Kromatografias modszerek

Mi a kromatografia?

Kromatografia ugyanazon az elven milkddik, mint az
extrakcio, csak az egyik fazis rogzitett (,allofazis”) és a
masik elhalad mellette (,mozgoéfazis”). Az elvalasztast
tipikusan egy csében (,kolonna"”) valdsitjuk meg.
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A kromatografok altalanos felépitése

Kénnyen elgondolhatd, hogy ezen konstrukcidban egyarant
megvaldsithatd a mintakomponensek tényleges elvalasztasa
szedGedényekkel (,preparativ kromatografia”’), vagy a
komponensek mindségi és mennyiségi mliszeres elemzése
detektorok segitségével, amit a kolonna végén helyeziink el
(,analitikai kromatografia"”).

minta

A kromatografias modszerek tipusai

A kromatografids moddszerek egyik lehetséges csoportositasa
az oldott anyag és az alléfazis kozotti kolcsdnhatas jellege
szerint szokasos. Eszerint az 6t fo tipus:

+ adszorpcios kromatografia (adsorption chromatography)
» megoszlasi kromatografia (partition chromatography)

« ioncsere kromatografia (ion-exchange chromatography)
» méretkizarasos kromatografia (size-exclusion chrom.)

« affinitas kromatografia (affinity chromatography)




A kromatografias modszerek tipusai

Az adszorpcios kromatografiara jellemz6 kélcsénhatas:
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A kromatografias modszerek tipusai

A megoszlasi kromatografidra jellemz6 kolcsénhatds:
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A kromatografias modszerek tipusai

Az ioncsere kromatografidra jellemzd6 koélcsénhatas:
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A kromatografias modszerek tipusai

A méretkizarasos kromatografiara jellemz6 kolcsénhatas:
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Molecular exclusion chromatography




A kromatografias modszerek tipusai

Az affinitds kromatografidra jellemzé kélcsonhatas:
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Kromatogramm kifejlesztési modok

A kromatogramm kifejlesztésének modszerei kodzial harom
fontosabb kiilénbéztetheté meg:

« frontalis elvalasztas
« kiszoritasos elvalasztas
« ellcids elvélasztas

Ezek kozlil messze a leggyakoribb az ellcids elvalasztas, ezért
ez az ,alapértelmezett” modszer.




A frontalis elvalasztas modszere

oncentrocin

Bitaiys cidal terlogata

Frontalis elvalasztas: Pl. egy minta komponensei az A < B < C ergsségi
sorrendben kétddnek az allofazishoz. Ekkor a mintat lassan beadagolva a
komponensek egymast szoritjak le az alléfazisrdl. Hatranya, hogy tisztan csak
az A komponens nyerhet ki és a kolonnat regeneralni kell.

A kiszoritasos elvalasztas modszere

ancentracia
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Kiszoritasos elvalasztas: Pl. egy minta A, B komponenseit leszoritjuk egy
naluk jobban megkdtédé C komponenssel. A komponensek a kétddés
erGsségének nivekedésének sorrendjében jénnek le. Minden komponens
tébbé-kevésbé tisztan Kinyerhetd. A kolonnét itt is regeneralni kell.




Az ellcios elvalasztas modszere
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Ellcios elvalasztas: Itt olyan mozgofazist (eluenst) alkalmazunk, amely
megkotidése csekély. Ha ebbe az aramlasba kevés mintat juttatunk, akkor
annak komponensei megkotddeési hajlamuknak megfelel6 sebességgel fognak
elére haladni, igy zénakra bomolva. Ha elég hosszl a kolonna, akkor a
komponensek a végén elkiléniilten jelentkeznek. Nem kell regeneralas sem.

Kromatografia a mozgofazis szerint

A sokféle kromatografids moddszer egy masik, gyakori
csoportositasi modja a mozgoéfazis halmazallapota szerint valo

megkllonboztetés: gazkromatografia (GO),
folyadékkromatografia (LC, illetve HPLC). A harmadik,
nagy jelent6ségu kromatografias maodszer az

elektroforetikus modszer.




A kromatogramm és jellemzoi
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A kromatogramm és jellemzoi

Az anyagi minéségre a kromatografias csics retencios ideje
(redukalt retencios ideje) jellemzé, mig a csics alatti teriilet a
koncentracioval aranyos. A komponensek minéségi azonositasa
retencios ido6, vagy szelektiv detektorjel alapjan torténik.

A cslUcs alatti terlilet (A vagy T) pontos meghatarozdsa az id6fliggd
detektorjel integralasaval lehetséges, de kozelithetd is:

Axhy,-Wahy-wy,

—r




A kromatogramm és jellemzoi

A kolonna hatékonysagat mérd elméleti tanyérszam (N):

és az elméleti tdnyérmagassag (H), a kolonna hosszaval (L)
kifejezve:

Mivel a retencids idGvel a cslicsok talpszélessége né a diffazid
miatt, ezért N és H értéke hasonlé (nagysagrendileg) minden
csulcsra egy kromatogrammon bell.
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Gazkromatografia (GC)

