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5. Kromatografias eljarasok

5.1. A kromatogrifia elve

A kromatografia felfedezdje Cvet, orosz wdds, aki seemesés kalcium-karbondnal
tiltal iivegesoviin falevél petroléteres extrakiumidl engedte &t A kilonbdes alkotdk
ag oselop mentén szines gyirik formdjdban szérvillak. Ex adtay o médszer nevél
(kromatogrifia = sziniris), Azdta a kromatogrdfia nemesak forradalmasitotta a szer-
ves vegyiiletek analizisél, hanem fogalma is nagymériékben biviilt,

=

A kromatogréfia olyan elvilasztasi modszer, amellyel a minta alkowd] exy S1lG

A minta komponensei az dll6 és a mozgd fizis
nyeképpen kiillénbéend sebességgel haladnak. Ha az dll6 fizissal nem alakul ki kol-
csinhatis, a minta a mozgd fizissal (pl. oldészerfrontial) egyiitt halad. Minél erd-
schb & minta kilesinhatisa az 8116 fzissal, anndl inkdbb lemarad, mivel az 816 fi-
zisnak visszatartisa, Gn. retencidja van.

A Kromatogrdfids meghatdrozdsok alapja tehdi a kiilénbézd anyagok eltérd szorp-
cids képessége és a fazisok kdziii megoszlis.

5.2. A kromatografids modszerek felosztasa

A kromatogrifids mdédszerek wibb szempont szerint csoportosithatok.

Az elvilasztis mechanizmusa szerint:

- adsporpeios kromatografia;

- megoszlasos kromatogrifia;

- Ioncserés kromatogrifia;

- gélkromatogrifia.

Ahogy az elneverések is mutatjik, az elvilaszidshan az elsd esetben az anyag dllo
fizison vald adszorpeidja, a misodikban az 4116 és mozgo Fizis kozoui - extrakeio
elvén milkodd - megoszlisa, a harmadikban az 8116 és a mozgd fizis feliletén lezajlo
ioncsere a {5 folyamat. A gélkromatogrifia esetén az 4116 fizis duzzaszion gélszem-
eséi a molekulik méret alapjdn vald seéivilasziasdt teszik lehetivé,

A mozgd fizis halmazdllapota alapjan:

- gdzkromatogrifia (GC = Gas Chromatography);
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- folyadékkromatografia (LC = Liguid Cromatography), illetve nagyhatékomy-
sdghi folyadékkromatogrifia (HPLC = High Performance Liguid Cromato-
graphy).

Az dlld fdzis alakja szering

- oszlopkromatogrifia;

- rétegkromatogrifia.

A kifejlesziés modja szerint:

- fromtilis kromatogrifia;

- kiszoritisos kromatogrifia;

- elicids kromatogrifia.

Analitikai célokra elsdsorban az eliciés kromatografidt haszndljuk, mivel a fron-
ialis és a kiszoritdsos technika esetén az oszlop telitve van mintival, ezért djabb mié-
résre vald elGkészitésiik sok idt igényel. A kiszoritisos és a frontdlis kromatogrifia
kis koncentraciji elegyek diasitisara, fizisegyensilvok fenntartisdra, illetve prepa-
rativ eflokra haszndlatos. Az eldcidstechnikanagy eldnye, hogy elemzésutin az osz-
lopon csak az eluens marad, igy az oszlop azonnal felhaszndlhatd,

Az elicios elvilasztis sordn egy olyan vivGanyagot (eluenst) dramoltatunk keresz-
tiil az 4116 fazison, amelynek elhanyagolhatd a szorpeidja. A vizsgdlands minta igen
kis mennyiségét juttatjuk dugdszerien az dllandd dramldsi sebességil eluensdramba
(5.1 dbra),

A+B —— mazgd fazis (eluens)
KOMponans ] f *

o
ﬂ E -E U

A detekisgel /L/\

idé

5.1, dbra. Az eldcids kromatogrifia modellje

5.3. A kromatogramok jellemzdi és értékelésiik

Az alkotok fajlagos seorpeidjuknak megfelelSen killinbazd iddt wWhenek az 4116 és
amozgd fizisban, Az eszloprdl id8ben elkiloniilien tvoed alkotdk a detekiorba jut-
nik. A detektor az alkotdk valamilyen fizikai vagy kémiai sajitsdgdat méri, és idedlis
esetben az alkoté mennyiségével arinyos jelet ad. A kapott jel iddbeli valtozasdt risg-
#iti & kromatogram (5. 2. dbra). Ez egy differencidlis jel, amely az alkoték koncent-
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2. osics

! 10%-08 calcsmagassag

5.2. dbra. Elicits kromatogram

e

racidelosz dsdt mulal;a A kromatogramon a megjelend csics helve (retencids idf)
az alkotd mindségi jellemzije, a girbe alatti teriilet mennyiségi jellemad (az al-
kotd koncentricidjival arinyos).
Akiwvetkezdkben a legfontosabb kromatogrifids jellemzSket és meghatirozdsokat

foglaluk Gssze,

82

- Hﬂfﬂlﬁ? idd (fe). Az az idtartam, ami a minta beinjektildsa és a vizsgalt al-
kotd maximdlis koncentricioban vald megjelendse kit elielik, Mindségi jel-

lemazd.

= Holtidd (ry). Az cluens dtfutdsi ideje a kolonndn (egy nem szorbedlédd, de de-
tektilhatd komponens - tdbbnyire metin segitségével mérjiik. )

- Redukilt retencids idd (). Az elobbi két idd killinbsége, amely mér fiigget-
len a készillék peometridjatol (de fligg pl. az dramldsi sebességtdl) .

F||r=‘[|__:u

- Retencids térfogat (V). A retencids idd alan dthaladt mozeé fizis (eluens)

térfogata.

- Holttérfogat (V). A mozgd fizisnak az a mennyisége, ami az oszlop feltilié-

séhez kell.

= Retencids faktor (k). Az elvilasztis mindségére jellemzd hinyados. Régeb-
ben kapacirdsfokiornak is nevezték, de a IUPAC (1993) nomenklanira szerint
- a félreénések mian - ma mar csak a retencits faktor hasznilhaté. (A kapaci-
tasfakior elnevezés ugyanis azt sejteti, mintha a k' kézvetlen dsszefiiggésben

lenne a kolonna kapacitisival, vagyis a terhelhetSségével, a maximdlisan meg-
engedhetd mintamennyiségpel. )

ﬁ_a:{l—fu

T

- Csticsszélesség ( ). A kromatogramon az eliicids ghrbe (3. 2. dbra)egy Gauss-
gorbével jellemezhets. Az idedlis csicsnak végrelenill kicsi a csticsszélessége.
A valésdgban szinte mindig jol mérhetd csicsszélesedéssel szimolhatunk. A
csicsszélesség elsdsorban az dramldsi sebességtfl, az anyagi mindségtdl ds a
kolonna hosszatol fuge.

- Félérték-szélesség (W2, A csicsmagassig () felénél mént csiesszélesség,

- Aszimmetriafaktor, 4. = B/A. A kromatogram mindségi jellemzdje. Aluald-
ban a kromatogramok kiilonbozs okokbdl 1érejivG torzuldsainak jellemazéséne
haszndljuk.

- Szelektivitdsi vagy elvilasziisi tényead (o). A komponensck megoszlisit adja
meg az all6 és a meegd Mais kiedn, Hatékony clvilasztis esetén o = 1.

ke

kg

— Elméleti tinyérszam (N..). A kifejezés a desztillicié analogidjdra épil. E
pondolatkisérlet szerint a kolonna olyan elméleti tinyérokra oszthatd, amelyek
mindegyikére megoszlisi egyensily irhatd fel. A tinyéros desztillaldkolonni-
ban minden egyes tinyér utdn a fizisok szétvilnak, és a kivetkezd uinyéron az
tjabb érintkezés hatisdra Gjabb egyensaly dll be. A kromatogrifids oszlopon,
ahol folyamatos az érintkezés, elméletileg képzelhetdk csak el ilyen . uinyérok™,

mY
o= 16 =
N, {H’

- HETP {H). A kifejezés az angol Height Equivalent to a Theoretical Plate kife-
jezéshil ered, vagyis az elméleti tinyérral egyenéniéki oszlopmagassig értéke.

