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All6 fazis [Mozg6 fazis Fizikai jelenség |[Kromatografia

folyadéek |gaz abszorpcio GC

szilard gaz adszorpcio GC

folyadék [folyadek megoszlas HPLC, VRK, PC
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kblcsbnhatas hidrofob kolcstnhatas

kromatografia
szilard szuperkritikus folyadék |adszorpcio SCF
folyadéek |szuperkritikus folyadék |megoszlas SCF




lonkromatografia

Folyadékkromatografia azon modszere, amelyneél az elvalasztas
az allo- és mozgofazis kHzotti ioncsere-egyensulyon alapul.

»> Szervetlen és szerves ionok elvalasztasara egyarant alkalmas.

> Az allofazis toltéshordozo funkcids csoportokat tartalmaz. A minta

komponensei kozil csak az alléfazis toltésével ellentétes toltéslek
kotddnek meg az oszlopon.

Anioncserélé kromatografia: az allofazis pozitiv toltésl, akkor a
negativ toltést molekulak kotédnek.

Kationcserélé kromatografia: negativ toltésl alléfazison pozitiv
toltési molekulakat kotunk.



lonkromatografia

lon-exchange chromatography
(anion exchange)

Mix of amino acids
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lonkromatografia

> All6fazis: térhaldsitott miigyanta vazon ioncseréld funkcios csoportok.

A\

Erés ioncserél6k: JOl disszocialo csoportokat tartalmazé oszlop.

A\

Gyenge ioncserélok: kevésbé jol disszocialdo csoportokat tartalmazo
oszlop.

Eros kationcsereld: -SO;H csop.
Gyenge kationcsereld: -COOH csop.
Erds anioncseréld: kvaterner aminosoport

YV V V VY

Gyenge anioncsereld: primer aminocsoport

Elvalasztas alapja:

NRSO,H + M™ <> (RSO,), + nH*

NRN(CH,),OH + A™ <— [(RN(CH,).]), A + nOH-



lonkromatografia
Kotédott ionok ellcioja:
Kationok elvalasztasara az eluensként hig erés sav.
Anionok elvalasztasara az eluensként bazisos oldat.

NaCl gradiens.

pH valtoztatasaval.

Detektalas:

Vezetbképesség



Affinitas kromatografia

Az elvalasztas a kromatografias alloéfazishoz kotdtt molekulak és a
mozgofazisban haladd mintakomponensek kozotti  specifikus
kblcsdnhatason alapul.

Allofazis: a vizsgalt molekula kolcsonhaté partnere kémiai
kotéssel rogzitve van a kromatografias allofazisra (agaroéz,
celluléz, dextran).

Elvalasztas alapja:

» A specifikus kolcsonhatasban résztvevdé komponensek
megkotddnek az alléfazison.

» A nem kotédé molekulak gyorsan elualodnak.

» A vizsgalando komponens elualasa az oszloprol az elvalasztas
alapjat képez6 kolcsbnhatds megszintetesevel (pl. pH
valtoztatas, detergenssel).



Affinitas kromatografia

Alkalmazott kdlcsdnhatas tipusok:

» enzim-szubsztrat

antitest-antigén

nukleinsav-komplementer nukleinsav szekvencia

nukleinsav-nukleinsav koto fehérje (hiszton)
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hormon-hormon receptor



Affinitas kromatografia
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> Fehérjeelegyet juttatunk az affinitas allofazisra, minden komponens
visszatartas nelkil atfolyik, kiveve azt, amelyik specifikus kdlcsbnhatas
kialakitasaval képes kotédni a ligandumhoz. — Rendkivil nagy

szelektivitas jellemzi.

> A visszatartott fehérje eltciojahoz olyan eluenst kell alkalmazni, mely
megbontja a kolcsonhatasokat (pH valtoztatas, detergens), vagy
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Gélkromatografia, Méretkizarasi kromatografia,
(Size exclusion chromatography, SEC)

A minta komponenseinek meéret szerinti megoszlasa egy adott
porusméret tartomanyu porozus gél allofazis es egy folyadek mozgofazis
kOzOtt.

Allofazis:

Teérhalos szerkezetl oldoszerben duzzadod polimer.

Mikroszkopikus méretl porusokat tartalmazo gémb alakl szemcseék.
Kizarasi hatarértéknél nagyobb méretl molekuldk kizarédnak a
szemcsékbdbl, a kizarasi hatarértéknél kisebb molekulak bejutnak a
porusokba, lassabban haladnak az oszlopon.