Gazkromatografiaban leginkabb gaz, vagy enyhe melegitéssel
(max. kb. 250°C) bomlas nélkll gazza alakithatd folyadék
mintakat vizsgalhatunk. A mintat egy fecskenddvel egy gumi
vagy Teflon membranon (,szeptum”) keresztll juttatjuk be
egy fltétt mintatérbe, ahol az elpadrolog és a gaz
halmazallapotl mobilfazis, amit itt vivegaznak hivnak, rasopri
a kolonnara. A kolonnat is folyamatosan fliteni sziikséges, hogy
a mintakomponensek géznyomasa megfeleld szinten maradjon

az athaladas soran.
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Gazkromatografia (GC) kolonna tipusok

Table 24-1 Commaon siatienary phases in capliiary gas chromatography

Az alléfazis (megosztd

fazis) jellegzetes kémiai :
Osszetételei: O] |

Strutcture

GC kolonnak két f6
tipusra oszthatok:
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kapillaris (open tubular)
kolonnakra.
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Gazkromatografia (GC) kolonna tipusok

A toltetes oszlopok hordozo
toltete megfeleld mechanikai

szildrdsagul, nagy fajlagos fellletd
és kémiailag inert szilard anyag (pl.
diatdmaféld, polimerek, aktiv szén,
alumina, szilikagél, stb.), amelynek
a fellletén jél megtapad a megosztd
folyadék (megoszlasi krom.) illetve
adszorbealédnak a mérendé
komponensek (adszorpciés krom.) A
toltetes kolonnak tipikus atmérdje
2-6 mm, hosszuk 1-5 m.

Felbontasuk és kapacitasuk nagy, de
ellendlldasuk is nagy a vivlgaz
aramlassal szemben.

Conventional packed /
and micropacked \

Porous layer bead “_




Gazkromatografia (GC) kolonna tipusok

50000-100000 is lehet.
Kapacitasuk kicsi, ezért csak
igen kis mintamennyiség (a pL
tortrésze) adagolhaté be rajuk.

A kapillaris kolonnak
hosszUsaga nagy, igy elméleti
tanyérszamuk kimagaslé,

Gazkromatografia (GC) - a homérséklet
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Gazkromatografia (GC) - mintabevitel

A minta befecskendezésének modozatai:
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Gazkromatografia (GC) - detektorok

Detector

Nitrogen.phosphorus

Photoionizatic
Fourier transform infrared
Mass spectrometric

Approximate detection limit

400 pg/ml. (propane)
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Langionizacios (FID) detektor

A vezet6 szal ellendllasat mérjuk, ami a
hémérsékletétsl fiigg, ezt viszont az azt
korulvevé gaz hévezetéképessége hatarozza meg

A hidrogén langban a szerves vegyiletek
lebomlanak és ionizalddnak, ezért a két elektrod
kozott a koncentracidval aranyos aram fog folyni




Folyadékkromatografia (LC)

A legtobb vegyllet nem eléggé illékony
ahhoz, hogy GC-vel mérni lehessen, ezért
fontos a HPLC (high pressure/high
performance LC). Ez nagy nyomast (akar
400-500 bar) alkalmazva folyadékfazist
képes athajtani elvalasztas céljabol egy apro
szilard szemcsékkel (um-es szemcseméret(
allofazis) toltétt oszlopon.
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HPLC - allofazis tipikus Osszetétel

g Normal fazisi HPLC:
/,/'—-’ S » polaris alléfazis
« apolaris (gyengén polaris) olddszer/oldott anyag
( %

| Forditott fazisi HPLC:
« apolaris alléfazis

e S-S « polaris (erésebben polaris) oldoszer/oldott anyag
CH, 2 CH,
AnrSi—OH + CISi—R —2% \. O—Si—R
CH, : CH,
S — RARRECO
: + OISR, -, “Sik,
e §i—OH §i—0
Common polar phases = Common tonpolar phases
R (CH ) NH, amine [ R (CH,) _1.'.I-I. |~.I.|||\'\_\|-
R (CH; ), C=N cyano R (CH,,CH, 1yl

1] (CHy ), OCH,CH{OH)CH,OH -I._nl R

{CHCH. pheny!




HPLC - folyadékpumpa
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HPLC - mintabevitel adagoldszeleppel
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HPLC detektorok — UV-Vis spektrométer

HPLC detektorok — torésmutato index
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1001 000
Evaporative light-scattering 0.1-1
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% NO = NOS — hv) 03
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Muss spectrometry 0.1-1
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A kromatografia alkalmazasai

A kromatografias moddszereket igen elterjedten alkalmazzak,
tulnyomodrészt szerves, kisebb mértékben szervetlen
komponensek (pl. ionok) elvalasztasara, azonositasara,
koncentracidojuk meghatarozasara. Az itt réviden targyalt GC
és HPLC tipusokon tul nagy jelent6séglek az
ionkromatografias és kapillaris elektroforézis modszerek is.

A vizsgalt mintak halmazallapota foként folyadék (HPLC és
GQC), ritkdbban gaz (GC), igen ritkan szilard (GC).

A minta térfogata altalaban igen kicsi, altalaban az 1-100 pL
tartomanyba esik, és ebben a kis térfogatban a detektortdl
fuggéen ppm-ppb szintd kimutatasi hatarok (pg-ng
anyagmennyiség kimutatasa) érheto el.




