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Bevezetés

A kovetkez el adasi abragytemény a 2007/2008 tanév elgléveben elszor indult elvalasztastechnika

el adas anyagat tartalmazza. Az anyag jelenleg mégsgé vazlatos formaban van jelen, megértéséhez
feltétlentl szikséges az abasi jegyzetek hasznalata. Mivel az abrak aaddssal parhuzamosan
késziltek, ebben a valtozatban még biztosan so&légpes szerkesztési hiba talalhatd, amiért aa<olv
szives elnézéseét kérem.

Kiegészit anyag talalhatdé még a vizsgara tortégikésziléshea kdvetkez jegyzetekben és kdnyvekben:

Analitikai kémia el adasi jegyzetben (szerk. Dr. Fabian Istvan),

a M szeres analitika laboratoriumi gyakorlatok kiegésggyzetben a GC, HPLC, gélkromatogréfia
fejezetekben (szerk. Dr. Fabian Istvan)

Dr. Madi Istvanné (szerk.): Elvalasztastechnikgetgmi jegyzet, Tankdnyvkiadd, Budapest, 1985

Dr. Kovacsné Dr. Hadady Katalin: Hagyomanyos ésenodétegrendszerfolyadékkromatografia,
egyetemi jegyzet, Egyetemi Kiadd, Debrecen, 1995

Dr. Balla Jozsef: A gazkromatografia analitikaiatkazasai, Abigél Bt., Budapest, 1997, vagy Edison
House kft, Dabas, 2007

Dr. Fekete Jen A folyadékkromatografia elmélete és gyakorlatdisen House Kft., Dabas, 2007

Wikipedia internetes enciklopédia angol és magwydtozatai
(http://www.wikipedia.org/)

Dr. Lazér Istvan honlapjan talalhato oktatasi seggdgok és programok
(http://www.geocities.com/lazar_istvan_99/index.htm



Olddszer eltavolitasara szolgalo eljarasok

Altalanos értelemben nem tesziink kiilénbséget éwfnas oldoszerek kozott, de a viz kiemelked
fontossagu, mert a legaltalanosabban hasznalldg&zer, ami nem toxikus, a kérnyezetet nem
veszélyezteti, és a tobbihez képest magas a fagytap

A kis forraspontu olddszert eltavolithatjuk atm@si#fus nyomason, a nagyobb forrasponttakat
atmoszférikus vagy csokkentett nyomason (azaz wvakan). Csokkentett nyomas alkalmazasa esetén a
minta kisebb hterhelést kap, és a desztillacid sebessége is lsakggobb.

Koncentralas, toményités, részleqges beparlas

Az olddszer egy részének eltavolitasa azzal alcbtigy a visszamarado oldatban az oldott anyagok
koncentraciéja megnévekedijen.

Modszerei, eszkozei:
tomeényités szobamérsékleten vagy magasrhérsékleten pkristalyosité talban, csészében, medencében
(rajz)

toményités atmoszférikus vagy csokkentett nyom&swén hagyomanyosesztillacioval (rajz)

toményités atmoszférikus vagy csokkentett nyomési@eios beparloban(rajz).

Csovekben lév (altaldban biologiai) mintak csokkentett nyomaginén beparlasara fejlesztették ki a
centrifugalis beparlot, amely a forgd mintara haaly centripetélis evel megakadélyozza a minta
frocskol forrasat, és igy a sk nyaku centrifugacsovekben, kémcsoévekben, illet@é-lyukas lemezekben
nagy beparlasi sebességet tesz lakiet



Centrifugalis beparlo szerkezeti képe.

toményités atmoszférikus vagy csokkentett nyoméisobeparlo ban

----- révid utas vakuumbeparlé (0,001-1 mbar, & felllet a beparlo felllett kis tavolsagra van, a nagy
forraspontu hérzékeny oldott anyag kiméletes koncentralasa)a cél

----- vékony filmes beparl6 (1-1000 mbar, a Helllet egy kils berendezés, nagy olddszertérfogat gyors és
folyamatos eltavolitasa a cél. A mintaizgel f t6tt cs kétegen vagy ftott forgatott lapatokon vezetik
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Filmbeparlé készulék beparlo részének rajza.

tomeényités egyenes vagy forgadzarammal tértén bepérlassal

legegyszerbb beparlas az, amikor egy a Pasteur-pipettan 4éitesritett levegt, nitrogén vagy
argont fuvatunk egy mintasiivegben vagy kérbes |év oldat félé mindaddig, amig az a kivant térfogatra
beparlodik.
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Blichi's new parallel evaporator for residue analysis in the foodstuff and environmental laboratory

Forgd gazdrammal atmoszférikus nyoméasokdd beparlé berendezés (turbovap). Tangencialisan

bevezetett forgd gazaram segitségével torténikparkses, a betoményedett oldat a falon lecsorogva a
beparlocs aljan 1év keskeny, htott zsakban gylik 6ssze. Kilondsen a kdrnyezetanalitikai sorozato
mintael készités soran hasznalt eljaras.

Részlegegifagyasztasos koncentralas

Olyan esetekben, amikor az oldott anyag koncemjgdciem mutat nagy valtozast anmerseklettel (ilyen

pl. a NaCl oldat, tengerviz), lehstg van az oldoszer (viz) egy részének kifagyaszas kifagyott

oldészer szréssel eltavolithatd. Tomenyebb oldatok esetébenh@sznalhatd, mert az oldott anyag kezd el
kikristalyosodni. Ezzel a mddszerrel paldaul temgar | tiszta vizet (jeget) lehet kifagyasztani, de ilye
eljarasal allitanak els ritett almalevet is. Ehye, hogy a hérzékeny vitaminok és az aromaanyagok
valtozatlanok maradnak.

Teljes (szarazra) beparlas

Klasszikus eljaras a kristalyosito talban tortéeszaritas.

Az olddészer teljes eltvolitasa egy oldatbol, atbahn csokkentett nyoméason.

Eszkoze a laboratériumban a leggyakrabban a ratditndbeparlo (rotadeszt, rotavapor, réviden: rota)
ezzel mar a fejezet elején foglalkoztunk. Két esetizoktuk a teljes beparlast hasznalni. Az, emikor a
visszamaradd (szaraz)anyagtartalmat hatarozzuk anegsodik eset, amikor a szintéziselegyek
feldolgozasa soran gyorsan teljes oldoszercseagtink végrehajtani. Ez utébbi eljaras soran az
oldészercsere gyakran egyuttjar szelektiv kicsapdss

Porlasztva szaritas (evaporative drying)

A minta (gyakran forré és tomeény) oldatat nagy ngesal egy forré levegel (100-200 °C) vagy inert
gazarammal atfuvatott, nagy kiterjedéérbe porlasztjak be. A porlasztaskor keletkieiz cseppek feliilete
nagyon nagy, igy azok hamar beszaradnak. A kapatbgzer, gyakran belil Greges szemcseéket
ciklonokban el kell valasztani a nedves gazaramit@zaritd tér nagy térfogata azért sziikséges, hagy
oldészerbl keletkez nagy g zmennyiség szamara elegertely alljon rendelkezésre.
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Egyenaramu és keresztaramu porlasztva szaritdsaglai mellette a nkdd szorofej képe.

Porlasztva szaritast sziikség esetén csokkentettasfokorilmények kozott is el lehet végezni.
Kutatolaboratériumokban ritkabban, kisérleti Uzei@liizemi kérilmények kozott gyakrabban lehet
talalkozni a készulékekkel. Kiterjedten hasznafalélelmiszeriparban, pl. tejpor éllitasara.

Fagyasztva szaritas (liofilizalas, freeze-drying)

Majdnem kizardlagosan csak vizes oldatokhoz hasetjatas. Hmérsékletre kiilondsen érzékeny
mintakbol tavolitjuk el a vizet vakuum-szublimasiégitségével.

A viz megfagyasztasa utan a mintat az egész elaras fagyott allapotban kell tartani, majd 24648
alatt nagy vakuum segitségével el kell szublimailtaieget. Lassu, de nagyon kiméletes eljaras.
Gyogyszerkészitmények, illetve kuldnleges célokaszkil (p. rhajés) élelmiszerek edllitdsara széles
koérben hasznaljak. A fagyasztva szaritott élelmmedd®ez megadott mennyiségizet hozzaadva az
mintegy tiz perc alatt visszanyeri az eredeti @tap

A mintékat kis mintastivegben lehet a talcas vattmzhehelyezni, mig a radugds csaptelepes valazatb
az altaldban nagyobb térfogatu mintat lombikbarydagtjuk meg.

Laboratériumi és ipari fagyasztva szaritd berenskelzée



Szilard anyagok eltavolitasa fluid kbzeghl,
szilard anyagok keverekének szétvalasztasa

Szétvalasztas
Szilard anyagok szétvalasztasa leggyakrabbankafizilajdonsagaik kilonbsége alapjan torténik.

fajtdzas: a fajsuly kulénbozet alapjan (homok @maelkilonitése az aranymosas soran)

magneses €s nem magneses komponensek szétvalasatgmses szeparatorral (pl. magnetit gk
szétvalasztasa)

flotacio a nedvesitheségbeli és fajsulybeli kiilonbségek alapjan (plévags meddszétvalasztasa
feny olajos nedvesités és habképzés utan)

Szétvalasztas oldékonységbeli killonbségek alapghktionalt kristalyositas, szelektiv kioldasok

Sz rés

A sz rés energia és berendezésigényesgaiet, ezért amennyiben lehség van ra, eketes Ulepitéssel,
dekantalassal igyekszlnk a folyadék k6zeg minéyolalg hanyadat ekzetesen elvalasztani. (rajz)

A kisz rend szilard anyag tulajdonsagai (pl. szemcseméretey®mhatdsag, tapadékonysag, kocsonyas
jelleg) alapveten meghatarozzak azt, hogy milyen tipusuéz alkalmazhato.

