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All6 fazis |Mozg6 fazis Fizikai jelenség |Kromatografia

folyadek |folyadek megoszias HPLC, VRK, PC

szilard folyadek adszorpcio, HPLC, VRK,
joncsere, gelkromatografia,
meéretkizaras, ionkromatografia,

affinitas, hidroféb
kblcsbnhatas

affinitas kromatografia,
hidroféb kélcsdnhatas
kromatografia

» Folyadékkromatografia esetén a mozgofazis mindig folyadek, az
allofazis lehet folyadek, illetve szilard halmazallapotu.

> lzokratikus elucio: eluens Osszetétele az elvalasztas alatt allando.
> Gradiens ellcid: eluens dsszetétele elvalasztas alatt valtozik.




Folyadéek-szilard (adszorpcios) kromatografia:

>

>

Az allofazis nagy fajlagos fellletd, 3-10 um méretld részecskéket
tartalmazo toltet.

Az elvalasztandd komponensek a szilard fazis feliletéen eltér6
erO0sseggel kotédnek. A megkotott komponensek alkalmas
oldoszerekkel elualhatok az oszloprol, a kotédés erbssegéetdl
fuggben kulonbozd idépontban jelennek meg az oszloprol tavozo
oldoszerben.

NORMAL FAZIS:

> polaris alléfazis,

> az allofazis polarisabb, mint a mozgofazis,
» amozgofazis apolarisabb, mint alléfazis

> pl. szilikagél, aluminium-oxid

FORDITOTT FAZIS:

» apolaros alléfazis,

> az allofazis apolarosabb, mint a mozgofazis,

» a mozgofazis polarosabb, mint az alléfazis

> pl. C8 vagy C18 szénhidrogenlanccal modositott szilikagél



Folyadek-szilard (adszorpcios) kromatografia:

» Oldbdszerek eluotrop sora: polaris adszorbensen az oldoszerek
novekvé polaritas szerinti sora, ami megfelel a névekvo dielektromos
allando sornak.

» A mozgofazis megfeleld polaritasu olddszer, ill. oldoszerelegy.
» Polaris oldoszerek: H,O, MeOH, dimetilformamid, MeCN, stb.

» Apolaris oldoszerek: hexan, propiléter, CCl,, stb.



Mozgo fazis szempontok

> Polaritds (modszerspecifikussag)
> Viszkozitas (Darcy torveny)

» UV fény ateresztes (UV cut-off)

> Tisztasag

> lllekonysag (forraspont)

> Toxicitas

» Oldott oxigén tartalom

> Viztartalom

> ElegyithetOség

> Artényez6k



All6fazis altalanos jellemzése:

» Mechanikai stabilitas

» Kis szemcseatmerod

» SzUk szemcseatméro eloszlas

» Energetikai homogenitas

» Ismert porusatmérd és porusalak
» Szlk poérusatmeérd eloszlas

» Nagy fajlagos feltlet

All6fazis porusszerkezetét jellemzé paraméterek:

> Atlagos porusatméré
> Fajlagos felllet
> Fajlagos porustérfogat

surface showing pore structure.



Szemcseatméro fejlesztésének torténeti atiekintése

Megjelenes eve Szemcse meret Nominalis méeret Tanyerszam/5cm
1969 ,Q 100pm 170

1973 b; 57hm (pellicular) 350

1975 @ 10pm 2,000

1985 o S5um 4,000

1992 ® 3.5um 7,500

2003 . < 1.8 pm 12,000

-7 Agilent Technologies



Szilikagel szerkezete




Szilikagel feliileti modositasa

Polaris modositas (monomer)
X: -NH,, -CN, -O-CH(OH)-CH,(OH), -NO,, ...stb.
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Szilikagel feliileti modositasa

Apolaris modositas (monomer)
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Kolonna toltése Zonaszeélesedés




Folyadék-folyadék (megoszlasos) kromatografia:

>
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Az allofazis dezaktivalt, szilard hordozéra egyenletesen felvitt nem
illekony folyadék (szilard hordoz¢ fellleten filmként).

A mozgofazis megfeleld polaritasu oldoszer, ill. oldoszerelegy.
Polaris oldoszerek: H,0O, MeOH, dimetilformamid, MeCN, stb.
Apolaris oldészerek: hexan, propiléeter, CCl,, stb.