L LWy
i)
ahol L az ozzlop hossza, N a tinyérseim. :

- Felbontiképesség (R, A kolonna hatdsossigdt jellemzi, megadhatd a keét

spomsaédos csics kiein eltivolodis ménékével. Analitikai szempontbol b el-
villaszuis esetén Re = 1,5,

R=2 Tgz=—1Iy

W.—W

A ghzkromatogrifia néhiny specidlis jellemadie:

- Atlagos linedris ghzsebesség (). A vivgiz dramldsi sebességét jellemzi; fontos a
viviglz optimlis dmmlisi schessépének . Metint injekeilva a
kisziilékbe mérilk a by éndkét, A kolonnahosse (L) ismeretében i = Ly, cmls,

- A van Deemter-egyenlet. A tiltsi kolonndban végbemend folvamatokat a 13-
nyérelméleten kiviil mds oldalrdl is megkozelithetjik. Ilyen a sebességi elmélet.
Van Deemter és munkatdrsai foplalkoztak behatGan e iémaval, A részletek mel-
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IGedésével van Deemter dgy taldlta, hogy a kolonndn az anyagditadist befolyisold
tényexik hdrom taghdl dllnak. Az elsitag athhet geometridjinak hatisdr, a mi-
sodik 2 gazfizisban végbemend hossziriny i diffiizide, a harmadik pedig a seorp-
cits-deszorpeios folyamatok hatdsdt veszi figvelembe, A van Deemicr-cgyenlet
alkalmas arra, hogy a H-nak az dramlasi sebességtil valo Migpésé viesgdljuk (&s
meghatirozzuk az optimilis ghzdramlasi scbessépet).

B
H=A+J+Cm

Az dsszefiiggést diagramon dbrdzolva az wlaljuk, hogy a gdzsebesség dontden be-
folydsolja a kolonna hatisossdgdn (5.3, dbea).

To kizelitéssel az optimdlis gizsebessépek: nitrogén esetén 12 cm/s, hélium esetén
20 em/s ¢s hidrogénre 40 cmis.
Ed
- 3

C-u

mmmmm—mmm——— =T

A
8 |
[} ' -
u, SIS
5.3. dbra. Optimaliz dramlds| sebesség-HETP Gzazeilggés

5.4. Kromatografias minta-elékészitési eljarasok

A gaz- és folyadékkromatografias oszlopok élettartamat jelentdsen csikkenti, ha cgy
mintit tisztitds nélkil injektilunk be. Mis esetekben a disitis a cél, megszabadulva
egy-egy wavard komponenstdl, A kromatografids minta-elGkészindsek sordn ezcket
a szempontokat mindenképp figyelembe kell venni,

A minta-eldkészités kivetkead &j modszere egy 1épéshen, kevés oldosrer felhase-
naldssal mindeeeket megoldja,

Szildrd fézist extrakeio (Solid Phase Extraction, S5PE)
Az elmilt iddszak legnagyobb ltemben fejlddon extrakeids modszere a szildrd-fo-
Ivadék extrakeit, rividebben a szildnd fizisd extrakeid, vagy ahogy a magyar nyels-
ben is meghonosodni Llitszik: egyszerien SPE technika.

B4

E mddszerrel folyadékokbal a nem i1l alketdkar mdjuk kinyerni.

A sziliird anyag lehet:

- adszorbens (aktiv szén, aluminivm-oxid, zilikagél stb.);

- médositot szilikagél megoszidfolyadékkal (pl. a folyadékkromatogrifidban is

hasznilatos BP 18);

- ioncseréld sajitsagn witet.

Az adsrorbenssel wlon oszlopok, amelyek dlaldban 10-50 cm hosszisigi,
£-10 mm belsd dtmérdjil (vepesivek, régdia haszndlatosak elsbsorban elfelvilasz-
tisra, tisztitisra. Tegyik fel, hogy szennyvizmintibél polaris fenolokat akarunk ki-
nyerni. A ligositot mintacldatot szilikagél tiltetd oszlopon divezcive az egyéb alko-
1ok atdlieten maradnak, s & fenoldtok oldata dtcsorog, Az igy megtisziion oldat sava-
nyitds utdn sziikség szerint thményithetd. Hasonloan jarunk el pl. vérszérummintik
esetén vagy méds biolégial matrixd mintikndl is. Gyakori megoldis a killonbdzd mér-
tékben dezaktivilt aluminium-oxid haszndlata.

A leghatékonyabb szilind fizisi extrakeio modosi- =
tott szilikagél thlieten megy vépbe. Ez leggvakrabban
(1,5-1 cm belsd dtménbjil &5 5-10 cm hosszl polipropi-
énesibe 1wt 100-500 mg tiltet segitségével vald-
sul meg, A tiltetet alul és felill pordzus szdndelem rog-
zitl (5.4, dbra).

A szokasos wlietek a szilikagél hordozd feliletéher
kitott polaris vagy apoliris pvokesoporiok, Az apo- 3
ldiris .-gf:m* tﬁhﬁ}rm a ﬁ?:ﬁlﬁggﬁ felileti szilanol- || ottt (szdded thzis)

— palipropilén (veg)

p— OrGIUs s2urdelem

csoportidhoz kondenziciéval kapesolt alkil- (RP 18, = P8 Ky
RP 8) vagy arilcsoportokat (pl, LC-Ph) tartalmaznak. Luer-trgy

Az igen gyakran haszndlt RP |8 | megosztdfolyadé- 5.4. dbra,

k' oktadecil-srililéter szilikagél hordoadhor kitve. Az SPE osziop telépitése
Ezek a tbltettipusok a vizes oldatokbdl apoliris al-

koték kinyerésére alkalmasak (forditont, dn. reverz fizisd dzemmad). A poldris
wilterek olyan szililéterek, amelyek —CN, —NH., —OH stb. poliris csoportokat is
tartalmaznak, melyek a polins alkowokat kdtik meg,

Az SPE extrakeid lépései (5.5, dbra);

- kondiciondlis:

- mintafelvitel, megkdiddés;

- MOSAS;

- leoldds (elicid).

A kondiciondlis sordn a wiletet wlajdonképpen nedvesithetdvé tessziik. Példdul
vizes oldathél apoldris jellegd alkotok kinyeréséhez az oszlopot vizes metanollal
mossuk, vigyizva arra, hogy az oszlop a mintafelvitel eldn ne szdradjon ki.

A mintafelvitel sorin S0-100 ml mintit dramoliatenk keresztiil az oszlopon; ami
a laboratdriumi feliételekidl fiigeden killinbizd madokon oldhatd meg (injekeids
fecskenddvel milnvomids, centrifugdlas, szivipalack sib. segitségével) vagy gyinilag
keszitent célkészalékkel 15 (S0 dbra).

A kivint alkotd szelektiv mepkdrddese utin a nemkivinatos seennyezdket (zavard
mdtrix) lemossuk a tiltetrdl; ermészetesen olyan olddszen alkalmazva, hogy az ér-
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kondiciondlis rindaddel mosdis leckdis
W ebvalasEandc A gldbszerrel kimoshato ® oszlopon megkdton
(heresell) kempanéns mitrix rmaria
5.5, dbra. A szilérd tizisd extrakclt lépésai
— injekcios fecskendd
-_-ll’lp:ri— adapher uans

— SPE oszop —— SPE oszlop

— gluans canrifugacss
T

5.8, dbra. A minta dtszivatisdnak lehetdségei az SPE oszlopon

1ékes anyagot ne oldjuk le ebben a fizisban az oszlopril. A mosds rfogatirama kb,
3 cm'/min. Ezt kiveti az elicié, melyhez alig 1-2 cm’ j61 megvilaszton oldészerre
van szitkség. A leoldisi sebesség kb. | cm'/min. Ha apoldris alkotdkat nyertiink ki
vizhil, akkor a lealdds eldt a tletet meg kell szirftani nitrogéndtfivatissal, ment
a leoldd sperves olddszer (ha nem elegyedik a vizzel), nem tudja leoldani a vizes
felilettel bevont szemeséknd] az alkotdkat,

A midszer egyik legnagyobb eldnye, hogy gyvors és igen kicsi a szervesolddszer-
felhaszndlds (szemben pl. a Soxhlet-extrakeidval). Az oszlopok dltaliban egyszer
haszndlatosak, bdr djratélésik megoldhatd.