Az esetek egy részében a kisend anyag tulajdonsagai nem teszik levéta kbzvetlen szést. llyenkor
an. szréskonnyit anyagokat hasznalunk (Celit, diatomafold, stb.glgakkel egyiitt a szilard anyag
sz rhet vé valik.

A klasszikus szrés legfontosabb |épése aszepény (filter cake) megfelelkialakitasa. Ez a kiszend
anyag legnagyobb szemcsdikezd el felépulni, majd erre Ulepednek le az ediyromabb szemcsék, mig
végul kialakul az a réteg, ami mar alkalmas a fegfiabb részecskék kiggsére is. A nagy tome@nyag
kisz résére hasznalt sz lap (mindegy, hogy milyen anyagu) elleges funkcioja altalaban nem a teljes
sz rés, hanem az, hogy megfelehechanikai hordozo fellletet biztositson a legob@yszemcsek

kisz résére, lehewé tegye a sz lepény kialakitasat és birja el annak a folyadélasmkakuumnak vagy
nyomasnak a terhelését, amit arés soran hasznalnak.

Az altalanos laboratoriumi seest gyakorlati szempontbdl a kévetkenddon célszermegkezdeni:
Nedvesitsiik meg a sz lapot a hasznalt oldészerrel, hogy a kapillarikere rantsak be a sz lap

meélyébe a finom szemcséket, és ne tomjék el ma lsgppot mar a szés els pillanataiban.

Nyomas vagy vakuum alkalmazasa nélkil ontsik A e a felkevert zagyot, és hagyjuk azt a sajat sulya
altal Ulepedni. Elfordul, hogy ilyenkor a finom anyag még atmegy a sa, de ez nem baj, majd a

kés bbiekben ezt az elsz rletet visszaforgatjuk a se re. A visszaforgatast addig végezzik, amig a
lecsOpobg sz rlet mar tiszta lesz. Akar nyomast, akar vakuunasizinalunk a sebesség noveléseére, azt csak



lassan, 6vatosan adhatjuk ra arsee. Miutan a szrés rendben megkezdott, a tovabbiakban mar az
altalanos gyakorlatnak megfeleh jarhatunk el.

Kiléndsen nehéz a nagyon finom csapadékok, illatomldgiai jelleg, 6sszenyomhatd, géles vagy sejtes
elemeket tartalmazé oldatok/zagyok/szuszpenziotése. llyenkor gyakran hasznalnakrest konnyit
segédanyagot (se segédanyagot), és a keletkesz r lepényt egy érintleges iranya (tangencialis)
folyadékaramlassal szakaszosan vagy folyamatosawskak a felllett (mikrosz rés).

A gyakorlatban a nagyon nagy térfogatu, viszonyisgja folyadék szését gyakran nem sz lapokon,
hanem egyre finomod6 szemcsemésat r rétegekbl késziilt szr agyon végzik. (pl. ivovizszésnél
hasznalt homokkal t6ltétt sz medencék). A laboratdriumi gyakorlatban ezt azagyas szrést csak

ritkan hasznaljak.

Sz rést hasznalhatunk a gaz halmazallapotu k6zegekt¥gnszlatott szilard anyag eltavolitasara
(porsz rés, aeroszolszés). A gazokbdl térténporlevalasztas egy jol hasznalhatd berendezése a
centrifugdlis porlevalaszté (ciklon), amelyliobbet sorba kapcsolva a por legnagyobb résza\atgcio és
a gazaram korkorés mozgéasa altal kivaltott centidflseer hataséara gyorsan kitllepszik.

ciklon rajza, mkodési elve

A sz rést csoportosithatjuk az alkalmazottrés tipusa, a sz anyaga, a széshez hasznalt nyomas
alapjan.

Sz rések tipusa:

normal szrés

mikrosz rés (bioldgiai anyagok, fermentlevek szse)

ultrasz rés (sejtes elemeknél, virusoknal kisebb részecskéése)

nanoszrées (megadott molekulasuly alatti és f6lotti anyaglvalasztasa nanométeres tartomanyban lév

porusméret membranon, nyomas alkalmazasaval) — forditott @sno

Sz r lap anyaga alapjan:

papir (altalaban cellul6z)




Papirlapos széshez hasznalt szétszedhBtichner-tblcsér képe.

szilanizalt papir (faziselvalaszto papir): a viztasszilikonos bevonat kovetkeztében a szervessalert
atengedi, mig a vizes fazist nem.

zsugoritott és préselt livegszemcsékigészilt szr lap

zsugoritott és préselt fémszemcsék (pl. HPLC-drandz r k)

nylon, teflon, poliészter, szervetlen szilikat meéarb

Sz réshez hasznalt nyomas alapjan:
atmoszférikus (gravitaciés) s2s

vakuumszreés
nyomas alatti szés (nyomaoszrés)

centrifugéalis (mesterséges gravitacios)rés



Centrifugalis szr készlet.

2.1 Equipment for Conventional Filtration 15

a) Plate and Frame b) Horizontal Plate

Cake Discharge

¢) Vertical Leaf d) Candle Type

Figure 2.1-1. Small filters. The conventional plate-and-frame filter, shown in (a), 1s less
common [or bioseparations than the three other types, which are enclosed. These other types
are labor intensive, and so used only for small scale filtrations.



Keretes, lemezes és gyertyas iparirsherendezések keresztmetszeti rajzai. Mindegyikédjéélja az,
hogy nyomas alkalmazasaval, nagy fellilt r lapon nagy mennyiségagy gyors szését biztositsa.

Vakuum-dobszr keresztmetszeti rajza €s a lefdjes m kddése.

A mikrosz rés tobb vonatkozasban is eltér a hagyomanyagsizl. A szuszpendalt részecskek
koncentralaséara alkalmas, nem kapunk szilard tepényt. A mikroszrés kulcsa maga a gzanyag, a
membran. Ezek a membranok vékonyak és mikroporks@sporusok kicsinyek és monodiszperzek, azaz
kozel azonos atmér ek. Funkciojuk szerint vissza kell tartaniuk a kivézilard részecskéket, ugyanakkor
lehet leg gyorsan at kell engednilk a folyadékot. A kieér | porusok aramlasi ellenallasa nagy, ami
nagy nyomaskilonbséget tesz szilkségessé. Ez aldiN@nbség a hagyomanyos szanyagokhoz képest.
A mikrosz r m kddhet szakaszos és folytonos tizemben is. A bédddEgtobbszor hig szuszpenzio, a
sz rlet eltavozasaval viszont fokozatosan betdményedikiszkozitas még a koncentracional is

er teljesebben emelkedik, ezaltal a keringetés egshezrebbé valik. Szakaszos Uizemben a betdményitett
levet id nként leengedik, és a berendezeés kitisztitasaljddt adag lével folytatddik a feldolgozas. Ha a
szilard fazis (tokéletes) elvalasztasa a cél, aasikrésb | kikerlil koncentratumot centrifugalassal vagy
hagyomanyos széssel dolgozzak tovabb fel.

Sz réskonnyit anyagok
A géles, nehezen sthet anyagok gyakran jol sehet vé tehetk Ggy, hogy a szhetetlen zagyot nagy
fajlagos felllet, a szennyexket a feliletén megkdtni képes, de a kivalasztdiitbanyaggal szemben




lehet leg csak kis adszorptiv tulajdonsagu anyagokkaljiptémafdlddel (Celite) keverik 6ssze. Megfelel
ideig tortén kevertetés utan a zagy altalabanrbet vé valik.

Sz réskonnyit anyagot hasznalnak akkor is, ha a zagyret ugyan, de a szés sebessége gyorsan
lecsokken. llyen esetben a sZdepény atjarhatdségat javitja a szskonnyit anyag.

Ulepités, dekantalas

Stokes-torvénye alapjan hatarozhaté meg a folyddizgkoés a gazokban a kulonbdméret szemcsék
Ulepedésének sebessége. A llepedés sebességétaigsavonzoer mellett a szuszpendalo folyadék és a
szemcseék g sége kozotti kilonbség hatarozza meg. Elegemahagy sr segkilonbség esetén az llepedés
néhany perct néhany nap alatt lejatszodik. A felliliszo tiszlidat konnyen eltavolithatd vagy

lecsapolhato. Az llepités alye a folyamat elhanyagolhat6 energiaigénye (igalzésak a zagy
mozgatasanak van energiaigénye), valamint az, boggi térfogatok esetén is jol hasznalhato (il\eple a
szennyviztisztito telepek Ulepitnedencéi, vagy a banyaszati tlepévak).

Laboratériumban az ulepitést, majd a lellepedgthgudl a fellllszo tiszta oldat lebntését dekastai
nevezzuk.