Az allo- és mozgofazis, illetve a mintakomponensek polaritasa
hatarozza meg a komponensek fazisok k6zo6tti megoszlasat.

Ha az allo- és mozgofazis polaritasa hasonlo, a minta mindkettével
azonos erdsségl kolcsonhatast alakit ki, ami gyenge felbontast
eredményez.

Polaris komponensek polaris allofazisrél apolaris mozgoéfazissal
vizsgalhatok megfeleléen. — NORMAL FAZIS

Apolaros komponensek apolaros allofazisrdl polaris eluenssel
valaszthatok el optimalisan. — FORDITOTT FAZIS



Megoszlasos (folyadek-folyadek) kromatografia

Normal fazisu kromatografia: mozgd < allo
» Elucios sorrend: a legkevesbeé polaris komponens
eloszor.

» Mozgofazis polaritasanak novelése: retencios id6
csokken.

Forditott fazisu kromatografia: alld6 < mozgd
» Elucios sorrend: a legpolarosabb komponens az elso.
» Mozgofazis polaritasanak novelése: retencios id6 nd.



Az Osszes HPLC elvalasztasok 75%-at forditott fazisu
oszlopokon végzik (C8, C18)
eluens: MeOH/MeCN/THF — H,O olddszerelegyek.

RP-HPLC

> az allo fazis apolarisabb, mint a mozg6 fazis
» a mozgo fazis polarisabb, mint az allo fazis



allofazis polaritasa nagy / polaros

mozgofazis polaritasa kicsi-kozepes / apolaros

tipikus mozgoéfazis heptan, kloroform

elucids sorrend legkevésbé polaros

el0szor

(LT [ E G B TERS csokkend polaritasu
mozgofazis

kicsi / apolaros

kozepes-nagy / polaros

metanol, viz

legpolarosabb el6szor

novekvd polaritasu
mozgofazis



Nagynyomasu folyadékkromatografia, HPLC

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
(high performance liquid chromatography)

vagy
nagynyomasu folyadékkromatografia (high pressure liquid chromatography)

> Vegylletek (szerves,szervetlen,biolégiai mintakomponensek)
elvalasztasara, azonositasara €s mennyisegi meghatarozasara hasznalt
kromatografias eljaras.

HPLC készilék felépitése:

ﬁ ]
2

I Qi soscbase ﬂ

Solvents Degasser Pump Injector Column Detector Waste




Horvath Csaba (1930-2004)
» 1952 vegyészmeérnoki diploma BME

» 1964 Yale Egyetem (School of Medicine)
megepitette az els6é HPLC-t

> Els6ként ismerte fel a HPLC egyedilallo
jelentéségét a biokemia, a molekularis biologia
és a modern bioanalitika teriletein.

Forditott fazis alkalmazasa

Els6 microbore HPLC-oszlop, melyet biologiai
mintak ioncserél6 elvalasztasahoz fejlesztett ki

> Kiszoritasos preparativ HPLC

YV VYV
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Fraction
] Collector
Pump Auto HP.LC Column
WowsS0-500@L/min Sampler in Oven

Or manual injector

HPLC részei:
1. Oldészertarolok 5. Automata injektor

2. Pumpak 6. Kolonna
3. Szur6 7. Termosztalas
4. Kolonna 8. Detektorok



Oldoszertarolok:
Olddszer gazmentesitése, szlrése.

» Taroléedények és csovek kémiailag teljesen inert legyen az
oldoszerekkel szemben (liveg, PEEK, teflon).

» Az eluenstarolo zart legyen, de nem légmentesen zart.
» Maximum 4 olddszertarol6 (gradiens elucio).

» Oldoszer gazmentesitese, lehet ultrahangos, héliumos, vakuumos.



Pumpak:

>
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A folyadék szallitasat biztositja.
Pulzalasmentes eluens aramlas.
Kémiailag ellenallo (szerves oldoszerek).

Nyomas biztositasa, szokasos nyomastartomany 0-500 bar, mozgofazis
aramoltatasa tulnyomassal a kis szemcseméretl (3-10 pm) allofazis
ellenallasa miatt.