Kiilinboed kapacitisd oszlopokat gydrtanak (100-500 mg) a meghkitendd alkotd
mennyiségéhez igazodva,

B&

5.5. A gazkromatografia

A kromatogrdfia - mint kordbban mir megdllapitotiuk - olyan elvilaszidsi mod-
szer, amelyben az alkotdk seétvilasziisa egy dllo fizis és az ezzel érintkezd mozgd
fizis kiwdmi anyagdtmenet sorin jon 1ére. Az dll6 Fizis lehet szilird (adszorbeids
kromatogrifia) vagy folyadék (abszorpeids kromatogrifia). A gézkromatogrifia
eselén a mozgd fizis mindig gdz, leggyakrabban nagy tisztasdgn hélium, nitrogén,
hidrogén vagy argon. A mozgd fizist i vivigdenak nevezzik.

5.5.1. A gazkromatograf felépitése

Az adszorpeids és az abszorpeits gizkromatogrifia a késziilék felépitésében nem 1ér
el egymastal, csupdn a kolonna Wiltete killtnbdzik.

A pazkromatogrif a kivetkezS f5 részekbdl &l (5.7 dbra):

- vivdgdz-rendszer,

- imjektor,

- programozhatt fitésd kolonnatér a kolonndval,

- detektor,

= erdsitd analog-digital (A/D) dalakitival,

- kiértékelGrendszer (integritor vagy szamitheép),

minta
- deteklor
| ST o el o erdisits,
| aram Esszlab&lrozﬁa . segédgaziok) AD konverter
| tisztitis, szdritds ]
f lule
vivbgaz
fiithetd Talonnatir PP

5.7. dbra. A gdzkromatogral elvi lelépidse

A pdzellitist leggyvakrabban gizpalackok segitségével oldjuk meg. A levegSt - ami
bizomyos gazkromatogrifids detekiorokhoz sepddgdzként seiikséges — célszeri hely-
ben, levegbkrompresszor segitségével elGdllitani. Igen fontos feladat a vivigde tisztl-
Lisa, sedritdsa. A tisztiton vivogdz megfelel§ nyomads, illetve dramldsszabdl yozo egy-
séghe jut. A palackbdl érkead giz nyomdsa dltaliban 2-3 bar. A gdzok alapnyomidsa
& legribb ghizkromatopraf esetén kézi dton bedllithatd megfeleld membrin-, illetve
tiszelepek segitsépével.
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5.5.2. Mintabevitel - injektilas

A gizkromatogrifidban az elvilaszids mindig gézfizishan valosul meg, de a vizsgd-
landd minta legtibbszor oldat. gy az injektalorendszernek mindenképp el kell péro-
logtatni a mintit, majd a vivigizzal egyiin az oszlopra kell irinyitani ghzelegyet.

A mintaadagold rendszer vagy injektor feladata a beinjekidlt minta elpdrologta-
tisa. Az injektor hdmérsékletét dltaldban a minta forrdspontjandl 50 “C-kal maga-
sabbra fitjik.

A magy térfogatnivekedéssel jind hirelen elpdrologiatis kiros mellékhatisainak
kikiiszdbilésére wbbféle injektaldsi technika alakult ki. Mindegyikben kitwis, hogy
a mintit mikrofecskenddvel (Hamillon-fecskendd) juttatjuk be az injektdlorend-
szerbe. A bevitt minta mennyisége 1-5 gl (58 dbra)

5.8, dbra. Hamillon-lecskendd

Az injektort (3.9 dbrr) tobbnyire egy hitGbordizon sapka zérja le, ami alatt haalls
szilikongumibdl késziilt wimités (szeptum) van. Besedraskor a 1d hegye apré forgd-
csokat juttathal az injekiorba, ami hibomlist szenvedve szennyezi a kromatogra-
munkat. Ezta hatist csikkenti az (n. szeptum-purge (szeptumtisziité) gdz. Az injek-
tor teste fémbél késziil, amelybe egy inert anyaghdl késziilt finer meriil, Az injektort
kiviilrdl elekiromosan filtjik. Megfeleld szikitdelem segitségével az injektor a ko-
lonndhoz caatlakozik.

Mégy fontos injekuilisi technika terjedi el:

- a kievetlen injekiilis;

- a split vagy mintadram-eloszuisos technika;

= a spitless vagy mintwiram-eloszids nélkili technika és

- a cold on-column, a hideg kolonndra injekidlis midszere,

A kiizvetlen injektildst tolon oszlopok vagy 0.5 mm bels dtmérdnél nagyobb
kolonndk esetén alkalmazzuk. 1-2 gl mintit teljes mennyiségében az oszlopra jutta-
tunk, lehetdleg pillanatszenicn, tehit minél gyorsabban injekuiljunk. Az injekion
fiient kell 2 minta teljes elpdrologtatdsa éndckében,

A kapillariskolonnikra (belsS stmérd < 0,5 mm) mindossze 50-100 ng minta ke-
rithet 0,1-0.1 ¢ oldészerrel. A legkisebb mintamennyiség, amit viszonylag jol repro-
dukilhatdan képesek vagyunk bejuttatni, kb, 1. lgy tehat dlaliban 1 o kiriili min-
tamennyiséget adagolunk az elpdrologtatdba, de a kolonndra csak ennek toredékét
juttatjuk. A képeadd giz nagyobbik hinyadiit egy eloszio (splitter) segitsépével a sza-
badba engedjik. Ez a mintadgram-elosztisos vagy split technika.

Egy beépitett fojtis segitségével szabilyozhatjuk a splitardnyt. Példdul 100:1 split-
ardny esetén a minta | %-a jut a kolonndra, a 99% pedig a splitdgon a szabadba tdvo-
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zik. Ekkora rfogatiramok bedllitisdra szappanhdrtyds dramldsmérdt hasznilha-
tunk (500 dbra).

A splitless technika alkalmazisakor a minta bevitelét kivvetden a teljes elpirol-
gisig nem alkalmazunk mintadram-elosztist (splitless fizis), majd a kolonna tilter-
helését megakadilyozandé csak a minta egy adott hinyadat juttatjuk a kolonngra
(split fizis), 2 wbbit lefivatjuk. A legtdbb gizkromatografor ma mér split/splitless
injekiorral felszerelve gyidrtjdk. A spit/splitless technika két fizisit az 511, dbran
kiwethetjiik nyomon,

=
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_— —l-;:{ split zdrva L ) split myitva

kolanna kolonna
5.11, dibra, A splitlesasplit Injekidldsi technika
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A splitlessisplit technikar tibbnyire akkor alkalmazzuk, ha a nagy koncentricio
komponensek melleit kis konceniriciojl illdkony komponensek is vannak a min-
tiban,

A cold on-column technikit akkor alkalmazzuk, amikor a minta hééreékeny
vagy nagyon illékony komponensekbdl Al A mintinkat hideg kolonndra adagoljuk

wbbnyire (1,33 mm-es wieillen kapillirisra, amely mér elég nagy belsd domérdyi
ahhoi, hogy a vékony tihegy beleférjen. Ehher a kb, 10 cm-es szakaszhoz csatla-
kozik az analitikai kolonna. Injektdliskor az injektor és a kolonna is hideg. Ezutin
gyors hiprogram segitségével a mintd elpirologlatjuk, és megkendadik a kolonnan
az elvilaszids. Ennél a technikéndl nines szeptum. Lassan injektilunk egy specidlis
on-column tivel, ani sokkal vékonyabb ¢s hosszabb a normdal GC-s fecskenddknél,

Girok injektalasira vagy gaetomér tit, vagy specidlis - a HPLC-s injektildrend-
szerhez hasonld - ghzbeménd capokat alkalmaceunk (Lisd o),

5.5.3. Gazkromatogrifids kolonnak

A garkromatogrifids gyakorlatban vagy t6lion kolonndval, vagy kapilldriskolonni-
val dolgozunk, ami termosztilhatd kolonnatérben van elhelyesve,

A kolonnatér dllandd himérsékleten tansisa rendkiviil fontos, mivel ettdl filge a
szétvilasznds hatékonysdga és a kolonndn vald dthaladisi sebesség is. A gyakorlatban
tiobbnyire légtermosztitol alkalmaznak, ahol egy nagy teljesitményd ventilitor utén
helyezik ¢l a fitGszalakat, igy a szikséges homérsékletet a fornd levepd biztositia. Az
elvilasztast vagy izoterm konilmények kozotl, vagy programozott fitéssel valdsit-
jukmeg. A légtermosztit segitségdvel mindkét eljirds tized fok pontossdggal megva-
losithato.