Centrifugalas

Mesterségesen létrehozott gyorsitover (latszélagos gravitacios ercentripetalis er) az llepedés
sebessége nagyon jeles¢n megnovelhet
Centrifugélasnél a gyorsulés=w * r , lilepedésnél pedig egyszen csakg

A centrifugéalas minden folyékony vagy gaz halmag#tu (fluid) kbzeg esetén hasznalhato.



Eqgy régi tipusu, kézi hajtasu centrifuga és eqgy, @ltalanos célu asztali centrifuga képe. Kézi
centrifugadban nagy gyorsulas nem allithatg de gyakran nagyon hasznos lehet az altalanosaliommi
gyakorlatban. Vigyazni kell vele, mert ezek a muizegrték kis berendezések egyaltalan nem védik a
felhasznal6t a forgo csévekt A modern centrifugak ajtaja addig nem nyithaitGalknig a rotor meg nem
allt.

A centrifugélast az altalanos laboratoriumi gyasttivhn a nehezen shet , vagy szrhetetlen (kocsonyas
allagu, ragacsos, deformaldd6 szemdgsaényagok eltavolitasara hasznaljuk.

A gyakorlatban nagyon fontos, hogy a centrifugalirdig csak egymassal szemben, paronként (mérlegen)
kiegyensulyozott mintakat tegytink, kilonben a ra#sielleni védelem nélkili centrifuga karosodhat, a
Uivegcsovek széttorhetnek, a kiegyensulyozatlanggy\eedett centrifuga pedig nem fog kddni, hanem
néhany fordulat utan leall. Altalanosan hasznatgiaboratoriumi eszkdzok (pl. kémegErlenmeyer-

lombik, gémblombik, stb.) nem centrifugalhatok! Maentrifugalashoz szinte kizaroélagosan csak
polietilénb I, polipropilénb |, PET-b |, polisztirolbol vagy teflonbdl készult, szélesfagattartomanyban
kaphaté centrifugacstveket hasznalunk.

Talpas és talp nélkuli kupos centrifugacsévekptgatjelz skalaval vagy anélkil.



Az atlagos laboratoriumi analitikai centrifugakbraax. 20000g gyorsulas allithaté einig laboratoriumi
preparativ elvalasztasokhoz hasznalt nagy térfodatiidnt) centrifugakban max. 2000-3000g gyorsulés
lép fel.

A legtobb centrifuga forg6 részét (rotorjat) cseréhet. Vannak allandé szdogben allé Un. szégaktor
(angle rotor), és a forgas hatasara kilendil tartot tartalmazo lendkaros (kilendil, swing-out) rotorok.
Ez utébbiak a mozg6 alkatrészek miatt altalabaanaalel kisebb terhelésnek allnak ellen.

Szdogrotorok és lendgcaros rotorok képe.

Mivel a centrifuga motorjanak a melegedése miatbsszabb ideig forgatott mintak felmelegedhetnek, a
h érzékeny bioldgiai mintak centrifugalasoztet centrifugat kell hasznalni. Altalaban ugyanannak a
centrifuganak a kereskedelemben kaphaté mindé@smélkili, mind a hott valtozata. A htést egy kis
méret , beépitett ht berendezés végzi.

Ultracentrifugalas

Rendkivil kis méretsejtalkotdktdl a molekularis szintig tortéazétvalasztas rendkivil nagy sebessaéggel
forgo centrifuga (ultracentrifuga) és szikség es&itnéy sooldattal képzettrs séggradiens
felnasznalasaval. Ultracentrifugaval kb. 1.000.9@Qfyorsulast lehet edllitani. Mivel ilyen nagy
fordulatszamnal mar a levegllenallasa nagyon jelerst lenne, az ultracentrifuga belsejében vakuumat kel
létrehozni.

Laboratériumi ultracentrifuga fényképe. A forgdz€és a rotor korili teret vastag pancéllemez k«ésiil,
hogy véletlen baleset esetén senkit ne sebesitseegla szétreplldarabok. Ultracentrifugaban olyan
nagy a rotorra hatd erhogy csak kilonlegesen szilard és kondtwozetek hasznalhatok a forgérészhez.



Analitikai ultracentrifuga esetén a%00'-es molekulasuly-tartomanyban dolgoznak, az Ulegtenigtikai
aton (UV) folyamatosan figyelik, és az Ulepedésessbgéld szamitdogépes elemzeéssel pl. molekulasuly
szerinti eloszlasi gorbét szamitanak.

Analitikai ultracentrifuga mkodési vazlata.

A preparativ ultracentrifugaejtalkotok, virusok, membrantoredékek, fehérj@\sdasztdsara
hasznalatos.Kivételes esetben centrifugacsoveletiegyetlen nagy, koncentrikusan elhelyezkieengert
is hasznalhatnak, aminél megoldottak a szakaszs tizellett a folyamatos elvételt és betaplalasa is
sejtalkotok elvalasztasanal gyakran cukrézzalhézett sr ség-gradienst, nukleinsavak esetén pedig
telitett cézium-klorid oldattal képzettrs ség-gradienst hasznalnak, amelyek megkonnyitik@dsztott
frakcio elkulonitéseét.

A nagy méret ultracentrifugak a legmodernebb, nagy szilardsagiikezeti anyagok teljesk€pessegének
a hataran mkddnek. Uzemeltetésiikhoz célszegy kulonalld helyiséget kijel6lni, ahol azok mégetlen
szerkezeti hiba esetén sem okozhatnak komoly kéiroka

Egy régi ultracentrifuga és a helyiség maradvaayaior véletlen szétrobbanasa utan. Annak ellenére
hogy a rendetlenség jelest a készlilékbe beépitett vastag, pancélozott latinkegakadalyozta a rotor
darabjainak a szétrepulését.



Emulziok szétvalasztasa centrifugalassal

A centrifugéalas felhasznalhato szilard anyagok gygarrésére (szr centrifugak), valamint gazok illetve
folyadékelegyek (emulzidk) szétvalasztasara istfifagalis szeparatorok).

Egymassal sorba kapcsolhaté laboratériumi fazisase#o centrifuga (centrifugdlis szeparator) képe.

Ipari centrifugalis szeparator (Laval-féle) keresztszeti rajza. A szeparatort két egymassal negyete
folyadékbol allé emulzio szétvalasztasara haszknalja emulzio a kdzponti csévon fellldép be a
készulékbe, majd a centrifuga aljan léwilasokon keresztil jut be a forgo lapatok kdzétbe. A

lapatokon kdzépen nagy nyilasok vannak, ezekemaizze egyenletesen bejut minden lapat kézé, ahol a
intenziv forgd mozgassal kivaltott centrifugalis batasara szétvalik egy nagyobb és egy kiseblszé&g
folyadékra. A tiszta

Gazeleqyek szétvalasztasa centrifugalassal

A géazcentrifugékat elterjedten hasznéljak pl. ipotopreparativ elvalasztasara. Mivel egy egységbak
nagyon kis dudulas érheel, a gyakorlatban tobb ezer egységet hasznabrala &6tve.



Gézcentrifuga keresztmetszeti rajza kidési vazlata, és & U izotdp dusitasahoz hasznalt, sok ezer
sorba kapcsolt gazcentrifugabél all6 ipari elvélése egy részlete. A nehezebBUFs a kills kopenyhez
kozel, mig a konnyebB™UFs a kdzponti cshéz kdzel dasul.



Extrakcio

Folyadék-folyadék és folyadék-szilard extrakcigszraalnak.

Folyadék-folyadék exrakcio

Megoszlasi hanyados fogalma. Ks&elCuizes
Szelektivitasi tényez(elvalasztasi szam): D =K,

Folyadék-folyadék extrakcio esetén két, egymassial elegyed folyadék kdzott egy egyensulyi
megoszlasi folyamatban az adott oldatt anyag mdéigaskét fazis kozott. Az egyensuly beallasanak
sebessége az érintketelllet nagysaganak a novelésével nbvelhetért a gyakorlatban a két fazist
nagyon finom eloszlasban diszpergaljak egymashbahdpes és intenziv razassal, befluvatassal, tembsul
keveréssel). A fazisoknak elegend t kell hagyni a szételegyedésre.

A folyadék-folyadék extrakcio sordn leggyakrabb&es oldatokat extrahalnak szerves oldoszerred, de
kohaszatban pl. fémolvadékkal is extrahalnak olgadtvetlen so alapu oldatokat, amelydkialamilyen
beoldodott fémet nyernek Ki.

A laborat6riumi és ipari gyakorlatban kilondsena@kéelszer extrakcios elvalasztast végezni, ha a
kinyerhet komponenst nagyon nagy térfogatu vizkell kinyerni, ekkor ugyanis a viz barmilyen
elparologtatasanak az energiaigénye nagyon nad§orAk érdemes extrakciot végezni, ha két folyadék
nagyon hasonlo forraspontu €s azeotropot képerpekem lehet azokat desztillacioval szétvalaszesi
akkor is, amikor egyik vagy masik komponengizékenysége miatt semmilyen desztillacios eljaeds
j6het szdba.

A laboratoriumi extakcio klasszikus eszkoze a rdleser (valasztétolcser), emellett hasznalunk még
kulonféle automatikusan od folyamatos extraktorokat is.

Fazisok szétvalasa razotolcsérben.



