Kromatografia

2017 marcius 14.



Tematika

2017 marcius 14.: A kromatografia rovid torténete,
alapfogalmak, a kromatografias modszerek csoportositasa,
vékonyréteg kromatografia

2017 marcius 21.: Gazkromatografia
2017 marcius 28.: Fehérjekromatografia

2017 aprilis 4-11.: Folyadékkromatografia



Az abrak tobb, réeszben szerzOi jogokkal vedett
mubdl, oktatasi celra lettek kivéve.



Mi a kromatografia?

IUPAC definicio:
fizikai elvalasztasi modszer, ahol az
elvalasztandé komponensek ket fazis kozott
megoszlanak, az egyik all6 fazis, a masik
meghatarozott iranyba mozog.



A kromatografia egy folyohoz
hasonlit

Konnyu Ievéb
Viz aramlasa
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Mozgo fazis/Allo fazis
A mozgo fazis az allo fazissal
érintkezik egy hatarfeluleten.
Egyenletesen aramilik.
> Atlagos szorpcidja kisebb
mertékd, mint a legkevesbé
‘ Cm kotddd minta komponenseé.
—elucios technika
A minta bevitel dugoszerien

Mozgé
fazis
torténik.

Allé fazis Cs | Akilénbézs anyagoknak

mas-mas a megoszlasi
hanyadosa az allo fazison.
o Cs — Elvalasztas torténik az
Megoszlasi hanyados: K = . anyagok kiildnbozé
sebessege kovetkezteben.

Erés

A
. Gyenge
Y




Az elvalasztas folyamata

mobile phase
P

stationary phase

(a)

mobile phase
(c)

stationary phase

(b)

(d)

mobile phase

stationary phase

mobile phase

stationary phase



A kromatografia felosztasa technikai
elrendezés szerint

Elvalaszto
oszlop

szemcseékkel
boritott
szubsztrat

. . Papir, vagy }

Szemcseés toltet

Oszlop kromatogréfia Papir kromatografia
Vékonyréeteg kromatografia (VRK)




A mozgo és allofazis allapota
szerinti felosztas

Mozgo fazis
Gaz Folyadék Szilard
Gaz
All6 fazis | Folyadék
Gaz- il Folyadék
kromatografia kromatografia

Szilard




A kromatografia tortenete

1900-as évek eleje:

Russian Botanist
Mikhail Tswett (1872-1919)

From Tswett's notebook (1910) on early
chromatographic experiments



Adszorpcios oszlopkromatografia

@ Eter

Kromatografia




A kromatografia torténete

Cvet modszerét sokaig nem fogadtak el, legnagyobb ellenzdje
Richard Willstatter volt, aki 1915-ben Nobel dijat kapott a klorofill
€és mas novényi szinanyagok vizsgalataert.

1931: Richard Kune (Wilstatter tanitvanya) ezt a modszert
hasznalta polién pigmentek izomerjeinek elvalasztasara.

Dr. Heinrich Wieland (Nobel dijas): ,Mostanaig megtanultunk
nagy faradsaggal desztillalni, kristalyositani, atkristalyositani,
most pedig jonnek egyesek és csak atontik az anyagot egy kis
csovon.”



A kromatografia torténete

Folyadék-folyadék megoszlasi kromatografia
« 1941:A.J. P. Martin és R. L. M. Synge (1952 Nobel dij, aminosavak

szétvalasztasa)

Papirkromatografia
« 1943: A.J.P. Martin

Vékonyréteg kromatografia
e 1938-1950: J. Kirchner szilikagel keményité kotdanyaggal
uveglapon

Gazkromatografia
 1947: E. Cremer és F. Prior CO, és O, elvalasztasa

Gaz-folyadéek megoszlasi kromatografia
* 1950-es évek: Martin és A.T. James (illékony zsirsavak
elvalasztasa)



A kromatografia tortenete

« 1950-es évek vége: aminosav analizator — ioncserés
kromatografia — aminosav keverékek vizsgalata