A taltiitt kolonndk vagy il oszlopok anyaga fém vagy iiveg. Ebbe keriil a meg-
feleld seemesemdéretd wiltet (hordoed). melynek cgyik legfdbb jellemzdie. hogy mi-
Iven tipusi folyadékfilmme! van boritva,

A kapilliriskolonna tulajdonképpen igen vékony kvarcesd, belsejében vékony
megosatd folyadékfilmmel. (512, dfa)

§.12. dbra. Taltan osziop (a) és kapillirisosziop (b)

A legfontosabb kolonnajellemaedket az 5.1, wdbldzarban foglaltuk dssze.
5.1 tiblizat. A legfontosabb kolonnajellemzdk

Hosszisag |- m 5100 m

Belsd dimén 2-4 mm 0,2-0.75 mm

Filmvasiagsig 1100 mm 0,1-710 mm

Kapacitis I Frag Eraimta 50 ng minta

Tipusa adszorperis (nincs megosadbolyadék),
megoszlises (van megosziifolyadék)

Megosztidfolyadék  nem poldros, kizepesen poldros, poldros

A ghzkromatogrifidban dimb jelentSsége van a folyadékfilmnek, amellyel a
kapillirisoszlop belsd falit, illetve a hordozdszemesék feliiletét bevonjuk (5. /3. db-
ra). Ezt nevezzitk megosztifolyadéknak. A megosztdfolyadékok legtibbje makro-
molekuldris anyag, nagy hdstabilitist szilikon (polialkil-sziloxdn) vagy poliglikol
(pelietilénglikal) tipusd.

jelernzbk 18It kelonna kapildriskalanna
| {paked column) {open tubular fused silica)

R —

hordozd 0,1-3 mm
megosriciolyadel bortis f"’b’l*

L
J

) F

%ﬁafi S

WCOT SC0T
nedvasiatt fall val bevont fall

10
[wall coated open fubulad (support coated opan tubular)

PLOT
5.13. dbra. adszorpeids belss riteq
Gézkromatogrifias kelonnak (poroars kayer open tubular)

A poliglikolok a kereskedelemben tibbnyire Carbowax néven kerillnek for-
galomba. A neviik utdni szdm (pl. Carbowax 600) a molekulatimegiikre utal. Al-

talanos képletik: HO—[CH,—CH;—0—],—,

Polaritisuk a moldris tbmeg novekediével csikken. J6l alkalmazhatok alkoholok,
aldchidek, ketonok, észterek, aminok seétvalasztisdra,

A szilikonfizisok kowil az egyik leggyakoribb apoldris megosziéfolyadék a po-
litdimetil-sziloxdn). A killinbizd cégek ugyanezt a tipusi fizist kilinbéad neveken
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lforgalmazzik. pl. CP Sil 5 CB (Chrompack), OV-1 (Ohio Valley), Rix-1 {Restek) sth.
Srerkezetik:

T

S5i—0

CH, ln

_ A metilesoport helyett természetesen mis szubsztituens is elképzelhetd (pl. fenil-,

clano- sth. ). A szubsetiteensek ardnyinak vilioztatisival seéles skilin belil lehes a
polaritast viloztatni,

A kromatogrifids polaritis (CF) 0 pontja a szkvalidn (CoH,,) és a 100 pontnak
{legpolirpsabb) az OA2T5-G0 (diallil-nitril-sziloxdnt) vdlasztottik, Ezen a skildn
pl. az OV-1-nek CF = 5 felel meg, az 5% difenil- és 95% dimetil-polisziloxin pedig
CFP = B-as énéket kapott. A Carbowax 20M CF = 52 éniéki,

Poliros anyagok szétvilasztisdra poliros megoszidfolyadék szitkséges, apoliros-
hoz pedig apoldros.

A kapillirisoszlopokat a gydrié cégek egy adatsorral jellemzik. Mit fejez ki pl. a
kiwvetkezd felirat: 300,32 0,25 mm CP il 5 CB? Az els6 sz:dm az oszlop hosszisé-
gdt adja meg m-ben, a misodik a belsS dtménst mm-ben, a harmadik a megoszisfo-
lvadék filmvastagsagit, majd a beni-szém kombindeié a megosziofolyadék mindsé-
21 ds kémial kitiségét jelili,

5.5.4. Detektorok

A detektor feladata a kolonndbal kilépd vivigdzban megjelend komponensek folya-
matos Eszlelése. A detektor tehdr a kolonndbdl kiléps giaziram valamilyen fizikai
vagy kémiai tulajdonsiginak megviliozisin jelzi. A kis mimabemérésnek megfele-
lsen a detektornak igen érzékenynek kell lennie, hogy a vivigiz ilajdonsdgainak
igen kis viltozisdt érzékelje. A gdzkromatogrifids modszerek széles kord elterjedé-
seta killonbdad, nagy éraékenységd detcktorok kifejlesztése sepitente el5. A jo de-
tektor legfontosabb tulajdonsdgait a kivetkezdkben foglalhatjuk ossze:

- nagy érzékenység a killbnboéed komponensekre;

- a jel gyorsan kivveti a kolonndbdl kiléps gizdram mindsépének megvaltozdsit;

= a jel ardnyos a koncentrdcidviltozissal (linearitis):

- széles alkalmarhatdsdgn hatir,

Hivezetiképességi detektor (Thermal Conductivity Detector, TCD)

A detektor felépitése (504, dbra): hiszigeteléssel elldton fémtimb furataiban kilsé
ftésd ellendllishuzalok (filamentek) vannak clhelvezve, melyeknek ellendlldsa a
hémérséklettel jelentisen viliozik. Anyaguk platina, platina-rodium dtvizet.

Ha valamilyen komponens megjelenik a vivdgdzban, a giziram hdvezetd képessé-
gemegvaliozik. amia filton szil ellendllisinak megviliozsisdt okozra, A vivigde mi-

U2

nisége ennél a detektorndl igen lényeges, hdvezetésének igen nagy ménékben el kell
térnie az dsszes vizsgdlando anvag hivezetésétdl. Ebbdl a szempontbdl a hidrogén
csahélium a legmegleleldbb vivdgdz. A négy Turat kizil kettdn a tiszia vivogaz (re-
ferenciadgh, ketidn pedig a kolonndbil kilépd giz (mérdeella) dramlik keresziil,
A konvenciondlis TCD-k cellatérfogata 0,5-3 em’. Ez lehetetlenné teszi a kapilld-
risosziophoz valdilleszést, edetektorok nehdr csak vl kolonndkkal haszndlhaidk,
A hivezetGképesség-mérd detektorok koncentricidérzékenyek. tehdt a detektorjel
nagysdga a vizsgalt alkotd koncentrdcidjdval ardnyos.