Viznél nagyobb s ség extrahaldszerhez készitett folyamatos extrakiaaranellette egy ipari
folyamatos betaplalasu elledramu extraktor mkodési vazlata

Szilard-folyadék extrakcio, szilard fazisu extrakcd

Egy szilard mintabdl valamilyen alkalmasan megvAtats oldészerrel kioldjuk az kivalasztott komposgn
valamint mellette altalaban még sok més anyagétzextraktum altalaban tovabbi tisztitast iganyel.

Soxhlet-extraktor alkatrészei és kddési elve. A 4. oldoszergy tér megtelésekor a teljes
folyadékmennyiség a 6. kapillarison at a deszéllambikba trl.



Szilard fazisu extrakcié (SPE), szilard fazisu rmoéxtrakcio (SPME):

Szilard fazisu extrakcids (SPE) oszlop felépitéshasznalata. A folyadék ataramoltatasat vagy
fecskendvel létrehozott tulnyomassal, vagy vakuummal biitjioks.

Analitikdban hasznalatos, centrifugales helyezhet miniat r SPE oszlop. A nagyon finom télteten a
leold6 oldészer atdramlasat centrifugalisvet biztositjuk. Kilénésen a bioanalitikaban ekeltjaz eljaras.

Szilard fazistu mikroextrakcional a mintat egy a taba belemeritett vékony, specialis bevonattatatia
szl feluletén nyeletjuk el, amit kdzvetlenul aalitikai készilékbe juttatunk. Az SPME technikéalcs
m szeres analitikai kémiai eljarasoknal hasznaljuk.



Dializis, forditott ozmozis

Az ozmozis egy spontan bekovetkgelenség, amely soran egy féligateresrrtya két oldala kdzott
torténik az oldészer vandorlasa. A hajtéar oldészer kémiai potencidljanak a kilonbségemionan két
Az ozmdzis membranok tipikus példaja a természetbgylimolcsok héja, a sejtek membranja, mig a
haztartasi gyakorlatban a celofan.

Az idedlis féligateresztmembran csak az oldészer molekuldk szamara jaébatie a hidratburokkal
rendelkez ionokat és a kis szerves molekulakat is visszatakz oldészer spontan aramlasa a toményebb
oldat oldalan kifejtett nyomassal megallithat6. Aztyomast, amely megallitja az ozmozis jelenségeét,
ozmozisnyomasnak nevezzik (szamitdsat lasd aaridtakémia és a fizikai-kémia tankdnyvekben).
Amennyiben a tomeényebb oldatra az ozmdzisnyomaseagglobb nyomast gyakorolunk, ugy az
oldészeraramlas iranya megfordithatd. Ez a jeleadégditott ozmdzis. A gyakorlatban ez azt jelehtigy
egy vizes oldatbdl a viz egy erféligatereszt membranon nagy nyomassal kipréselhet

A gyakorlatban olyan membranok kaphatok, amelydamdyen legkisebb molekulasulytd anyagnal kisebb
molekuldkat az olddszerrel egyitt tengedik, albféket pedig visszatartjak.

A dializis az az elvalasztasi folyamat, amely sa@gy magadott molekulasulynal nagyobb molekulasulyu
molekuldkat vizes vagy vizes-szerves oldatban égljzédsmembran segitségével visszatartjuk, mig az
azoknal kisebb molekulakat allandé vizaramlassal@atbol kimossuk. A dializis enyhe nyomassal tedtyi
valtozatat ultraszésnek vagy nanosgsnek nevezzik, a molekulasulytol fugg.

A dializis speciélis esete a haemodializis, amelyetokkent vagy megsat vesemkodés betegek
vérének a karbamidtdl és mas kis molekulaju anyergtsrméktl tortén megtisztitdsara (nvese
kezelésre) hasznalnak. A mesekezelés soran a vert egy féligateresattyan keresztil fiziologias
séoldattal dializaljdk. Ennek soran a vdrkimosadik a karbamid, a kalium- és a foszfationdd nem
valtozik meg a natriumionok koncentracidja, éssarkulakon kivil minden komponens (fehérjék, sejtes
elemek, vérlemezkék, stb.) a vérben marad. A vEmrszezésének elkerilésére a haemodializis alapvet
kovetelménye az oldatok készitéséhez hasznalt naildikagy tisztasagu viz dllitasa. Az ilyen
kovetelményeknek megfeleliz csak specidlis, ultratiszta berendezésekldghaib el .



A haemodializis lejatszédéasa a féligateresmémbranon, és a folyamat sematikus rajza. A vaddls
megakadalyozasara alvadasgatld szert (heparinh&stnalni.

Haemodializalé (mvese kezel) berendezés fenykeépe.

A viz elvalasztasa a benne oldott anyagoktdl edirkiés igen jelens fejezete az elvalasztastechnikanak.
A desztillacioval illetve kifagyasztassal tortéviztisztitast mar kordbban targyaltuk. Az ioncsdigztitas
soran hidrogén forméban |lékationcserél, és hidroxid formaban lévanioncserél gyantékat alkalmazva
a teljes iontartalom eltavolithatd, de a vizbenadaak a szerves szennyemyagok, amelyeket pl. aktiv
szenes széssel tavolitanak el.

A mai laboratériumi és ipari gyakorlatban viztitzsra elterjedten hasznaljak a forditott ozmo2izt.

eljaras elnye, hogy szinte barmilyen szennyezett viz metjiet6 vele, a desztillaciéval 6sszehasonlitva
toredék az energiaigénye, és azzal kb. azonosségnvizet ad. Hatranya, hogy sokkal bonyolultabb és
dragabb berendezést igényel.

Laboratériumi és ipari forditott ozmaézisos viztigzkészulék

Az utobbi években elterjetben vannak azok az otthoni hasznélatra szant zfit6oerendezések, amelyek
forditott ozmozist hasznélnak, az igy kapott vaddiv szénnel tovabb tisztitjak, ultraibolya fénhgedig a
tarolé tartalyban csiramentesitik.

Nincs tudomanyos alapja azoknak a hazi haszn&a#at, nagyon dragan arusitott ,viztisztito és
vizkezel " készulékeknek, amelyek mindenféle természetey wampterséges kgyakon ataramoltatva
bioenergiaval vagy valamilyen elektromégneses razodval toltik fel a vizet. Legjobb esetben ezek a
készulékek tartalmaznak egy aktiv szenes $zami az egyetlen valéban kbd komponense az ilyen
termékeknek.



Vékonyréeteg kromatografia
és egyéb sikkromatografias eljarasok

régen:

papir kromatografia (paper chromatography) PC
ma:

vékonyréteg kromatografia (thin layer chromatogsgph TLC

nagy felbontasu vékonyréteg kromatografia HPTLC
tulnyomasos vékonyréteg kromatografia: OPLC

cirkularis vékonyréteg kromatogréfia

térbeli elrendezés alapjan:  vertikalis
horizontalis

A hajtéer tipusa alapjan:  kapillaris er
centrifugalis kényszerer
nyomasbol szarmazo er

A fazis tipusa alapjan: normal (szilika)
forditott (C8, C18, poliamid, dimetil-amino-mid
ioncserél

A réteg anyaga alapjan: szilikagél
cellul6z
C8, C18
poliamid
funkcionalizalt polisztirol

A réteg optikai érzékenyitése alapjan: nem fludcékr
fluoreszkalé — 254 nm vagy 366 nm
fluoreszkald — 254 + 366 nm

Az elvalaszthaté minta tomege alapjan: analitikgail-0,2 mm

félpreparativ 0,2-0,5 mm
preparativ 0,5-10 mm

A vékonyréteq kromatografia eszkodzei:

réteglap, felcseppenkapillaris vagy automata cseppefiszéré készilék
futtatbkad maualis vagy automata)

szaritéberendezés



el hivo reagensek és szorOberendezések, rhadak, UV lampa

digitalis dokumentacios rendszer, kiertékstoftver

Kromatografias rétegek:

A legaltalanosabban hasznalt a szilikagél, nornhét,Tilletve HPTLC min ségben. Minden réteget a
laboratériumi gzokt | elzarva, tiszta leveg helyiségben, szorosan lezért dobozban taroljulsz€g a
rétegeket ellerrzott paratartalmu tarolo szekrényben tartani.

A normal TLC réteg 10-60 mikrométeres diszperz PAHC réteg 5-20 mikrométeres &zfrakcioju
szemcsékh all. A HPTLC réteg kisebb mintamennyiség nagyé&dibontasu elvalasztasara alkalmas, de
koltségesebb, mint a hagyomanyos réteg.

A kifejlesztési tavolsag normal TLC esetén 10-15 orig HPTLC esetében 5-8 cm.

A hordozd6 lap anyaga lehet lveg
aluminium
m anyag
A rétegek tipikus mérete: 20cm *20 cm (TLC)

10cm *20 cm (TLC, HPTLC)
10cm *10cm (HPTLC)
5cm*20cm (TLC)
5cm*7,5cm (HPTLC, TLC)

Minden réteg kaphaté normal és koncentrald zonatekien.



A koncentral6 zénas réteg kbdésének szemléltetése.

Mintafelvitel

A legyeszerbb a kézzel, hazilag hazott kapillarissal tortégicseppentés, de az igy kapott kromatogram
csak gyors, kvalitativ vizsgalatra alkalmas.