* Moore és a Waters cég: Gelpermeacios kromatografia —
szintetikus polimerek molekulaméret eloszlasanak
meghatarozasa

Nagynyomasu folyadékkromatografia - HPLC

« 1960-as évek: Horvath Csaba — USA

Joseph Huber — Eurdpa

« 1960-as évek vége: az elsd kereskedelmi HPLC

készulekek (Waters és Du Pont)



A HPLC fejlodese 1960-tol 2010-ig

(a) 1960 (pre-HPLC) 1970 (HPLC) (b) 9 1.54m
10,000 |- 3-um .—-",
H-um ___.-*""
10—‘_u.r,n___'_,-."’
1,000 [ 30-um__ -~ Pressure (psi)
»
100 |
8 0 10 20 30 40 50
) {min) 10l Run time (min)
(c) 1980 1990 (ch

100-um particles

1 I 1 1 | |
1960 1970 1880 1980 2000 2010

(h)
100 L
0 2 4 6 8 10 12 0 1
(nin) {min) Length {cm)
(&) 2000 2010 if 1ol
53---—-0--——-0"‘"
J
1k /
I
/ Flow rate (mL/min)
I
o
0 0.5 1.0 1.5 2.0 4] 02 0.4 0.6 0.8 1.0 0.1 ] I ] ] |

{min) (min) 1960 1970 1880 1980 2000 2010

Minta: ot gyomirtoszer. Korulmények: 50% metanol-viz,
szobah6éméreklet.



A minta, az allo fazis és a mozgo
fazis kozotti kolcsonhatasok

A kulonbozd mintamolekulak és az allé, vagy mozgo fazis
kOzOtti kolcsOnhatasok kulonboz6seége teszi lehetbve az
elvalasztast.

-

Adszorpcio,
oldhatésag, ionos
kolcsonhatas stb.

mértéke

/N

All6 fazis
Mozgo fazis
<)

Minta




Folyadekkromatografias elvalasztasi
modok

Semleges
Gyenge sav
Gyenge bazis

Vizben kevésbé
oldhato,
kOzepesen
polaris vegyuletek

lonos szerves
vegyuletek,
szervetlen ionok

Makromolekulak,
polimerek

Forditott
fazis

Normal fazis

loncsere

Méretkizaras

Apolaris
C18, C8,C4, ciano,
amino, diol

Polaris(abb)
Szilikageél
Aluminium oxid
Modositott szilikagel

Anion-, vagy
kationcseréld
gyanta

Polisztirol
Szilikagél

Polaris
Viz/szerves modositok

Apolaris(abb)
Szerves
oldoszerek/polaris
modositok
Vizes/puffer
ellenion

Gélszlrés - vizes
Gélpermeacios -
szerves



Az elvalasztas folyamata €s a

Koncentracio
aranyos jel

kKromatogram
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Kromatogram
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A kromatogram

{r : Retencios ido
to : Holtido

«— g ——>

1:0 Csucs
> ‘

h : Csucs tertlet

| ! !‘ h : Cslcs magassag

|do

Detektor jel intenzitas




Cel: a legrovidebb ido alatt megfelel6en
elvalasztani a komponenseket
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A megfelel6 elvalasztas a kromatografias felbontassal jellemezhetd



A kromatografias felbontas
(R, — resolution)

_ (tgz — tgr1)

R. —
> 2(0y + 0y)

Alapvonalon mért csucsszelessegbdl:
trz —tpr  2(trz — tr1)

R = —
~0.6 T (Wpitwpa) /2 (WpyHwyy)

Félertéek szelességbol:

_ 1177(tge — tr1)
wy/, = 2,354820 > (wy 12(1)FW1/2(2))




Absorbance

A kromatografias felbontas

A UA
C
S
o
4
<
100% A 100% B\
Volume .|< Volume

R.=1,5 esetén alapvonal elvalasztas (ha a csucsok nagyjabdl egyformak)



A kromatografias elvalasztast befolyasolo
tenyezok

Az elvalasztas alapeqyenlete:

R =Lynyel K
— N = elméleti tanyérszam
)
4 04 k -+ 1 a = szelektivitasi tényez6
k = komponens visszatartasa,
retencios tényez6

ahol:

hatékonysag szelektivitas visszatartas

—
Retention P

iﬁ_ i“ W i- |
|f| || |i !l l[!- | }I

., kj L/ __J l'a_




A komponens visszatartasanak
jellemzése

o eluens retencids ideje

{»: komponens retencids ideje
tr, Vi R, P neles J

I y :ﬂ tr’: redukalt retencids idé
G
S t ’ V ’ V y ] _
ﬂE_J, (0_9 R, R Csucs tR’_ tR'to
5 Vo © holttérfogat
3 A VR retenciés térfogat
.

VR’: redukalt retencios

16 terfogat

Vi=1trW és V5 =ty W, ahol w a térfogat-aramlasi sebesség



A komponens visszatartasanak

jellemzése
K : retencios (visszatartasi) tényezé

a komponens allo- és mozgofazisbeli mennyiségének hanyadosa

n. Cm VO VO
ahol n, €s n,, a komponens moljainak szama az allo, illetve mozgofazisban

C, €s c,, a komponens koncentracioja az allo, illetve mozgoéfazisban
K a megoszlasi hanyados
V.V, a fazisarany

|4
levezethetd a komponensek vandorlasi sebességébdl, hogy tp = £o(1 + KV—S
0

-ty ty allfazison toltétt ids
-~ t, t, mozgofazisban toltott idd

—>



Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a retencios tenyezovel?

1 oa—1/7k
=—A\N
* 4\/7 a ‘k+1

Retencios tenyez0 valtoztatasa: eluenser0sseg valtoztatasaval

pl. forditott fazist HPLC esetén a szerves komponens aranyat
valtoztatjuk

Célszeru tartomany: 1<k<10

2.0min 11.0min

=W Th= 0 k210)



Szelektivitas
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Egymas melletti csucsokra vonatkozik.




Hogyan befolyasolhatjuk az
elvalasztast a szelektivitassal?

Mivel tudjuk a szelektivitast befolyasolni?
mindennel, ami megoszlasi hanyadosokat befolyasolja:

A
R__ralk CZ_E_ ZVm_&
* a 'k+1 _kl_Kﬁ_Kl

1y

m

* Ha a =1, nincs elvalasztas

« Haal,1-r6l 1,15-re nd, akkor a felbontas
Mozgodfazis pH-ja ~1,5-szorosére no!
Eluens erdsség és adalékok a = 1,1 feletti szelektivitas értékek mar a

All6fazis rutin HPLC-ben jo elvalasztast biztositanak,
R>1,5. — K, 10%-kal nagyobb, mint K,

Szerves oldoszer tipusa

HOmérséklet



Hatekonysag

zOnaszélesedeés
V.
zonadiszperzio

concentration

Time

L H - elméleti tanyérmagassag
N = f7 N - elméleti tanyérszam
Okélszabaly: N = 3000 L/d,, L - 0szlop hossza

ahol
L a kolonnahossz cm-ben,
d, a szemcsemeret ym-ben

Pl. egy 4.6 x 100 mm oszlop 5 um-es toltettel
N 6000 (5000 és 8000 kozott van)




Hatekonysag

| hr’
e
E Wz
A4 (P -T
Time qubpk]
2 2 2
tR tR tR
N=|—-| =16| = | =554
o W, W,,,

N elmeéleti tanyerszam

t, retencios ido

W, alapvonalon mert csucsszeélesség

W, csucs félmagassaganal mért csucsszélesség

W1/2 - 2,354820-

Wb:4'0'



R =N L= K Hogyan befolyasolhatjuk az
a k+1 , , , p
elvalasztast a hatekonysaggal?