"-':::"'-_f - ‘
R mibrScalla s e
kalonnral ] B 1
I,r"ﬂ{ andd (#)
£ L} ting ‘%\ Yy 3.400v
tiszta vivigaz N 2] B katdd [-)
[2F} | £
dsszehasoniid hidrogén—= (| .
cellg |j [ leweg
kolonna ]
— = J 1

5.14, abra. Hovezetbkipessig-men cella 5.15. dbra. Lénglonizhciés detekior

Lingionizdcids deteltor (Flame lonization Detector, FIDY)

A detektort mir az 1950-es évek végén kidolgozidk, és a legelterjediebb detekiorri
vilt, Elsfsorban azért, mert egyedililldan seéles a lincaritisi tartomdnya, nagy az
Erzékenysége & igen egyszer( a felépitése is.

Az ionizicids detektorok mikidésének alapja a gizok villamos veretése. Kison-
séges nyomdson és hdmérsékleten a gazok 1kéletes seigeteldk. Ha azonban ionizil-
juk ax atomot, illetve a molekuldt a gdzban, erek a killsd elektromos tér hatdsdra el-
mozdulnak, & a giz vezetdvé valik, A hatis mér igen kevés ion keletkezése esetén
15 jelentkezik. Bz magyarizza az jonizdcids detektorok nagy érzékenységét.

A lingionizicits detekior (545, dbra) esetén a kolonndrdl jivs gdzdramhoe hidro-
cént kevertink. Igy jut be a gizdram a mikroégfbe. A hidrogént it elégetve, az égd
lingha bejutd szerves anyagokbdl wliéshordosdk keleikeznek, &s iondramot hoznak
Létre.

A legtiibb detektorban maga az égd az egyik elekirdd és valamilyen, a lingot ko-
rilvewd cs6 a médsik elekirdd. Az égd a pozitiv elekindd, a hengeres gyljidelekindd

a kollektor) pedig a negativ. A kis iondramok méréséhez nagy bemend ellendlldsi
crisitdre van szlikség.

Ha a detektorhoz kapilldriskolonndl csatlakoztatunk, akkor az oszloprol lejovi és

93



a detektorba jutd gdrmennyiség oly csekély, hogy a detektort - nagyobb térfogata
miait - folyamatosan Gbliteni kell. Ezért kell a kapillirisoszlopok esetén killén abl G-
gierdl is gondoskodni. Az oblitGgdet a srakirodalomban make-up gdonak nevezik.

Elektronbefogasos detektor (Electron Capture Detector, ECD)

Az elektronbefogisos detektort az 1960-as években fejlesztették ki, és igen gyorsan
elterjedt; a halogéntartalmi névényvédo szerek és rovarirtdszer-maradvinyok kimu-
tatisdban nélkiilizheetlennd vali.

A detektorban F-sugdrfornis van. Ez leggyakrabban “Mi (izotdpot) tartalmazd
fislia, amit negativ polusként kapcsolnak (506 dbra).

kollakior (4]

imake-upl™ T Il | etoktrad (andd)

it katid (=)

5.18. dbra,
Elektronbefogdsos detekior

A kollektorelektrdd felé a polarizdcids feseilség kics: (1-10 V), igy az dramkir-
ben egy nagyon kiesi, de j6l mérhetS alapdram folyik. Ha a vivGgdzeal olyan anyag
érkezik a detektorba, amely nagy elekironegativitisd elemeket tanalmaz (F, CI, O,
Br), ezek az elemek adszorbedljik, . befogjak™ a [F-sugidrforrds dlal kibocsdton
elektronokat. Igy valdjiban az kisebb iondram jelzi a viesgdlt anyag
megjelendsét a detektorban, A detektor a seénhidrogénekre gyakorlatilag éradket-
len, a halogénezett vegylletekre viszont igen éraékeny.

A bemutatott detektorokon kividl haszndlunk még lng-termoionizdcids (Flame
Thermionic Detector, FTD) detektort, lingfotometrids (Flame Photometric Detec-
tor, FPDY) detektort, melyeknek gyakorlati jelendsége a kén- és foszfortartalmid ve-
gyiiletck elemaésében van,

Egyre nagyobb jelentdségre tesz szert a gizkromatograf Ssszekapesolisa timeg-
spektrométerrel (GC-MS, GC-Mass Spectrometry). Ebben a kolonndrdl érkezd gi-
wok egy egyszerd felépitésd timegspektrométerbe jutnak, ahol ionizdcié vidn egy
analizdtor vilasztja s2ét az lonokat fajlagos wmepilk szernt,
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5.5.5. A mindségi és a mennyiségi analizis mddszerei

A vizsgdlt minta mindségi &5 mennyiségi adataira a kromatogramjabil kivetkestet-
~etiink.

A mindségi aronositas leggvakoribb esetei:

- ismerjik az osszeteviket, és meg akarunk bizonyosodni jelenlétiikndl. Ebben
a2 esethen az ismeretlen minta mént retencios idejét hasonlitjuk Gssee egy stan-
dardbdl késziilt kromatogram retencids idejével,

- nem ismerjilk, csak feltételezziik egy adott komponens jelenléiél. Ekkor a felté-
telezett komponens standardjit addiciondlink a mintihoz. Feliéelerésiinket a
kividlasztott retencids idéhde tarozd csicsterillet nivekedése igasolja,

A mennyiségi azonositis két legismertebb mddszerdt ismertetjiik: a kalibricids

middszert ¢s a belsd standard madszert.

Kalibricits modszer. A standandbol 1-5 tagl oldatsorozatot készitlink, arokat
kromatografiljuk, s meghatdrozzuk az adott koncentrdcidkhoz tartozd csdes alati
teriileteket (a legtibb intepritor ezt automatikusan meghatirozza). Az ismeretlen
mintit azonos kirilmények kizit kromatografiljuk, és az ¢lfbbi standardokba] ké-
szitett kalibricids girbe segitségével ismeretleniink koncentricitja meghatirozhatd,
A szimitdpépes kidnékeldrendseerekné] a kalibricids gorbe készitését és az ismeret-
len minta koncentrdcidjanak kiszdmitisdr integratrunk - megfeleld programozds
utdn — elvégzi,

A belsi standard modszer igen elterjedt a gézkromatogrifidban. Lényege, hogy
a vizsgalandd mintihoz egy olyan anyagot keveriink, amelyet a minta eredetileg nem
tartalmaz, de a kromatografilds sordn jal elvald csiesot ad. Célszerd olyvan anyagol
vilasztani, amelynek retencios ideje kizel van a vizsgdlt alkotd retencids idejéhez.
A Kiérékelés sordn a belst standardra kapott jelet hasonlitjuk az ismerctlenhez, Ez-
zel o mibdsrerrel kikiiszdbolhetjiik a mintaadagolis pontatlansigdbdl adodd hibit.

Azelsdlépésa relarivérzdkenysde meghatdrozisa, Tegyilk fel, hogy csak egy alko-
i vizsgdlunk. Beinjektilunk egy olyan mintit, mely ismert mennyiséghen tartal-
maiza a belsd standardot (se) és a vizsgalt komponenst (m). A kromatogrambdl
meghatdrozzuk a csicsteniiletcket (A, A), ezck segitsépével pedig a relativ éraé-
kenységet,

_A|Lm1.

| 2= e

Aj‘m,

A midisodik 1épésben a ismert mennyiségid (), a vizsgdll Ssszetewiil ismeretlen
mennyiséghen (m,) tartalmard elegyhezr horzdadjuk a belsd standard ismert meny-
nyiségét (m,), €s ezzel az eleggyel vesziink fel egy kromatogramot. A terliletek
rendre A7 és A7, Az adatok ismeretében az ismeretlen minta vizsgalt alkotdjanak
rmfm % -0s Ossretéiele:

Mg 'J!.I

5'1'.1"' r‘ﬂ

Tiibb vizsgalandd alkotd esetén az elv azonos, csak mindegyik alkotdra meg kell
hatdrozni a belsd standardra vonatkozd relativ éreékenységet.

m %= * 1K,
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5.17. dbra. Garkromatogramok i3116tt oszlopon (a) és kapllildrisosriopon (b)

—

Az 517 dbrdn kil ghzkromatogrifiis kromatogramot lithatunk. Az elsd jellegze-
tesen ol oszlopra utald szélesebb csicsokat mutat (szerves halogénvegyiiletek),
a misodik kapillirisoszlopon elvilasetott klorozott peszticidssirmazékok igen kis
csicsseélessépl kromatogramija.