Komolyabb minségi és mennyiségi vizsgalatokhoz nsitett, kalibralt kapillaris hasznalata sziikséges.
A lap szélére nem cseppentink (perem hatas)! Koméhgsnél biztositani kell a mintak teljes
elkulonulését, ezért a foltok a felcseppentéskorlkbmm tavolsagra legyenek. A felcseppentett kodto
futtatdészer szintje folott legyenek.

Tipikus felcseppentési koncentracio: kb. 1-20 mgtiplkus felcseppentett térfogat: 0,50-5,0 mikesli

Normal rétegnél a felcseppentés mérete 3-5 mm tedyBTLC-s rétegnél a cseppek kétszer olyan kozel
kerllhetnek egymashoz, de csak 1-2 mm atmeék lehetnek.

Kézi mintacseppentkészilék.



Nagyobb mennyiségmintak csikszerfelvételére szolgaldé berendezés. Kilondsen a galska preparativ
rétegeknél szinte nélkulozhetetlen.

TLC automata mintavalté és cseppekészilék nagy mintaszam reprodukalhaté és kisasadelvitelére.

Kifejleszt (futtatd) kadak

A legegyszerbb futtbkadként jol hasznalhaté lehet pl. egy fil& alacsony, széles szaju hitds lveg.



Vertikalis, iker tipusu (TWIN) kromatografias karkrgobbra: Az oldészerelegy parolgasa és adszgepaid
réteg fellletén

A megbizhaté és reprodukalhato futtatashoz fetiétleziikséges a gtér futtatas elti telitése.

HPTLC-s vizsgalatok: hagyomanyos vertikalis dght horizontalis kadakban

HPTLC rétegekhez hasznalhat6 horizontdlis futtalékamellettiik a kad keresztmetszeti rajza. A kad
telitett és telitetlen gtérrel tortén futtatasra egyarant alkalmas. Egyideg két kilonb6z 6sszetétel
futtatoszerrel, egymassal szemben futtatva kétasambzatot is lehet analizalni. A horizontalis kaalb
kapott futasi kép a futas tipuséatol fuigg akar nagyon jelerden is kilonb6zhet a hagyomanyos kadakban
kapott képtl, de lehet kdzel azonos is.



Automata futtaté kadalka g ztér el zetes telitését és a lemez bemeritését, majd idedldoszerfront
magasssag elérésekor a futds megszintetésétmezarneegszaritasat automatikusan végzi.
Reprodukalhatébb a futasi kép, de sokkal nagydkdsallék bekertlési koltsége.

Szendvics kadala réteglapot egy ke 1-3 mm tavolsagra léviveglappal zarjuk le. A gtér telitését a
rétegen torténparolgas biztositja. A szendvics-kadakban kapési kép (kromatogram) nagyon
jelent sen eltér a hagyomanyos kadakban kapottaktol! Aszergk nem vihek at kozvetlendl!

Futtato elegy kivalasztasa eluotrop és mixotrop sorozatok alapjan

Egy kromatografias felcseppentett folt kifejesének a kezdete, roviddel a futtatas megkezdaseA
megfelel futtatészer kivalasztasa torténhet tdbb kis kaamébrtén egyidej futtatassal, vagy kulon erre
a célra kifejlesztett

Lemezek szaritasa, hkezelése

Egyszer esetben csak szaritasra van szikség, amit hajszdiehet a legegyszdyben elvégezni.
Més esetekben a kezelés (hevités) az #livasi folyamat része.

Allando (szabéalyozhat6) mérséklet, tivegkeramia bevonatt hevésztal. Mivel a lemez feliiletdraz
oldészer és a minta egy része is elparolog, adskdt megfelel elszivasrél gondoskodni kell.

El hivas, lathatova tétel

Alapvet tipusai: bemartas/szaritas/hevités
sz0ro (spray) reagensekkel, majd sziikség ebek&zeléssel
254 nm és/vagy 366 nm UV fénnyel

Az altalanos elhivészerek altaldban esen oxidalnak vagy roncsolnak, pl. foszformolibadgngagy
tomény kénsauv.
Valamilyen szinreagens alkalmazasaval csoport- vagyulet-specifikusan tudunk megjeleniteni foltoka



a fentebbi modszerek megfelgrotokol szerinti kombinalasaval.

Hagyomanyos gumilabdas és elektromos pumpas kagensszorok.

Gél-elektroforézishez és vékonyréteg kromatografidgyarant hasznalhato, alsé és faetegvilagitasa
kabinet, digitalis fényképegéppel.

Kiértékelés, mennyiséqgi elemzés

Min ségi informacidk a retencios faktorg{RRrtékének azonossaga alapjan nyekhetz Rf valtozasat egy
ismert bels standardra (&) vonatkozo relativ futasi index értékkeljmRehet valamelyest kikiiszobdlni. Az
Rf értékek csak az azonos lapon, azonos korulmékgyadit futtatott mintak esetében hasonlithatokélss

f

ahol f= a folt tAvolsdga a felcseppentés helyéld= az olddszerfront thvolsadga a felcseppensdget |



Ry = Rf
Rstc

Mennyiségi meghatarozast legegysbdren a folttertlet kézi mérésével (kor vagy ellipgeriletének
szamitasaval), tobb ponthoz tartozo kalibrald gdebeitelével,majd abbdl visszakereséssel végenketi
(kis konc. tartomany, kis érzékenység)

Tovabbi lehetség a digitalis kamera képének elemzése, zeagy ingyenes szoftver felhasznalasaval
(kbzepes érzékenyséq)

Professzionélis méréseket denzitométeres kiértekell@égeznek. (UV-VIS 190-900 nm), nagy
érzékenység, de rendkivil koltséges.

Kétdimenzios vékonyréteq kromatoqgrafia

Nagyon 0sszetett, egyedi minta komponenseinek $8mji vizsgalatara hasznaljak , mennyiségi
meghatarozasra nem alkalmas.



GAZKROMATOGRAFIA

A gaz halmazallapotiva valtoztatott minta kompoeerek szetvalasztasa megfekst
megvalasztott t6ltott vagy kapillaris kolonna fedhaalasaval.

Altalanos felépités




Gazellaté rendszer

Szikséges gazok: vigaz, detektorgazok, segédgazok

Viv géz: H, He, (N, Ar)

A viv gaz oxigén, viz- és szénhidrogénmentes legyen99%%agy annal nagyobb tisztasagu. A hidrogén
t z és robbanasveszélyes, palackbdl csak indokdheseélszer hasznalni, ma mar a hélium az
altaldnosan elterjedt vigaz.

Detektorgazok: szintetikus leve@szénhidrogénmentes),H\,, Ar, CH,, He

A gazok hagyomanyos gazpalackokbdl, vagy azok éggének kivaltasara szolgalé gazgeneratorokbdl
vehet k ki. (bemeneti nyomasok: kb. 4-6 bar)

Gazpalackok

Szarito, tisztitd és oxigénmentedibltetek.

Nyomas: kolonnafejnél kb. 20-300 kPa, aramlasességt! fliggg en

Kolonnatér

H thet és fthet, tipikusan 30-450 °C tartomanyban kdd |égtermosztat, a Imérséklet valtoztatasa
altalaban 3-7 Iépésben programozhaté. Nagy stahilifyors mkddés a kdvetelmeny, maximalis faksi
sebesség kb. 30-50 °C/perc.



Mintatartd és automata injektor

Altalaban 20-100 mintahely, valamint mosoé oldosgéneegek.

Kdrtanyéros vagy robotkaros valtozatok.

Folyadékmintakhoz 5-10 mikroliteres precizios (Hkom) fecskend sziikséges.
Injektalt térfogat: folyadékokndl altaldban 1-5 nollikter kdzott.
Mintaslvegek: 1-2 ml térfogatu folyadékmintds,2Dml térfogatu gztéranalizises edények. Lezarés:

csavarmenetes, patintds vagy fogéval rapréseltkdakpa

G _ztéri mintavétel (head space sampling)

G ztéranalizishez tott és razatott mintatér, valamintdtt mintaattolt vezeték vagy ftott fecskend
szlikséges.



Injektalt gaztérfogat gztéranalizisnél kb. 1-2 ml

6 mintahelyes t6tt mintakondicionalo tér.

Automatikus és manudlis szilard fazisi mikroextrdaKEPME)

Termikus deszorber



Kdrnyezeti és munkahelyi mintavétel egyszszorbens csdvekkel, a mérerddmponensek deszorpciodja
felf téssel torténik.



Parologtato (inlet)

A minta injektalasa torténhet kézzel és automgekiarral.

A backflash jelensége, hasznalhaté injektortérfogat



Split és splitless parologtatasi mod ismertetése.

Parologtatasi hmérséklet: hall6 anyagoknal 20 °C-kal magasabb, mint a mérémdoasznalt maximalis
h mérséklet, hre bomlé anyagoknal egyéni vizsgalatot igényel

A linernek kémiailag inertnek kell lennie, nem okaga a minta bomlasat. Erzékeny anyagok esetén a
betétcs fellletét dezaktivalni kell.

A betétcsovek tipusai: egyszesplit, splitless, libanyaku, kozépen kitett libanyaku, két végén libanyaku,
sapkas, parologtato spiralbetétes,

A pérologtatas hatasfoka és egyenletessége aalimigaval, kialakitdsaval és a toltet anyaganak és
mennyiségének a megfelehegvalasztasaval médosithato.