A hatékonysag valtoztatasa:

Oszlop:

* 0szlop hossza (N=L/H)

* reszecskemeret (H.;,~2d,)

» oszloptoltés mindsége, esetleges holtterek

Oszlopon kivuli tenyezOk:

« aramilasi sebesseg

* injektalt térfogat

« oszlopon kivuli holttérfogatok (detektorcella, 0sszekoto
kapillarisok, csatlakozasok



Zonaszelesedés

A zonaszélesedes merteke az elméleti
tanyérmagassag (H)
Az elvalasztas annal jobb, minel kisebb a

zonaszelesedes, es minel nagyobb az
elméleti tanyérszam.



Mi okoz zonaszélesedést?
1. Orvénydiffuzio - A
eltér6 aramlasi csatornahosszak és keresztmetszetek

— kolonna toltés inhomogenitasai
—  szemcseatmer6d nem teljesen egyforma

initial final
band profile band profile
8 c
o o
B 5
c =
g g
£ 5
o (=]
a o
: - A
2
E ]
distance distance
B
B~

a service of .'
c“nnmacademv LCIGC e crawford
e-learning for the analytical chemistry community

Band broadening - Eddy diffusion

az aramlasi sebessegtol fuggetlen



Mi okoz zonaszelesedeést? 2. Hossziranyu diffuzioé - B

a beinjektalt mintadugo szélein a koncentraciogradiens miatt
longitudinalis (hossziranyu) diffuzio tortenik

| A

distance distance

_] -I_>

_—
o
~—

solute concentration

C

solute concentration

a service of '.
c“nomacademv LCIGC @ crawford I
e-learning for the analytical chemistry community

Longitudinal diffusion

az aramlasi sebességgel forditottan aranyos



Mi okoz zOnaszelesedeést?
3. Anyagatadasi ellenallas - C

az allofazisbol a mozgofazisba tortend anyagatmenet nem
pillanatszeru

« a szemcsek fellletén allo folyadékréteg van, a pérusokon beldl
szintén nem aramlik a folyadék

* aszemcsek, illetve a porusok feluletére diffuzidval jut a molekula

« a molekula az alléfazisban/bdl is diffundal

1 service of
c“nouacademv LCIGC ': crawford
e-learning for the analytical chemistry community

Band broadening — mass transfer

az aramlasi sebességgel egyenesen aranyos H~Cu



A zOnaszélesedes aramlasi sebesség
fuggese - A van Deemter egyenlet

A+ B/u+ Cu

/ Mass Transfer (both), Cu
Multipath Term, A
Longitudinal diffusion, B/u

Linear Velocity, u

Plate Height, H

Asheesh Pandey Kh



Normal fazisu kromatografia
(NP-HPLC)

» Az elsé folyadékkromatografias technika (Cvet hasznalta novényi
pigmentek elvalasztasara; kalcium karbonat allofazist és
petroléter mozgofazist alkalmazva)

» Az alléfazis polarisabb, mint a mozgo fazis (minta: koztes
polaritasu, nem ionos)

= A leggyakrabban hasznalt moédszer a vékonyréteg
kromatografiaban

o I
s HJC\CH _OH Cf |
(CH,Jn (CH2ln
He | |
H,-C—T—CH. \ CH; H_,C—S’l—CH_.
H S
o~ 0 0"\
IR A

|
A A /N /N

Silica Amino Diol Cyano



Retencios mechanizmus a
normal fazisu kromatografiaban

» Retencidos mechanizmus: minta illetve az oldészer adszorpcioja az
alléfazison
= Polaris csoporttal rendelkezd molekulak kotédnek az alléfazison

= Keveésbé polaris anyagok el6bb elualédnak, mint az erdsen polaris
anyagok




Eluenserdsség, polaritas

Mozgofazisok az NP-HPLC-ben

Alap oldoszerek:
* Hexan, Heptan, |zooktan

Oldhatosagot novelo oldészerek:
* Diklormetan, Dikloretan, Kloroform

Modosité szerek (modifikatorok):

 Eterek, Eszterek, Alkoholok

Az allofazis legaktivabb helyein kotédnek meg.
Modifikatorokat akkor alkalmazunk, ha a mérendd
anyag tul er6s kolcsonhatasba lep az allofazissal.