Kirdések, feladatok

1. Ismertessiik a legfontosabb kromatogrifiis jellemziker!

1. Milyen kromatografids eljdrasok vannak?

3. Milyen réssegységeket tartalmaz egy gizkromatogril? Melyikoek mi a seerepe?

4. Milyen gizkromatogrifids detekiorokat ismerink?

5. Mi a belad standard madszer elve?

6. FID-detektort haszndlva keressiik a vivdgde optimilis dramldsi sebességét (hidrogénre
12 emfs), az oszlophossaisdg 30 m, A hdrom ménési poniunk (metdnt injektdlva):
p (hidrogén, bar) 1y
0.2 0.5
0.5 [,25
1.1 3

Melyik myomdsértélet dllisuk be? (0.5 bar)

5.6. A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)

Az 1950-es évekig egyszeriisége miatt gyakorlatilag csak a kis nyomdsa folyadék-
kromatogrifidt alkalmaztik papir- vagy oszlopkromatogrifia formdjiban. A gdz-
kromatogrifia fejlGdése azonban jétékonyan hatott a folyadékkromatogrifidra is.
Egy statisztikai felménés szerint az alkalmazott analitikai eljarisok 40%-dta HPLC-s
eljdrdsok teszik ki. Tehdt ma ez az egyik leggyakrabban alkalmazott analitikai mod-
SZET,

Giizkromatografids eljérissal sok minta alkotdi nem vilaszthatok el. 500 g/mol-
ndl nagyobb moliris tbmegd anyagokat nem lehet gdzdllapotba vinni elbomlds
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nélkil. A folyadékkromatogrifids elvilaszisokhoz nines spilsée magas himér-
sékletre.

A nagyhatékonysigi folyadékkromatografia kialakuldsa srorosan dsszefligg a ko-
lonnatilieiek mindségi fejlddésével, ami elsdsorban a szemeseméret csbkkendsében
¢s a fajlagos feliilet nivelésében nyilvinult meg. Az 1960-as évek 50-200 mm-es
szemeseméreteit a hetvenes évek végére 3-5 um-¢s pordzus mikroszemesék viliot-
tik fel. Minél kisebb az dll6 fizis részecskemérete, anndl hatékonyabb az elvilaszids.
A hatékonysag nivelésének azonban az az dra, hogy egyre nagyobb és nagyobhb nyo-
midist kell alkalmazni. Lényeges azonban, hogy 2 pm-nél kisebb seemeseméretel ne
tartalmazzon az oszlop, mert ezek rontjak a kolonna minGségét és nagyon megnive-
lik a nyomasesést. A nyomds ndvelése semmiképp sem keriilhets el a seemeseméret
csikkenésével. de ma mér nagyon j6 mindségd, nagy nyomdsi (1000 bar!) folyadék-
szillitd pumpek dllnak rendelkezésre, Az S pm dtlagos részecskeméretd 4116 fizis kb,
300 bar nyomdst igényel. Az elvilasztis néhdny perc alatt elvégezhets, és egy kb,
) cm hosszi oszlop esetén a inyérszam mintegy 10000,

Egy dltalinos céli, nagynyomdsi folyadékkromatograf mifkodési vizlata az 5,78
dbrdn lithatd. Ennek alapjin tirgyaljuk a szerkezeti egységek funkeitjdt és a velik
seemben timasziott kivetelményeket,

és ﬁrmmﬁga}m},-m —®_ﬁ'\l I }_'-'

injodkt &kh- hromatogralias
i BEyshg eszlop
et 5.18. dbra.
A HPLG elvi felépitésa

A mozgd fazist (eluens) az eluensedénybd] egy dugattyiis pumpa juttatia egy in-
Jektoron (mintahurok) keresziiil a kromatogrifids oszlopra. It megvalésul a seér-
viliis. A detektorjel egy integritorba jut, ami nemesak a kromatogramot veszi fel,
hanem részletes adatokat szolgdltat a kromatogram minden paraméterénil.

5.6.1. A folyadékszallitas
A nagynyomasi folyadékkromatogrifok oszlopai 2-40 pm seemeseméretid tilie-
tet tartalmaznak, amelyeknek igen nagy a hidrodinamikai ellendllisuk. Az eluens
0,110 cm'/min dramldsi sebességének fenntartisdhoz igen nagy nyomdsra (10-350
bar) van sziikség.
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A nagy nyomison pulzilismentesen szallitd szivatty ik Kifijlesziése technikailag
bomyolult feladat volt. Olyan témitdanyag szilkséges ugyanis, amely ellendll a nagy
nyomdsnak és kémiailag is inent. Erre acélraateflon bizonyult a legalkal masabbnak.
Tovibbi gy kellett a szivattyikat kiképezni, hogy minél kisebb legyen a holueriik.
Ez kiiltimbsen a gradienselicid esetén fontos. A gradienseldcio olyan eljards, amely-
Iyel az analizis sordn az eluens dsszetételét elGzetesen meghatdrozon program sze-
rint vilwztatjuk. Ha egymdshoz nagyon hasonloan kitGds anyagokat kell elvilasz-
tani, akkor szinte elengedhetetlen, hogy az eluens polaritsit, pH-jat vagy ionerdssé-
gét folyamatosan vilioztassuk. Ezta havist két vagy bbb egymissal jol elegyedd, de
clidrd wiapdonsdgl olddseer dsseekeverdsével lehet elémi, Ehher természelesen
rmgrglziﬁ szelepeket és megfeleld szima szillitopumpdt kell folyamatosan szabd-
YO

A gradienselucio ellenteitje a normil vagy izokratikus elicié. Ez olyan elvilasz-
tis, shol a mozgo fizis dsszetéiele az elvilaszids sordn dllandd marad (az . isocratic”
gorig sed, jeleniése: azonos erfsség).

Legelierjediebb nagymyomisi folyadékszillitd eszkoe a dugattyiis szivantyd, ami
meglehetdsen pulzilo drambast hoz 1éire. A liktetés csikkentésére két vagy hirom
hengert mikidieinek egyszerre, valamint pulzdliscsokkentdt épitenck be a szivattyd
nyonuvezetékebe.

5.6.2. Mintabevitel - injektdlas

Az intenziv folyadékkromatogrifidban a jo elvilaszuds érdekében igen fontos a meg-
feleld mintabevitel. Minél inpulzusszeribb a mintabevite], anndl kisebb siveeélese-
deésre szamithatunk a kromatogramon. Idedlis esetben tehdt a mintdt végteleniil kes-
keny sdv formudjaban kell felvinniink a kolonngra,

Azegyik legegyszeribb midszer a fecskendds injekuilds, amia gdzkromatogrifis-
ban haszndlatos szeplumos rendszerhez hasonld. Fz a madszer azonban maximum
H0-1K) bar nyomdisig alkalmazhatd. E fOlou a seeptum nem zdr jil, és nagyobb nyo-
miis ellenében fecskenddvel sem wdunk mintit beadagolni,

Sokkal elterjedtebb az in. hatfurati mintabemérd csap, idegen sedval a loop (ejisd
lip, jelentése: hurok). Ennck alkalmazdsakor a mintit fecskenddvel juttatjuk egy ka-
librilt térfogati vékony csdszakaseba (hurok), majd egy hatdrozon meedulatal be-

5.19. dbra. Mintabemérs csap folyadékkromatogrithoz
s talas

loop loop
aluans eluans
2 -
kolonna holonna

OB LOAD allas IMJECT alids

forgatjuk a feltblin csdszakasa az eluensdramba, A mintabeménd csapnak tehdt két
allisa van:

- LOAD allas;

- INJECT illas.

A mintabeménés 1épéseit ax 509 dbrdn kiwethetjilk nyomon.