Eqgyéb injektorok:

PTV injektor: hidegfokuszalas,gyors programozadift tés és htés, tobbszori injektalasos dusitas

Cold(Cool)-on-column injektor: t és injektor-diszkriminacio kikliszobolése énzékeny anyagok mérése

Digitalis nyomas- és aramlasszabalyozas, révid itlépyomas (pressure surge) hasznalata.



Kolonna

Kapillaris kolonnék: 0,10 — 0,53 mm kulétmér, 5-100 m hosszuség, 0,1-5 mikron filmbevonat

Toltott kolonndk: 2-6 mm kulsatmér, 0,02-3 mm szemcseméret, vastagabb film bevonat

El nyok és hatranyok:

Kapillaris: nagy csucsfelbontas, kis terhellséty, nagyobb kémiai érzékenyseég, kis gazarammdretbeli
és fazisvalaszték, néhany detektorhoz nemygis.

Toltott: kis csucsfelbontés, nagy terhellsg, nagy gadzfogyasztas, hazilag tolthatfazis hazilag
modosithato, nagy érzékenysatptektorokhoz csak gazszétosztassal csatlakottiatha



Kapillaris kolonna beszerelés #l

Beszerelt kolonna.



Kolonn&k nedvesitfolyadékanak tipusai:

teljesen polaris, wax (viasz) tipusu

teljesen apolaris, illetve kissé polaris

meérseékelten vagy kdzepesen polaris

apolaris, nagy hmérsékletre



Detektorok

FID — langionizacios detektor




ECD - Elektronbefogasi detektor

Elektronegativ elemeket tartalmazé vegylletek \Afgra a legérzékenyebb detektor.

Flow il

Diffuser \ Insulator
1\
+ %F. .;/AV(A

_XV _I"%f A

angy \ Radioactive

‘ Source

Nitrogen or Hydrogen.
For Pulsed NMode
Operation 10040
Methane in Argon
mikro-ECD

Oxigén- és vizmentes koriilményeket kell biztosigamegfelel érzékenység elérésére, &Ni folia
korroziojanak megekésére.

Roncsolasmentes detektor, az esetleges toxikugakydvezetését gondoskodni kell.



MSD — Tomegspektrométer detektor

Szimpla kvadrupdl Tobbféle ionizacios méd
3D ioncsapda El (pozitiv és negativ ionos)
Tripla kvadrupdl CIl (CHyg4, NHg, izobutan)

Linearis ioncsapda
TOF (Time of Flight)
Magneses szektoros nagyfelbontasu

GC-MS vizsgalatnal minden egyes kromatografias mrénthoz hozzatartozik egy-egy teljes
tomegspektrum (hatalmas adatmennyiség).



NPD — Nitrogén-Foszfor detektor (termikus ionizacié detektor)




TCD — H vezet képesséqi detektor

Viv gaz: H vagy He

Egycellas (gdzaramvaltos) és kétcellas valtozatbggartjak



Hagyomanyos (hazilag javithatd) és kis térfogatiDTer cella



Kromatoqréafids mintaekészités, a GC vizsgalatokat meagelm veletek:

Mintavétel és tartositas

Extrakcio

Szaritas - a vizet el kell tavolitani, mert a kolék j6 részét karosithatja
Dusitas

Kuderna-Dannish bepéarlas
Rotéacidés beparlon tortérbeparlas

Specifikus tisztitas (Clean-up)
Szilikagélen, magnézium szilikaton (Florisil), alimum-oxidon vagy mas szorbensen tortén
oszlopkromatografias elvalasztas

Szarmazékképzeés — a minta kivalasztott komponegissiililezése az illékonnya tétel érdekében.

Bels standard hozzaadasa.



Preparativ gazkromatograf

Korai probalkozasok, ma mar alig lehet hozzajuteglehet sen bonyolult, nehezen lGizemeltethés
koltséges készulék volt, korlatozott szétvalas#épességgel, ezért a gyakorlatban kicsi éraigld.

mozgoagyas preparativ GC



Gazkromatografias mér rendszerek

Hal6zaton keresztili kommunikacid minden készilékke

Kétdimenzios (2D-GC, GCxGC) gazkromatografia

Két eltér tipusu kolonnét, két fliggetlenll szabalyozhatmérséklet kolonnateret, egy rendkivil gyorsan
ht /f t atmen teret, és egy hagyomanyos detektort vagy tomegspeé&ter detektort tartalmazé
készulek.

Az els dimenziét add kolonna altaldban a szikség szdrasszasagu (5-30 m), ezen a&fvalasztasokat
veégezzik (pl. 20-40 percig), a masodik dimenzid@igpegy ehhez kapcsolddoé roévid és nagyon gyors (kis
filmvastagsagu) kolonna adja (kb. 1 m), amelyneklkb masodperc alatt kell szétvalasztani a r& juto
komponenseket. A masodik kolonnanak nagyon nadpelést kell elviselnie, mert amig egy 30 perces
atlagos GC mérés soran kb. 360 db 5 masodperges eedmzeést kell végeznie.

Nagy teljesitmény, rendkivil 6sszetett matrixban lémintdk elemzésére alkalmas moédszer, részlegesen
kivalthatja a két kolonnan végzett konfirmacioslaseket, de attol Ienyegesen tobb informéaciédoar
Meghaladhatja a teljesképessége a tomegspektrometrias dekonvollci6 ledgit is!



Columns:

Rtx®-5 9m, 0.18mm ID, 0.20um (10m column, catd2@1, with 1m removed)
Rtx®-200 1m, 0.18mm ID, 0.20&microl;m (1m of 1Gmlumn, cat.# 45001)

Inj.: 1uL, split, 250°C, split ratio 50:1

Oven: Primary: 50°C (0.2 min.), 30°C/min. to 1400 (old), 5°C/min. to 250°C (no hold)
Secondary: 50°C offset from primary oven

Instrument: LECO GCxGC/ECD

Modulator: Temperature offset: 30° Modulation tirbesec

Det.: ECD, 325°C, 150mL/min. nitrogen makeup g&${5

Inside of the GC oven, showing GCxGC componentscamtiections: (A) GC inlet, (B) Primary GC
column, (C) Press fit connection between primany secondary GC columns, (D) Quad-jet modulator, (E)
Secondary oven, (F) Transfer line, (G) Detector.



Nagynyomasu folyadéekkromatografia

A minta komponenseinek szétvalasztasa folyadélkiamisszobameérseékleten, megfeletn megvalasztott
szerkezet all6fazis és egy vagy tobb komponemsozgéfazis segitségével.

Az elvélasztds mechanizmusa szerint lehet: adsofgzilard-folyadék), illetve megoszlas (folyadék-
folyadék).



Oldb6szerellatas

Eluenstarolé edények Tiszta, barna, inert anyagu, esetleg térésmentesvonattal ellatott, a sziikségnek
megfelel térfogatu (1-2.5 liter) Uveg, amelylaz eluens az tveg kupos alja kévetkeztében mirgma
térfogatig gazdasagosan kihasznéalhato. Biztostfaréntartja a pormentességet, hélium kihajté gaz
vezetékkel is ellathato, a kihajtott gazok és astergzok kilén elszivo csatornaba vezetlket

Oldoszer vezetékekinert anyagu, megfeledn alakithatd, rugalmas csévek, amelyek elegemdiagy
keresztmetszeek ahhoz, hogy benniik az eluens szadmotéeamlasi ellenéllas nélkil aramolhasson.

Gazmentesitési eljarasok

A |égkori gazok olddédnak az oldészerekben, kevesékléor gazbuborékok keletkeznek, ami az egyenletes
és reprodukalhato folyadékadagolast akadalyozzat sreg kell szintetni.

Vakuumozas, szakaszos (szssel egyutt) és folyamatos (on-line degasser)
Ultahangos kigazositas (vakuum rasegitéssel vagiki@nmindig off-line)

Héliumos kihajtas (purge, on-line vagy off-line)

Gradiensképzés

Klasszikus, atmoszférikus gradiensképzési modszarakmar csak a kisnyomasu preparativ
oszlopkromatogréafiaban és a preparativ ioncse@a&iografiaban hasznaljak.



Sretar co nio 1lar

=olvert

to the injectar

MMPE —r

Nagynyomasu gradiensképzés tdbb pumpa segitséfélphmatosan vezérelhetmar nagyon rovid
vezetékek esetén is ingadozasmentes gradiena#lligh a segitségével. Csak nagyon kis aramlasi
sebességek, vagy rendkivil érzékeny elvalasztakbieanaljak.

=wolenoid valves

Solvent A -, Kystem rantraller

Kisnyomasu gradiensképzés elektromagneses szedegékegével. Ma a legelterjedtebb, koltséghatékony
megoldas, a kulonbézluens-komponensek kezdetben dugosaearamléd szakaszokban kdvetik egymast.
A komponensek keveredése az in-linershetéteken, a pumpaban és azékolonnan valik teljessé.

Pumpa

Kdvetelmények: allandd, pulzdlasmentes aramlagafohtosan szabalyozhat6 0,05-2 ml/perc adagolasi
sebesség, 0-450 bar nyomas.