Retencio, szelektivitas



Forditott fazisu (reversed
phase) kromatografia

= Forditott: a korabban kidogozott ,normal”-hoz kepest
» A mozgo fazis polarisabb, mint az allofazis
= A leggyakrabban hasznalt médszer HPLC-ben

Time (minutes)



All6fazisok a forditott fazisu
kromatografiaban

« Modositott szilikagel alléfazisok

C18
C8
C4

ciano
fenil
amino

Hidrof

csokken vissz

Nem

laris

icitds anyagok

no

rtasa "7 S

Predominantly Aqueous Mobile Phase

Silica Support (Particulate)




Mozgofazisok a forditott fazisu
kromatografiaban

Alap olddszer a viz.

A szerves vegyuletek nagy részét azonban nem oldja, ezért
szukség van szerves oldoszerekre:

= Etanol, 2-propanol: nagy a viszkozitasuk -> ritkan
hasznalatosak

* Dioxan: polaris, de reaktiv és mérgezs -> hasznalata nem
jelent6s

= THF: allas kozben peroxidosodik (stabilizaloszert adnak
hozza, ez azonban rontja az UV cut-off értéket) -> csak akkor
hasznaljak, ha szelektivitasnovelés erheto el vele

» Leggyakrabban tehat acetonitrilt és metanolt

hasznalnak, ezek kis viszkozitasa, megfelelo
tisztasaga miatt



Vekonyreteg kromatografia-VRK
Thin-layer chromatography-TLC
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Vekonyréteg kromatografia
Hordozo
aluminium lemez, Uveglap, muanyag
Allofazisok
Rétegvastagsag
analitikai: 100; 200; 250 ym, preparativ: 0,5-2 mm

Szemcsemeéret
(a) TLC 15 ym (b) HPTLC 5 um

(a) TLC szilikagél 60 (b) HPTLC szilikagél 60. Mintatérfogat: TLC, 4 uL; HPTLC, 0.3 pL;
eluens: etilacetat—metanol—propionsav (22:10:3,v/v/v); futasi tavolsag: TLC, 10 cm;
HPTLC, 5 cm; analizis id6: TLC, 42 min; HPTLC, 13 min, 45 s; detektalas: UV 366 nm.



All6fazisok

Szilikagel normal

Modositott szilikagél forditott

C2, C8, C18, fenil

Modositott szilikagél normal/forditott

ciano, amino, diol

Celluléz/moddositott forditott, ioncsere lonos vegyuletek
Aluminiumoxid normal C-C kettbs kotés,
bazikus/semleges/savas aromas

szenhidrogének
Poliamid H-hidak flavonoidok, fenolok



Manualis mintafelvitel

kapillarissal (0,7-1 mm @) min6ségi elemzéshez
Hamilton fecskenddvel mennyiségi elemzéshez

lliékony oldoszerben oldott minta
Koncentracio: 0,5-5 viv%
Felvitt mintamennyiség: 2 pg- 1mg

Koncentrald zonas VRK lemezek

A. Sample Application B. Concentration C. Separation

00.000000 feeeeen?



Automatikus mintafelvitel

Mobile phase: toluene; detection: white light

Test dye mixture (0.5 and 5 pL) dissolved in
1: methanol 2: toluene 3: hexane

1 1 2 2 3 3
. .

Contact application, prior to development

1 1 2 2 3 3
.
»
3 § 3
’ .

.
' . !

Developed plate after contact application of spots
1 1 2 2 3 3
— — | —
_— — C—

Developed plate after spray-on application of bands



Futtatas

« A mozgoéfazis aramlasa a kapillaris er6k kovetkeztében torténik. — Lassul!
» Afazisérintkeztetés nem-egyensulyi!
» Az all6- és mozgofazis mellett gbztér is van, ami befolyasolja az elvalasztast!