5.6.3. Folyadékkromatogrifids oszlopok

A korszerd nagynyorndsi folyadékkromatografok legfontosabb része a hatékony,
160 elvilasztdképességd, minimdlis csicsseélesedést okoed oszlop (5200 dbwa).
Az oszlopok dlaliban nyomasalld, roesdamentes acélbdl késeilnek. Hosseisi-
zuk wbbmyire 15-30 cm, belsd dméndjik 2,5-8 mm. A legelierjediebb méret a
25 em ¥ 4 mm-¢s. Cratlakoztatdsuk a nagy mitveleti nyvomis miatt kiillings gon-

dossdgot igényel.

5.20. dbra, Folyadékkromatogrifids oszlopok

A alld és moggd fazisok részletes tirpyvalasa eldtt tekintsiik 4t az 5. 2. wibddzatban
i legfontosabb elvilasatdsi modseereket!

5.1, tiblizat. Folyadékkromatogrifiis elvilasetisi midsrerek

Normdl fizisi HPLC | Poldris tiliet | Apoldris oldoszer. | Kozepesen poliris

MP-HPLC pobiris modifikiorral | vegyiletek, omenck

(Mormal Phase HPLC)

Forditott fazist HPLC | Apolaris oltet | Polans oldoszerclegy | Apolaris vegyalesek,

RP-HPLC savakndl, bazisoknil | polizromdas seénhadro.

{Rhevese Phase HPLC) puiferodva eénck, vitaminok.
fenolok, savak

Forditobt Gizisd ionpdr kr. | Apoliaris idlict | Pufferolt viz - szerves | Savak, bdrisok,

RP-1F-HPLC olddsrerelegy ionos vegyilleek

{Rhevese Phase lon P hidrofib ionmnal

HFLLC)

loncsenés kromatogrifia | Poeitiv vagy | Puffer ésivagy seerves | lonos vegyiletek
negativ thlids | olddszer

o felileten
Méreikizirdsos kromaio- | Magy, smert | Saviarami vie Cukrok, fehérpék,
grifia (SEC) el porues- | Exfvagy sperves nukleimsavak
diménd oldoszer




Az dllo fzis Kivilasridea

A legrépebben haszndlt kromatogrifids eljdrds az adszorpeids kromatogrifia. A leg-
jobban elterjedt 416 Rizisok: aluminium-oxid, szilikagél, diatdmafild, hidroxil-
apatil, poliamid. A folyamat az 4116 fizis felszine & az oldott anyag kozist alakul ki
adszorpeids hatds révén, Az anyagok elvilisit végsd soron a dipdlus-dipélus kal-
estnhatisok, hidrogénkiitések stb. idézik el6. E szerint az adszorpeits kromatogréfia
elsizorban a polarizdlhatt kitésekkel rendelkezs anyagok elvilasztisdra alkalmas.
Szilikagélek esetén a poliris reakcidpariner szerepét a szilanolcsoportok
(—5i—0H) thltik be. A mozgd fizis poldrozottsdgits] fligeben a folyadékfizishan
a kémiai kiwseknél jival gyengébb, killonbdzd stabilitisd kitések alakulnak ki.

A folyamat sorin fomtos szerepet wolienek be a seterikus kilcsinhatisok. Az aluminiom-oxid-
nak van alegnagyobb aktivitisa, a hidroxil-apatitnak a i A poliamidok viszont alkalma-
sak hidrogénkieések 1&rehozisina, sehit fenolok, cu sth, elviilasrtisdira. A szorbens aktivi-
tisa sok mds WEnyexddl is figg, killdndsen a mozgd fizis polirozotisdgitd].

Killénbées anyagok eludcits kapacitisa a szilikagélen a kiwetkezd sorrend sze-
rint csokken:

- alkdnok,

= aromfs seénhidrogének;

- szerves halogénszdrmazékok;
- dferek;

- nitrovegyiiletek;

= észrterekfaldehidek/ketonok;

- alkoholok/amidok;

- karbonsavak.

Ha adszorpeids kromatogrifidval kivinunk foglalkozni, akkor a legelsS lépés a
megfeleld mozgd & 8116 fizis (oszloptiltet) kivilasztisa. Elvilasrids dltalfban csak
akkor lehetséges, ha a mozgd fizis polaritisa kisebb, mint az 4116 fizisé. Ennck az
elvnek a megforditisival egy igen hatékony médszerhez lehet jutni, a neve forditott
(reverz) firish kromatogréfia. Ma az elvilasrtisok tobb mint W% -dra a reverz fi-
zis jellemzb. Az eljards alkalmazisakor az eredeti szilikagé] 16let polaritisst csdk-
kenteni kell.

Exi régebben a srili paraffinolajos impregndlisival oldotuik Manapsfig azonban
kovalens kiMéssel a mﬁl felszinén ﬁ:ﬁﬂghmhmpumm nlhmlzg.:pum - pl. oktade-
cil-szilinokat, RP 18 (—8i—CgHy) - kiitnek. [gy 2 smemese felileté egy alkilcsoportokbdl dlks,
grakorlatilag monomolekuliris réteg fedi, & igy hidrofisbbd wilik.

Az elvilasztis korilményei emiatt megfordulnak, és igy kizepesen vagy gyen-
gén poldris anyagokat vilaszthatunk el apoldris dll6 fizison kizepesen vagy enfisen
poliros mozgd fizisok segitsépével. Kivetkezésképp az elicids kapacitisi sormend
is megfordul:

- karbonsavak;

= alkcholok/fenclok;

- aminok;
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beﬁ reverz Ean{RP}szﬁmalﬁnyukmna normil szilikagé] wiette] szem-
n:

- nem kell Sket dezaktivilni (az aluminium-oxid aktivitisit ugyanis gyakran esik-

kenteni kell);

- mozgd fizisként vizes oldatokat is hasznsdlhatunk;

- pufferek haszndlatival optimalizdlni lehet a gyengén savas vagy gyengén ligos

anyagok elvilasrissit;

- ionpdrok képzésével ionos vegyilleteket is el lehet vilasztani.

Az oszlopok végére dltalshan portizus anyagh6l készillt Gn. fritteker (sziirSket) he-
Iyeznek, hogy a tdltet kimosoddsdt az oszlopbdl megakadilyozzik. Anyaguk dltald-
ban pordzus nikkel, savilld acél vagy teflon. A frittek kb, 3 mm hossztsdgiak, és pd-
rusméretilk a iltetszemcsék dtmérdjénél kisebb kell legyen (0,5-10 pm).

Az analitikai oszlop elé gyakran véd@kolonndt (guard column) tesznek. Ez tobb-
nyire az oszlop tbltetével azonos tltetd rivid oszlop, a mintiban talélhaté szennye-
20ku5l védi a kromatogrifids oszlopunkat.

A folyadékkromatogrifids oszlop szerkezete az 5.21. dbrdn lithats,

visddkolonna D=2.1mm ferruly (bEmités) analﬂikai QSEkon

frit oszloptBitet frit

5.21. dbra.
A folyadékkromatogrifids carlop srerkezeie

A mozgd fizis kivilasztdca

A folyadékkromatogréfia sikerességének elengedhetetlen feltétele, hogy megfelels
mozgd fizist alkalmazzunk, Ez biztositja azt, hogy az elvilasztis a lehet leggyor-
sabban és a legnagyobb hatékonysdggal legyen elvégezhets. A mozgd fizisnak emel-
lett nem szabad kémiai reakcitdba lépnie a mintdval. A leghatékonyabb mozgd filzi-
sok: n-hexdn, i-oktin, kloroform, etil-acetdt, ecetsav, acetonitril, metanol, viz.