Terfogati aramlasi sebesség: 0,1 -10 ml/perc.
Aramlasi sebesség kivald reprodukalhatdésaga (< 0.5 % eltérés).
Gradiens képzés: az oldoszerek maghatarozott aranyu kevereése.

UPLC (ultrahigh pressure ligiud chromatography) 1200 bar (1-2 mm
belsé atmérdji, nagyon kis szemcseméretl kolonnahoz).



Gradiens elucio: A mozgofazis Osszetételenek méres kozbeni
valtozatasa, megadott aranyu keverése. Ket vagy tobb eltéré polaritasu
eluens keverekevel (programozott valtoztatas).

lzokratikus elucio: A mozgofazis Osszetétele az elvalasztas soran
allando.

(a) Gradient elution
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Monochlorobenzene 3

Orthodichlorobenzene ﬂ 3 9 (b) Isocratic elution
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Szliré:
» Az olddszervezetékekben helyezkedik el.

» A szilard szennyezOk kiszlrésére szolgal, melyek a pumpat
karositjak, a kolonnat eltomik.

Kolonna:

Preparativ, félpreparativ, analitikai

El6tétkolonna: lazabb, darabosabb all6fazissal t6ltott oszlop, analitikai
kolonna védelmét biztositja, megoszlasos kromatografiaban a
mozgofazis alléfazissal valo telitéset szolgalja.




Kolonna:

All6fazist tartalmazé 10-30 cm hosszU, 4-10 mm atméréji acélcsé.
5-10 um szemcsemeretu toltet (N= 40000-60000).

(3 ym-nél kisebb szemcsemeret UPLC-nél)

Kolonnatdltetek:
> Szilikagél (Si): normal fazisu toltet.
» Oktil (C8, RP-8), oktadecil (C18, RP-18): legelterjedtebb forditott

fazisi toltetek. Apolaris komponenssel szemben leghagyobb a
visszatartas.

> Fenil (C6H5):. forditott fazisu toltetet, nagy szelektivitas aromas
vegyuletekkel szemben.

» Cianopropil (CN): forditott fazisu és normal fazisu toltetként is
hasznalhatd. Gradiens elucidhoz kilondsen alkalmas.

» Aminopropil (NH2): forditott fazisi és normal fazisu téltetként is
hasznalhatd. Anioncseréld toltet is. NF-ként szelektivitAsa hasonlo
szilikdhoz, el6nye, hogy a viz nem dezaktivalja a fellletet.



HPLC oszlop csoportositasa

D, Minta | Aramlasi \q) o 1iivitas|  Alkalmazasa
(mm) | mennyisége | sebesség
Analitikai 4.6 0.1-1.5 mg i standard elvalasztas
ml/min
Solvent Saver 3.0 150-500 ug 0.8 " 2 + oldészer takarékos
ml/min
0.1-0.5 oldészer takarékos
NarrowBore 2.1 50-120 ug Falfds ++ LC-MS
: 10-100
Microbore 1.0 10-50 ug . +444 LC-MS
ulmin
i g 2 1-15 peptidek, proteinek
Kapillaris 0.5, 0.3 1-10 ug aliwiiks FH+++ LC-MS
200-500 peptidek, proteinek
Nano 0.1, 0.075 | 100-200 ng S $44444 LC-MS
Semi-Prep 9.4 1-10 mg >-10 felpreparativ
ml/min elvalasztas
Preparativ 21.2 20-250 mg ekl preparativ elvalasztas

ml/min




Autamata injektror (autosampler):

» Fecskendd (gyengébb reprodukalhatosag)

» Mintahurok (kivalé reprodukalhatésag)

> A mintabemérd hurokbdl a minta veszteség nelkidl jut a
nagynyomasu folyadékaramlasba.

» Mintaterfogat: 5-500 pl.
> TU és a csdvek tisztithsa a keresztszennyezes kizarasa miatt.