1 Mozgofazis parolgasa a kamra gozterébe (1). A
N mozgofazis és a géztér 6sszetétele nagyon
- eltérhet.
1 Az elparolgott mozgofazis gbzeinek adszorpcidja a
] retegre (2).
N Leparolgas a rétegrol (3).
Mozgofazis komponenseinek megoszlasa az
alléfazison (4). (Masodlagos frontok)

Felszallo kifejlesztés

e O
|

SzUr6papir |
Varakozas egyensuly beallasra | !
VRK lap prekondicionalasa

Horizontalis kifejlesztés



Tulnyomasos rétegkromatografia

1977: Tyihak E., Mincsovics E., Kalasz H. - OPLC, overpressured
layer chromatography

- Zart alléfazison torténik a szétvalasztas. Nincs
goztér.

- A mozgofazis (a HPLC-hez hasonl6an)
kényszeraramlassal mozog.

- Allandé és optimalis aramlasi sebesség.

- Nagy kifejlesztési tavolsag (akar 20 cm).

- Gyors elvalasztas. (10 perc/20 cm)

150

100 -

50 /

0 ] T T T T T T T T T
0 800 1600

| Kifejlesztési idb (s)

T

Mozgoéfazis frontja (mm)

.
2400

1 — telitett g6zter( felszallo kamra
2 - telitetlen gézterd felszallo kamra
3-0OPLC



ElOohivas

Szines Szabad szemmel
UV elnyeld UV lampa A=254 nm, 366 nm

VRK lap fluoreszcens indikatorral (ZnSiO4;fluoreszcein)

366 nm-en fluoreszkald | UV lampa A=366 nm

fenolok Fe(lll)klorid
aminosavak ninhidrin
aldehidek, ketonok 2, 4-dinitrofenilhidrazin



Kvalitativ VRK

Min8ségi azonositas a retencios faktor alapjan — 6nmagaban nem elég

Standard anyag felcseppentése

Futtatas mas mozgo-, vagy alléfazissal

A folt lekaparasa, extrahalasa, centrifugalas/szlrés utan szerkezet azonositas
(NMR, IR, MS)



VRK-MS kapcsolat




Kvantitativ VRK

- Mennyiségi informacio: a foltok optikai slrlisége (szinintenzitas)
- Denzitometria: a kromatografias foltok optikai sGriiségének mérése

Denzitométer

Entrance

lens system
y Monochromator

“ {concave holographic grating)
Lamp selector

- Tungsten/halogen Swiveling lens system for
- Deuterium TLC and HPTLC plates
- Mercury high press! (macro & micro position)

- My
W\

/s

.'\l ‘\
Disk with 1
slit apertures

Reference ~_ ;
photomultiplier Beam splitter

Optical system - Absorbance
TLC Scanner 3




Vekonyreteg kromatografia

Elonyei Hatranyai
Egyszerre akar 20 minta is futtathato  Nem annyira j0 az elvalasztas
egyazon VRK lapon hatekonysaga
Egyszer(, nem igényel draga » Lassu a kromatogram kifejlesztése
muUszerezettséget f6leg a gyors kromatografias HPLC
Futas utan a lap 90°C-kal elfordithato modszerekhez képest

és masik eluenssel futtathatdé — 2
dimenziés VRK, jobb felbontas
Minden minta komponens latszik a
futtatas utan
komplementer médszerek

f6leg NORMAL fazisu elvalasztasok --------- féleg FORDITOTT fazisu elvalasztasok
VRK 2000 12 um
HPLC 15000 0.1-0.2 ym

A HPLC és a VRK maximalis elvalasztoképessege 10 cm-es elvalasztasi tavolsagon.



A VRK alkalmazasi teruletel

Gyogyszer gyartasi folyamat nyomonkovetése, in process
ellenGrzés

Tabletta hatéanyag azonossag vizsgalat HPLC mellett
megerodsiteskent IR, vagy UV helyett

Gyogyszerkonyvi modszerekbdl egyre inkabb kiszorul —
gyogynovénykivonatoknal hasznaljak

Elelmiszer ellenérzés, élelmiszer biztonsag — szennyezék,
adalekok

Toxikoldgiai laboratorium — tiltott szerek gyors, olcsé azonositasa