A mozgd fizis erfesége, azaz polaritisa hatdrozza meg, hogy & minta komponen-
sei milyen gyorsan haladnak ét az oszlopon. Az enfs mozgé fizis gyorsabban megje-
lend, élesebb cstesokat ad. A gyenge mozgd fizis nagyobb retencids id6t ad vala-
mennyi sévra, &s nagyobb lesz a sivszélesedés,

Az 5.3. udbldzarban alegelterjedtebb mozgd fizisok tulajdonsdgait foglaltuk Gssze.
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5.3 tiblizat, A folyadékkromatogrdfis eluensek

——— o Cupislrs. Protonakoepior  Proton-dosar h":::u'l ll'l'rh-rur
A-pentin 0,00 0 0 0 1,358 210
Hexin 0,00 ] 0 0 1,357 210
{-oktin 0,01 0 0 0 1,404 200
Petroléter 0,01 o 0 0 210
Ciklohexin 0,04 0 0 0 1,427 210
Hilod 0,26 L] 0.5 0 1,500 290
i-propil-éter 0,28 0,5 0,5 0 1,368 220
Toluasl 0,29 0 0.3 0 1,456 285
Dietil-frer 0,38 2 2 0 1,353 220
Eloroform 0,40 i 0.5 3 1,443 245
Metilén-klorid 0,42 5.5 0,5 0 1.424 245
Apeton 0,56 5 2.5 0 1,359 330
Diromiin 0,58 4 3 0 1,422 10
Anil-acendn 0,58 3 2 1] 1,370 260
Acetonitril 0,65 ] 2.5 0 1,340 200
Propanol 0,82 2.5 4 4 1,380 210
Etannl 0,58 4 5 5 1,361 210
Metanol 0,95 3 7.5 7.5 1,329 210
Viz nagy nagy nagy nagy 1,333 190

A mozgd fizis vagy eluens tSbbnyire nem egy tiszta anyag, hanem az eldbbi anya-
gok megfeleld arinyid keveréke. Sok esetben a jo elvilasziis érdekében az oszlopon
dllandé pH-t kell tartani. fg}r az eludldoldatok gyakran puffercket is tartalmaznak.

5.6.4. Detektorok

A detektorral az oszlopot elhagyd eluensben az elvilasztott komponensek koncentri-
cidja kivethetd nyomon folyamatosan, Az intenziv folyadékkromatografids gyakor-
latban nem ritka, hogy | cm’ eluensben 10 ng-nyi anyagot kell tudni mérni. Nagyon
fontos tehdt, hogy az adott feladathoz elég érzékeny legyen a detekior.

A folyadékkromatogrifids detektoroknak két nagy csoportja van: az wriverzdlis
derekiorok (valamilyen brund mlajdonsagot mémek) &s.a szelekiiv detekiorok (a min-
ta valamely specifikus tulajdonsdgdt mérik),

A leggyakrabban hasznilt detektortipusok a kivetkezok:

- UVVIS fotométerek;

- differencidlrefrakiométerck:

- vezetiképessépi detektorok;
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- fluorometrids detektorok;

- dibdasoros detekior;

= HPLC-MS.

Az UV é&sa lithatd tartomdnyban mikadé detektorok jelenleg a legelterjedtebb
mm.m&mm&umﬁmﬁ:ﬁmm&am
mﬂmw 1obl vegyiilet igen érzékeny detekuilisdl teszik lehetdve,

yilvimvald, a detektdlandd mintinak az ultraibol a ldthatd -
ban abszorbedlni kell. S -

Eleinte meghatérozott hullimhosszon mikids fotométercket készitettek (a leg-
gyakoribb hullimhossz 254 nm). A korszerd fotométer-detektorok mérs hullim-
hossza fokozat nélkill dllithatd. A fényforrds UV tartoményban deutériumlimpa, a
lithatt tartoményban volfrémlimpa. A monokrométor megfelels tikrintfeliletel
elldton récs, amelynek lehet a hullimhosszat dllitani. A ménShizba
a fény megfeleld résen kereszriil jut. Inthelyerkedik el a kvarchdl kst dtfiolyds mé-
ricella és a fényéraékelS detekior (5.22. dbra).

dtfohrds kivetta -_i

-/ =a-

lényfomds  monokromdtor detekior
5.22. dibra. UVIVIS detekior
A lithatd hullimhossz-tartomdny ban dolgoas fotoméereket is alkalmarhatjuk follyadékkro-

matogrifids detekiorként, ha az oszlop widn a szintelen komponenseket seinreakcicba visszilk.,
Ezen az elven mikidik pl. a ninhidrines aminosav-analizdtor.

A differencidlrefraktométerek (5,23 dbra) a médsodik legelterjediebben hasz-
ndlt detektorok. Az érzékeld folyamatosan méri a referenciacelldban levd tiszia és

5.23. dbra. A differencidirefrakiométer
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az analizitorcelldban lev, az elvilaszion komponenst is tartalmazd eluens tinésmu-
tatdja kiozdtti kiilldnbséget.

lonkromatogrifia esetén gyakran alkalmazott detektortipus a kivilé érzékenység(
vezetOképesség-mérGcella (5. 24, dbra). Az ionkromatogrifids médszert az 1970-es
években fejlesztették ki elsSsorban szervetlen anionok és hidrofil savak, bézisok
kimutatdsdra. Ezzel lehetivé vélt anionok egymids melletti meghatdrozdsa tized
ppro-es tartomdnyban,

slekiromos vezetd castiakozds | [———— - o veretis

= I &
tojtds
— I | |eislkiromos
aluens a kolonnkngl —e=— Waetl caatinkozis
= e e e

9 min
1 3 Column: sifiondapak Radial-pak
Thlc ™
2 wﬂnlﬁ]‘:ﬂ
Mobila Phase: 7% (W/V) Acetonnitrite and 53% of an
aquesus solution contalni ﬂjﬁm
Whmﬂwm
Flow Rata: 4 mlArmin
Detection: 254
Standards: 1.5;"“-1
2. Coffeine
3. Banzoic-fcid
Y
-—10min 5.25. dbra. HPLC-s kromatogramok

A Muorometrids detekiorok igen érzékeny &5 szelektiv érzékelfk, melyek az
elvilasztott komponensek UV sugdrzdssal keltett fluoresecens sugdredsit mérik. A
flucreszkilé vegyiletek nagy részét szirmazrékképzéssel dllitiik els. Tobbnyire bio-
logiai eredetd mintdk esetén haszndljdk.

Az egyre gyakrabban alkalmaront diddasoras detekrorok nem tanalmaznak mozgd
alkatrészt, egyidejileg képesek felvenni a spéevilasrtott minta teljes elnyelési spekt-

rumat.

A legijabb fejlesnésd HPLC-ben az dn. LC-MS detekndldst alkalmazzik, ami a
GC-M3-hez hasonléan a minta ionizéciGjdbsl &3 thmegszdm szerinti szétwilogatd-
sabdbl All.

A detektor jelét megfelel S erdsités utin egy A/D konverter alakitja &t digitdlis jell€,
amelyet dltaldban szdmitdgépes integritor kivet. Az integritor dltal felven kromato-
gram hasonld a kordbbiakban mér megismerthez (5.25 dbra). A kromatogramok
kiériékelése a gizkromatogramokéhoz hasonld, A minta mindségi azonositisit a
h:m:mukﬂi: idfk alapjén, a mennyiségl meghatirozdst a caics alatti terfileths] szdmol-

tjuk ki.

Hiirdések, felndatok

. Milyen szerkersti elemekbd] Epiil Bl egy fobadékkromatogrif?

Hegyan mifkddik a HPLC-ben alkalmazott beménfcsap? Hogyan bimosithard a minta
cluensfiramba vald ponios £s pillanatsrend bejortatfcs?

. Milyen kromatogrifids ismenink?

M az eltmye a HPLC alkalmarisinak a gizkromatognififval spembent

. 11,3 mg koleszterintaralmi standardoldaiot készivink, hozzimérve 12 0mg 5-a-kolesatin
belsd standardot. Beinjektilva a koleszterinre 635, a belsd standardra B0 1eri

kapunk. Exutén a belsd standardot is wrtalmaed ismeretlent injektdljuk be. A koleszerin
retencids idejénél megielend celiics teriilete 990, & belsd standandé W31 eriletegyadp,
Mennyi az ismereiben mints koleszierintarialma? (17,24 mg)

bt b
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