Detektorok:
Legyen univerzalis, nagy érzékenységu.
Minta jellege meghatarozo

Leggyakoribb detektortipusok:

UV-VIS spektrofotometrias

Fluoreszcencias

Toréesmutato

Elektrokémiai: amperometrias, voltametrias

VezetOképesseégi

On-line csatolt szerkezetvizsgalo miszerek:
tomegspektromeéter (MS),
FT-IR

V VV V VYV VY



HPLC detektorok teljesitoképessege

T i = TR
e e M e =

2 S e Mass L(')D
- =y -'Cﬁm'ﬁié’ﬁéihl"ly ' (cnmmercl.ll-' Mass LOD
_ HPLC Detector Available detectors)* (state of the art}T

Absorbance Yes:t 100 pg—1 ng 1 pg
Fluorescence Yest 1-10 pg 10 fg
Electrochemical Yesi 10 pg—1 ng 100 fg
Refractive index Yes 100 ng—1 pg 10 ng
Conductivity Yes 500 pg—1ng 500 ng
Mass spectrometry Yes 100 pg—1 ng 1pg
FTIR Yes 1pg 100 ng
Light scattering | Yes 10 ug 500 ng

Source: From E. S. Yeung and R. E. Synovec, Anal. Chem., 1986, 58, 1238. With permission.

Copyright American Chemical Society,

*Mass LOD (limit of detection) is calculated for injected mass that yields a signal equal to five times
the standard deviation of the noise; using a molar mass of 200 g/mol, 10 iL injected for conven-
tional or 1 wL injected for microbore HPLC.

FSame definition as above, but the injected volume:is generally smaller.

#Commercially available for microbore HPLC also.



UV-VIS spektrofotometrias detektor, dibdasoros detektor:
» UV tartomany: A= 200-400 nm, VIS tartomany A= 400-800 nm

» Mintan a teljes spektrumu feny athalad, amelyet racs segitsegével a
minta utan bontanak fel, minden hullamhossz érzékelését mas-mas
didda végzi.

Spektrum felvétele.

1-5 rogzitett hullamhosszon valo detektalas.

Lehetséges minden vegyllet sajat elnyelési maximuman vald
detektalasa.

YV V V

> Szerves kromoforok.

HPLC Detectors:

Diode array detector
\ 328 individual detectors

slit

5,

%
vette /
Deuterium lamp Fi

cu
Filament (UV] N\
\\--Q;J;"""" (2015-2016)

- ROLL NO. 6

PRADEEP JAISWAL
M.SC.PART- 1
SEM-1

manochromator



Fluoreszcens detektor:

> Vegyiletet kivalasztott hullamhosszusagu fénnyel gerjesztik, és a
gerjesztett vegyulet altal kibocsatott fenyt detektaljak (a kibocsatott
feny hullamhossza nagyobb, mint gerjeszt fenyé).

> Erzékenyebb az UV-VIS detektornal.
> Detektorcellat termosztalni kell.

from LC column to waste

mof

Fluorescence

Filter 1

7

Filter 2

z

Photodiode

Signal
Light source



Elektrokemiai detektor, vezetoképességi detektor:

> Elektrodreakcidba vihet6 anyagok detektalasa, oldata vezeti az
elektromos aramot.

» Nagy erzekenyseg.
> Forditott fazisu rendszerrel (egyik eluens viz).

Amperometria: Allando fesziiltség mellett folyamatosan mérik a cellan
athalado aram eréssegeét.

Voltametria: Cellara adott feszlltséget valtoztatjak és kdzben meérik az
athalado aramerésseget.

Working p Reference
electrode electrode

Counter _J
electrode



Vezetoképességi detektor:

> A cella két platinalemezkét tartalmaz, melyen valtakozéaramot
vezetnek at.

> Aram intenzitasa aranyos az oldott anyag mennyiségével.

> Gradiens elucié esetén csak akkor lenne hasznalhatd, ha az eluens

vezetbképessége allandé marad a gradiens soran, ezert gyakorlatban
izokratikus elucioknal alkalmazzak.



Kapcsolt technika: HPLC-MS, tomegspektrométerrel vald kapcsolas:

» A kolonnardl lejové mintakomponensek az ionforrasban ionizalédnak, a
toltott ionok tomeg/toltés (m/z) szerinti szétvalasztasat az analizator
végzi, végul a detektor az analizator fel6l érkez6 ionokat felfogja.

Nagyfoku szelektivitas.

Univerzalis (a tomegméres univerzalis detektalast tesz lehetbveé).
Szerkezeti informaciok szolgaltatasa.

Nagy érzékenyseg.

YV V V V

HPLC-ICP-MS Coupling

i

i
2l

PR
=

HPLC g » ICP-MS

bi-directional communication allows for systom integration
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