Jasco gyartmanyu hplc pumpa szembenézeti rajza.

Saphire ball

Piston
Saphire ring (seat)

A leggyakrabban hasznalt, pozitiv térkiszoritasasmpafej rajza. A folyadek visszafele torteawramlasat
mesterséges zafirbdl készilt golyocskat tartalmészacsapd szeleppel akadalyozzak meg. Altalaéan k
ilyen dugattyls egységet kapcsolnak sorba, a dudadtilentétes fazisban mozognak.

PISTON
CAMS pMovEMENT FLOW/PRESSURE
PROEILE F"RCIF ILES

. . alngla- pi=mton

dual plsmnz%:

]I St ‘h—l‘

single Eistun |'¢]Etirnized G|

afte.r damphering (0.5 ml dampher)

pravmunmeing  wuchkling

dall wrin

solvent in

Kétdugattyds pumpa aramlasanak pulzalasa dobeégyszer excenter meghajtasnal, illetve egy
specialisan tervezett alaku hiperbolikus excergetén. Lathatd, hogy az utdbbi esetben a pumpdadsam
depulzator nélkil is mejdnem teljesen egyenletes.



check wvalwve ;T.

Balra egy kétdugattyus, elliptikus excentert hakzreltolt fazisu pumpafej, jobbra pedig egy kédéel
armérj dugattyat hasznalé pumpafej lathatd. Mindkét megsicélja a pulzalas minél hatékonyabb
csokkentése.

Lapos spiraltekercses illetve membranos depulzéinatos rajza. Minkét esetben a rugalmasan
deformalédé tekercs vagy membran csillapitja addék pumpalasa soran megjelgreriodikus
nyomasvaltozast. A depulzator a hplc-ben ma mataian nem egy kulonallo alkatrész, hanem a pumpa
belsejében talalhatd szerkezeti részegység, amlirgy egybeépitenek a digitalis nyomasna@ilaval.

Injektor, automata mintavalto

Manualis injektor feltoltési és injektélasi allasba
LOAD INJECT

to colutnn to colutnt
[ C |

from pum

Kolonna



A minta komponenseinek a szétvalasztasa a kolotimé@mik meg, barmely készllék esetén ez a
kulcsfontossagu komponens. Hidba jo a készllék, k@donna rossz, akkor nem lesz megfebs
elvélasztas.

Analitikai €s preparativ oszlopok, hagyomanyos bheralis csavarfejcsatlakozékkal.

Patronos (cartridge) rendszéwmlonnak. Gyorsabban, sokszor szerszam nélkiibgsatathatok, de a
befogd/csatlakoz6 elemeket kilon meg kell venni.

Kolonnatoélt berendezés vazlatos rajza. Ma mar csak ezzelraatyszuszpenziés eljarassal toltenek
kolonnat. A téltésnél hasznalt nyomas kb. 500-680 b



A kolonna és a csatlakoz0 csdvek helyes és helyilbdsztése

Az alléfazis szemcseéinek az alakja kis mértékbdaly@solja a csucsok alakjat. Gomb alaku (szféfikus
részecskék esetén altalaban a csucsalak torzuttibka csucsok szebb alakuak és valamivel élekebb
de az ilyen toltetek altalaban koltségesebbek, msrabalytalan alaku (irreguléris) szemcsékkbttilk.

Kolonnék jellemz paraméterei:

Toltet anyaganak a neve vagy markaneve (pl. Nuit)J@&@mndapak, Chromasil, stb.)
Hordozo anyaga (pl. szilika, alumina)

bevond réteg tipusa (pl. C18)

az alléfazis pérusmérete (pl. 100 A)

szemcsemérete (pl. 5 um)

geometriai méretek (hosszusag x belsnér, pl. 150 m x 4,6 mm)

szlkség esetén a tarolo elegy dsszetétele (pl.5R0AM KH,POy, 50% MeOH)

2. tblazat A leggyakoribb toltetanyagok jeldlése és tulajduayes



Jel

Neév, egyeéb jelolés

Jellenkz

Si

szilika

Normdl fazisu tdltet, kiléndsen polarisgm
ionos vegylletek elvalasztasara alkalmas. Vi3
viztartalma old6szerekkel nem szabad eg

hasznalni, mert a viz dezaktivalja a fellletét.

szilikagél-hordozds  toltetek  mechanikai
meglehetsen ersek, igy a kolonnak még néh3g
nagyobb I6kést is elviselnek. A tllz
igénybevételtl azonban tartézkodjunk, mert
toltet szemcséi apr6zodnak, porladnak, ami v
a kolonna eltdomdéséhez vezethet. Hasonlo ol
miatt ne is dobaljuk, utbgessik a kolonnékat.
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C8

oktil, RP-8, MOS, LC8

Forditott fazisu toltet, €18-nal kisebb
visszatartdsa. Kispérusu szilikagélhez Kka
kuléndsen gyogyszerészeti analitikab
szteroidok analizisében, mig nagypor
szilikagélen kismolekulas proteinek analizis
hasznélhato.
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C18

oktadecil, RP-18, ODS

A legelterjedtebb fordifdzisu toltet, apolari
komponensekkel szemben a legnagy
visszatartdssal  bir. Kialéndsen  alkaln
gyogyszer-hatbanyagok, vitaminok, drog
kornyezetvédelmi mérések céljaira.

[72)

obb
nas
ok,

C6H5

fenil

Az aromas vegyuletekkel szemben kuléng
nagy szelektivitdssal rendelkezforditott fazisy
toltet, de hidroféb kolcsOnhatas
kromatografiaban is alkalmazhato.
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CN

cianopropil

Vegyes tulajdonsagu, enyhén polaszorbens
forditott fazisi és normal fazisa toltetként
hasznalhaté. Gradiens elvalasztasokra kulon
alkalmas, mert az egyensulyi helyzetet gyo
eléri. Bizonyos gyogyszerek analizise sd
kiterjedten alkalmazzak.
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NH2

aminopropil

Forditott és normal fazisa, valamigyenge

anioncserél toltetként egyarant alkalmazhato.

Normal fazisként szelektivitasa a szilikakh
hasonl6, nagy ehye azonban, hogy n¢
dezaktivalja a felliletét a viz.
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SAX

kvaterner amin

Ers anioncser tulajdonsagu toltet, baziky
karakter, szerves savak, nukleozidc
nukleotidok elvalasztasara hasznalhato.
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dietilamino-propil

Gyengén bazisos anioncsetéltet.

SCX

szulfonil-propil

Ers kationcserél tulajdonsagu, kulonose
szerves bazisok elvalasztdsara alkalmas.
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Azonos paraméterekkel jellemezhete mas gyartotol szarmazo hplc-s kolonnak ugyamazsgalt
komponensek esetén eltér csucsalakot adhatnak.

Normél fazisu kromatografia: szilikagél vagy mas polaris all6fazis, apolarisago fazis
Azért ez a normal fazis, mert térténelmileg a katjél volt az elszér nagy mennyiségben hasznalt
kromatografias alléfazis. Az elvalasztds mechansanadszorpcio

Normal fazisu kolonnan a komponensek retencidjakekula polaritasaval aranyos. A legkevésbé polaris
komponens hagyja el edz6r a kolonnat, és a legpolarisabb utoljara.

Forditott fazisu kromatografia: apolaris alloéfazis, vizet valamilyen aranyban digntartalmazo polaris
mozgo fazis. Az elvalasztas mechanizmusa: megoszlas



Forditott fazisu kolonnan a komponensek retencdjaolekula apolaris jellegével aranyos. A legke@ésb
apolaris hagyja el ezor a kolonnat, és a legapolarisabb hagyja efénol

Forditott fazisnal a szerves oldészer mirségének hatasa:

A mobil fazis szerves komponensének démszerepe a csucsok szétvalasaban



Forditott fazisu kromatografianal az eluens szervekomponense részaranyanak hatasa:

Minél nagyobb az adott szerves komponens mennyiségel gyorsabban elualédik a minta, de a
kromatogram elején annal jobban 6sszeolvadhatiakesok.

Izokratikus és gradiens ellcid




Kromatoqgrafias paraméterek

1. abra A kromatofrafias csucsok jellemzésére szolgaldoleipsabb kisérleti
paramétereket feltiintetd mintakromatogram.

Két csucs szétvalasa azonos csucsfelbontas értdkekoncentracidarany fuggvényében.



Detektorok

A detektor linearitasi tartomanya a zaj 2-3-szor@sé maximalis linearis valaszhoz tartozé koncaeritig
terjed. A detektorvalasz fliggvenyét a detektélapjat ado fizikai térvény hatarozza meg. Annal jely
detektor, minél szélesebb a lineéris tartomany.

A detektorban bekdvetkezonalszélesedést (vagy latszolagos vonalszéledéadesenyez okozza. Az
egyik a detektor valaszadasanak a gyorsasaga [asgysaga), a masik pedig a no&lla bels
térfogataban bekodvetkediffuzio. Minél gyorsabb és minél kisebb térfogatyy detektor, annal
pontosabban tudja kévetni az analitikai kolonn&tsdt komponensek alakjat, ugyanakkor a gyorsszala
és a kis térfogat sokszor az érzékenység csokkezlgdé Nagyobb térfogat esetén az eredetilegdmgk
csucs kiszélesedik, ellaposodik, viszont nagyohlm@mennyiség lesz a méellaban, igy az érzékenység

n , de az alak torzul. A detektoroknal a gyorsasamtdrfogatot és az érzékenyseget igyekeznek olgima
értékre allitani.



