alapja a porusatmérdok és a vizsgalt fehérje hidrodinamikai
atmérojének viszonya (a retencios id6 emiatt nem igazan valtoztathato— Kisebb
szelektivitas)
o BEH 450 SEC kolonna:
= BEH: ethylene bridged hybrid
= 450: atlagos porusatmérd [A]
o Vteljes = Vszemcsék kozotti Vpérus
= aholtid6t a szemcsék kozotti térfogat nagysaga hatarozza meg
= aporustérfogat adja meg az ellcids tartomanyt — annak a
komponensnek lesz visszatartasa, ami bejut a porusokba

€ 2 > /to (VO)
< ¥) € >
Elaciés tartomany \
N i (2

0 3 5 g 12

Ellcsés erfogatiod

o aporusméret (dp) behatarolja, hogy mekkora fehérjét tudunk vizsgalni
*  dwmatlagos > dp: teljes Kizaras
*  dwm,atlagos < Op legkisebb porus: teljes ateresztés
—a porusatmérd a két érték kozeé kell hogy essen, kiilonben mindent
Kizar, vagy mindent atereszt
o megj.: UHPLC-s 1,7um-es toltetek is vannak mar (nagy nyomas kell!)
CSAK izokratikus modszer van
100-300mmol sét (pl. NaCl) is adnak hozza, hogy a nem kivant szilanolos
kolcsonhatasokat csokkentsek
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- aggregatumok mérésére jol alkalmazhato
- felépitése:

degasser HPLC pump auto sampler

column(s)

m——
= N XN

mobile phase

=

o detektorok:
= UV/diodasoros
e legérzékenyebb a 4 kozl
= LS (light scattering, fényszdrasos)
= Rl (refractive index, torésmutatd)
= viszkozitas mérése (egy kapillarison mért nyomaseses aranyos lesz a
fehérje méretével)

waste

HIC (hidrofdob kolcsonhatason alapuld kromatografia)

- kimondottan fehérjékre (az el6zéek mas biopolimerekre)
- az allofazis felllete ,.kozepesen™ hidroféb (C4, C6)
- gradiens elucid: sbkoncentraciot valtoztatjuk (NH;SO,)
o kezdetben magas (1-4 mol/dm®)— , kisozzuk” a fehérjét az allofazis feliiletére
= ha tul magas a sokonc., kdnnyen kivalhat!
o sokoncentraciot csokkentjiik— deszorpcio— eluélodik a fehérje
= elészor a polarisabb fehérjék elualodnak

Egyéb kérdés: HPLC-rol at lehet-e térni UHPLC-re?
» UHPLC hatranya: a szemcseatmér6 csokkenésével né a nyomas, mi a
fent kifejtett problémakhoz vezet!
¢ RPLC-nél mindkettét hasznaljak
e |E: az ioncserélé nyomastiirése nem jo— a HPLC jellemzdbb
e SEC: mindkett6t hasznaljak

Kapillaris elektroforézis
- elvalasztési hatékonysaga sokkal jobb, mint az LC hatékonysaga
- DE Kicsi az adagolhaté mennyiség
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