Teérhalositas szabalyozhato, kulonbozo porusmeretl toltetek Iétrehozasa

> dextran (Sephadex)

» agar-agar

» poliakril-amid

» Szilikagel

» Sztirol-divinil benzol polimerizatum



Meretkizarasi kromatografia, SEC

Mozgofazis:

gél duzzadasara

minta oldasara

eluciora hasznalt

az elvalasztasban nincs szerepe

mintakat izokratikusan (egy oldoszerrel) valasztjuk el

hidrofil gélhez polaros eluens

apolaros gélhez szerves eluens

mintat akkor juttatjuk gélre , amikor eluens teljesen beszivodott a
gelbe (csucsszelesedes)
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Elvalasztas alapja:

A nagy molekulak kizarodnak az allofazis pérusaibol, gyorsan atjutnak
a szemcsek kozott, mig a kisebb molekulak belépnek a porusokba,
lassabban haladnak. Az eluens folyamatos utanpotlasaval elualjuk az
anyagokat, a kifolyo frakciokban a komponensek molekulatomegik
csOkkend sorrendjében jelennek meg.

Elvalasztott komponensek kimutatasa:
UV-VIS spektrofotometria, tdrésmutatd merese



Meretkizarasi kromatografia, SEC

Alkalmazas:

» 1000 Da feletti anyagok: fehérjék, nukleinsavak, enzimek elvalasztasa
» Makromolekulak elvalasztasa soktol, kismolekulaktol (biokémia, gélszirés)
» Polimerkémiaban molekulatdimeg eloszlas meghatarozasa



Hidrofob kdlcsdnhatas kromatografia (HIC)

> Alléfazisa felulethez kotott apolaros (hidroféb) csoportokat tartalmaz.
» Elvalasztds alapja hidroféb kolcsonhatas.

» Fehérjéket nagy koncentracidju séoldatban viszik fel oszlopra, nagy ionerésség
segiti a hidrofdb kolcsonhatasok kialakulasat.

» SO koncentracié csokkentésével az allofazishoz kotédé molekuldk ndvekvé
hidrofobicitasuk sorrendjében (el6szor legkevésbé apolaros, legvégiil
legapolarosabb) tavoznak.
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Hidrofil kblcsdnhatas kromatografia (HILIC)

» Nagy polaritdsu és ionos anyagok meghatarozasa.
» Eluens CH,CN-H,0 elegye, viztartalma 2-40%.

» Polaros allofazis feltleten kialakul egy vizben gazdag réteg, megoszlas jon létre
az allofazis feliletén ill. annak kozelében elhelyezkedd vizes fazis és az eluens
kevésbé polaris (acetonitrilben gazdagabb) polaris fazisa kozott.
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Szuperkritikus folyadekkromatografia, SFC

Folyadék- és gazkromatografianak sajatsagos kombinacidja
Eluens: szuperkritikus folyadék (kritikus hé6mérséklet és kritikus nyomas felett tartott gaz
(CO,, nitrogén-oxid)).

Nagy diffuzios egyiitthato: kb. szazszorosa a folyadékoknak, ezért nagy méret(
molekuldknak is j6 olddszere, gyorsabb, hatékonyabb elvalasztas érhetd el.
Kis viszkozitas: hosszabb kolonndkon hsznalhatd.

CO2 el6nye szuperkritikus folyadékként:
> alacsony kritikus hédmérséklet (31°C) és kritikus nyomas(73 bar), technikailag kdnnyen
biztosithatdé a kritikus allapot

Inert

minta h6bomlasatdl nem kell tartani

nem tlizveszélyes

nyomas és hdmeérséklet valtoztatasaval befolydsolhatd oldoképesség
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elvalasztas hatékonysaga nyomdasprogramozassal javithatd (nyomas novelésével fluidum
stirlisége n6, oldoképessége nd, rovidebb t;, éles csucsok)



Szuperkritikus folyadekkromatografia, SFC

All6fazis:

> Folyadék: hordozo fellilethez kotott folyadékfilm, HPLC-ben hasznalt megosztéfolyadékok
» Szilard: HPLC-nél megismert toltetek (C18)

Detektorok: UV-VIS spektrofotometria, fluoreszcencia, l[angionizacids detektor, MS

Alkalmazas: olyan analitikai problémak, melyekre sem GC, sem HPLC nem ad megoldast, pl.
nagy molekulasulyu szénhidrogének meghatarozasa

Pumpa

€O, tartsly

Adagolé

Kolonna

Detektor
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