A kromatogréfias alapvonal révid és hosszu tavéovakai

RI detektor
Univerzdlis, de viszonylag kis érzékenység
sample call
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A ferde hatéarfellleten a fénysugar megtorik, igyatmlado
fény egyre kisebb hanyada vetll ra a rogzitettdrelgv fotoellenallasra.




UV-VIS detektor

A legaltalanosabban hasznalt detektor. Csak az@igwiletek lathatok, amelyek valamilyen kromofor
csoporttal rendelkeznek. A moléris abszorbancid&lpé@soljak a kimutatasi hatart és az érzékenységet
jel intenzitasat a Lambert-Beer torvény irja leyleg két fénysugaras valtozatban is létezik.
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Valtoztathatd hullamhosszusagu UV-VIS detektokidési vazlata.

UV-VIS detektorcelldk két alapveszerkezeti tipusa, a H- és a Z-cella.



Diddasoros detektor

Diddasoros detektor rkddési elve. A teljes fehér fény halad at a mintAajd azt kdveten bontjak szét
komponenseire. A teljes spektrumot ravetitik egpdaddakbol allé sorra, amely kb. 1 nm-es
felbontoképesség Minden kromatografias adatponthoz egy teljes U&-8pktrumot vesznek fel.

Fluoreszcencias detektor

A minta gerjesztése egy kisebb hullamhosszusagyod energidju monokromatikus fénysugaral vagy
egy hangolt Iézersugarral torténik. A gerjesztaitakulak altal a tér minden irdnyaban kisugérzott

fluoreszcenciasugarzast a gerjedényre merlegesen, sotét hattéren detektaljuk.



Fluoreszcencias és UV detektalas 6sszehasonlitasa.

Tomegspektrometrias detektor

MS detektor. Univerzalis és specifikus egyideg. Minden kromatografias ponthoz egy teljes
tomegspektrumot régzit.

Tomegspektrometria részhez lasd a GC-nél tanultakat

ESI és APCI ionizacio
Mintabevitel a tomegspektrométerbe: parologtatéstrdeszférikus korilmények kdzotti ioniz4cio.

Kvadrupdl, ioncsapdas és magneses szektoros tosidgaméterek.

Elparologtatasos fényszorasi detektor




Elparologtatasos fényszoérasi detektokidési elve. A meleg cben beszaradé mintabadl létrejov
aeroszolon bekdvetkeZényszérast merik.

Radioaktivitas detektor

Biologiai eredet, izotoppal jelzett mintak detektalasara.

Elektrokémiai detektor




Redukciora vagy oxidaciora hajlamos vegyuletekldéatésara alkalmas.

Vezet képesséqgi detektor

Vezet képességi detektor rkodési elve.



Mintael készités

Extrakciés dusitasi eljarasok

Szarmazékkeépzeési eljarasok



Preparativ HPLC

Nagy mennyiségmintak elvalasztasara hasznalt eszkzok
Nem cél a teljes alapvonali szétvalasztas, hankemragyobb koncentracioju részt fogjak fel.

Az olddszert gyakran recirkulaltatjak.

Kis félpreparativ/preparativ HPLC készilék

Automata frakcidoszedrel kombinalt preparativ HPLC készUlék.

Oldészer-recirkulaltatasos preparativ HPLC készulék



A nagy ipari kolonndk nem longitudindlis, hanenkuléris betaplaldsuak.

Az analitikai kolonnarél a preparativ oszlopraédrtatiépést tébb 1épésben érdemes végezni.



Affinitas kromatografia

Biokémiai elegyek szétvalasztasa specifikus kolbatisok alapjan:
antitest-antigén,
enzim-szubsztrat,
receptor-ligandum

Az egyik komponens altalaban valamilyen hordozatbgzitett formaban van. PIl. agar6zhoz kotik enyhe
kortlmények kdzott, kovalens kémiai kétéssel.

Lehet a matrix immobilizalt fémionokat tartalmaz#l g, amit bizonyos fehérjék specifikusan megkktne
Ha a fehérje alapallapotban nem ldaik a fémionhoz, akkor a szerkezete rekombinans BéBnikaval
ugy b vithet , hogy az eredeti funkciok megtartasaval azutankapcsolodjon a fémionhoz.

Felhasznalasa: egy specialis komponens tisztitasa
egy specialis komponens eltavolitasa egy eldgyb
specifikus kélcsdnhatas felderitése (pl. gyogyszenzim)

Tipikus mintéak: sejt lizatum (roncsolt sejtek), plxzma, taptalaj, stb.



kolonnaba toltve folyamatos aramlassal lombikbakagzos (batch) technikaval

A megko6tott anyag a tisztitasi fazis utan a gélrixid@l megfelel eluenssel leoldhato (pl. a proteinek
leoldasa nagyobb koncentraciéban IéeH 2.8 érték glicin oldattal végezhetel).



Geélkromatografia

Méretkizarasos kromatogréfia, gélszs

Készilék altalanos felépitése: hagyomanyos kis@gonoszlopkromatografia, vagy
HPLC alapokon nyugvo rszeres technika

Gél permeacios (gel permeation) kromatografia: GPC polimerek

szerves oldoszer van a mobil fazisban

Méretkizardsos (size exclusion) kromatografia : SEC polimerek, proteinek

Gélsz réses (gel filtration) kromatografia: GFC proteinek

vizes oldat a mozgo fazis

A minta komponenseinek egy makropérusos uregrendtzendelkez dextran, poli-akrilamid, agar6z,
vagy mas polimer szemcséken tortémolekulaméret szerinti elvalasztas.

A kis molekulak bejutnak a gélvaz meélyébe, a nagyagy méretek egyaltalan nem jutnak be

(kizarodnak). A két szélserték kozotti méretmolekulak a méret szerint valtozo idéltenek a gél
belsejében.









A gélkromatografia gyakorlata

A legkritikusabb a gél megfeleduzzasztasa és oszlopba téltése. A gél mechaekaitasokkal szemben
nagyon érzékeny, ovatosan kell vele dolgozni.

Altalanosan hasznalt kromatografias oszlop észéakik:

Jarulékos eszk®zok:

Gravitacios aramlasnal: A HPLC-nél mar megismeatg&rikus gradiensképakever tartalyok

Kényszeraramlasnal: egy vagy tobb perisztaltikuagaivagy HPLC pumpa



UV-detektor vagy cseppszamlalo

egyszer szalagos regisztrald

automata frakcidészed



Ipari méret, preparativ gélkromatografias oszlop



Gél-elektroforézis

A minta elektromosan toltétt (ionos) komponenseiseétvalasztasa elektromos tésség hatasara,
makroporusos gél belsejében.

A gélelektroforézis gyakorlata:
gélkészités és ontés
minta felvitele
futtatas
festés
(blottolas)
detektalas, kiértékelés

Az elvalasztashoz hasznalt gélek: agaréz (savekény), poli-akril-amid (llgra érzékeny), mas sziikius
polimerek

Gélkészités

Gélkészités (fzés) Gél kiontése, fébehelyezése

A minta felvitele pufferelt oldatban torténik, amaijobb lathatosag kedvéért szineznek, és aégét ugy
allitjak be, hogy a lyukakban maradjon.



A gélelektroforézis munkafolyamata.

Futtatas: a minta komponenseinek szétvalasztasa elektremt&rben
hasznalatos fesziltség: mintatdl és géltipustd fég 10-4000 V tartomanyban (a leggyakoribb az 10D-40
V tartomany)

Laboratoriumi horizontalis és vertikalis kadak.

Festés a minta komponenseinek lathatéva tétele UV vatfy tdrtomanyban

A festés elvégezheta futtatas eltt (ritkabb), vagy futtatas utan.

Az egyik legaltaldnosabban hasznalt fluoreszcestgkeaz etidium-bromid (DNS-hez, rakkejt ami UV
fény alatt lathatova teszi a DNS fragmenseket.



Etidium-bromiddal festett, kilobnb6anéret DNS fragmensek, illetve élelmiszerszinezékek flképe

Blottolas: a gélen megfuttatott minta komponensek atvitgiefémszer membranra egy a gél lapjara
mer leges folyadékaramlassal, vagy elektromoségrel

Azért sziikséges a blottolas, mert a kész vizek gém tarthatok el hosszabb ideig, és kémiailag isem
alkalmasak tovabbi vizsgalatok végzésére.

A blottolo papiron vagy lemezen (gyakran nitrogiglz) a komponensek esen megkotdnek
(immobilizalédnak) és tovabbi vizsgalatokra vagwgléisre hasznalhatok.



Leggyakoribb blottolasi eljarasok: Southern I§iA75, E. M. Southern, DNS)
Western blot

Detektalas, kiértékelés

Digitalis fényképezés
Hagyomanyos fotoeljaras és szkennelés
Denzitométer hasznalata

Mindharom eljarasnal mennyiségi €s nsagi (pl. molekulasuly) informéaciék kinyerése.

Az internetr | ingyenesen letdlthet vékonyréteg- és gélelektroforézis lapok kiértékére hasznalhaté6 CP
ATLAS program képe.



