Kromatografias modszerek a
kornyezetvédelmi analizisben

Juvancz Zoltan




Kromatografiaelonyel a kornyezeti

analizisekben

Pontos meghatarozas nyomnyi mennyiségekre
Matrixkomponensek zavaro hatasa kiklisz6b@lhet

Kicsiny mintaszikseéglet

Széles linearis meghatarozasi koncentracio tartgma
Tobb meghatarozas egy analizis soran

Gyors moo
Jol kapcso

szer
haté anyag meghatarozasi technikakhoz

YERSYAY,

S, IR).

Fejlett miszerezettség, automata lzemmaod




Nyomnyi mennyiségek kimutatasa
nagymennyiséfmatrixban

A tobbdimenzios,
sorba kapcsolt oszlopok :
hasznalata 8hyos

a nyomnyi anyagok
Kimutatasanal.

A rendszerben a masodik
oszlopra csak $ik, kivagott
frakciot engedtek at.




Egy analizis alatt szamos komponens
meghatarozasa megoldhato

106 kdzepesen illékony
szennyed anyag
GC-MS analizise
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Kromatografias folyamat

Kromatografia elvalasztasi modszer.

Kromatografidban az allofazis és a
mozgofazis kdzott megoszlanak az anyagok
megoszlanak egyensulyi allandojuk szerint.
A mozgofazis magaval ragadja a vizsgalando
anyagot, amely igy a beinjektalasi ponttol a
detektorig jut.

Az allofazissal er6sebb kdlcsonhatassal

rendelkez6 anyagok kes6bb elualodnak mint
a gyengébb kolcsbnhatassal rendelkezék.

Az anyagok vandorlasuk soran egyre
szélesebb tartomanyt foglalnak el.




Egy csucs megoszlasa az allofazis es

mozgofazis kozott

-

Direction of Flow
Mobue Phase

Solite Transferring From

the Stationary Phase to . ey . Profile of Salute
the Mobhile Phase at the Y | ~ Concentration
Back of the Peak Profile - |/ in the Mobile Phase
Profile of Solute 1 Solute Transfemring from
Concentration - _ the Llobile Phase to the
in the Stationarv Phase " Stati Phase at the

Front of Peak Profile

"‘*:-'lﬁ-.illl.tt.-.l_'t_. Fhace

A mozgofazis magaval ragadja a minta molekulait.

Az allofazisban léy anyag lemarad a mozgofazisbandl@v
A lassu anyagatadas (anyagatadasi ellenallas) miatt.




A csucsok szélesedése a diffuzid miatt

rpo o

dlotézls  mozgofazs

/75 177 17I707

Az anyag kromatografia soran egyre szélesebb tarigm
foglal el a diffuzio és az egyeditlen V alaku aramlas miatt.




Csucsok szelesedése az egyeeh aramlas és
az anyagatadasi ellenallas miatt

H 'B: Y @ l
ORG o
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Okok: zegzugos egyeaitlen aramlas, lassu diffuzio
az Uregek®bl, lassu anyagatadas a fazisok kozott




Kromatografia felosztasa mozgofazis szeri

Gazkromatografia, (GC)

Folyadékkromatografia (LC),

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC)
Szuperkritikus olddszeres kromatografia (SFC)

Elektrokinetikus kromatografia (EKC)
kapillaris elektrokinetikus kromatografia (CEC)




Kromatografia felosztasa oszlop szerint
ToOltetes oszlop kromatografia
Kapillaris oszlop kromatografia
Chip kromatografia
Vékonyreteg kromatografia (TLC)

Kromatografia felosztasa kolcsdnhatasok
szerint
Megoszlasos kromatografia
Adszorpcios kromatografia
Kizarasos, gél (exclusion) kromatografia
loncseres kromatografia




Kolcsbnhatasok tipusa

Dipole moment )| O- Dipole-dipole

Dipole-induced dipole

C @O D
(o D= XD

H

T -7 Interaction

H

Hydrogen bond e

N

H —

Diszperzios gk is fontosak, dleg apolaris vegyiletekné




Kromatografias kifejezesek

Elméleti tanyerszam
N = 5,54 (t/w})?

Kapacitas arany
kK=t"N, st

tn: retenciods id
w,,: csucs felertek szelessé

A csucs Gauss gorbe alaku




Kromatografias kifejezesek

Szelektivitas
a=1ts,/tg,

Felbontas
Rs = 1,177 (tg1-tro)/WhitW,)

Rs : 1,5 alapvonal felbontas




Felbontas flggese k, n @rtéked!

A mindennapi gyakorlatbe
fontos szerepet jatszik
felbontas novelése mellett

20 L0
105 110 115 120 4
5 10 15 20 Kk

Az idealis kromatografias paraméterek
kompromisszumok eredménye




Gazkromatograf (GC) vazlata

Flow

Heated
coniroller \ injector / Detector
= lh-—-_“- /
| I—
Amplifier

Integrator
or
personal
computer

Gas supply

Analylical
column

Gazpalack helyett lehet lenerator is.




GC automata injektor

Az automata injektor nem csak
az emberi fellgyelet nélkili
munkat teszi lehéve, de a
pontossagot is nagy
mertekben javitja.




Split/splitless injekror

Typical carrier gas flowpath in aq

split infector:

Beinjektalaskor a minta septu prse
elparolog a forré E
Injektorban.

A felesleget a split

szelepen lefuvatjuk, hogy

elkerdljuk a tulterheles és

a hosszan elnyulo

oldoszercsucsot.




Toltetes es kapillaris oszlopok
dsszehasonlitasa GC-ben

2-0Octanone
1-Octanol

-
Cqo 2-Octanone
Nonanal

“-.1-0Octanol
Naphthalene
Naphthalene

Nonanal

[ ——

=
- (_J/:
= O

Capillary

-
—
— .

A kapillarisok kisebb aramlasi ellenallasa miattksad
hosszabb oszlopokat hasznalatat teszideléetami
nagyobb hatékonysagot és ezért jobb felbontasidizt




GC-s kapillaris keresztmetszete

AI tal én 0S p aram éte e k groteti've outer polyimide coating

Hossz, 5-50 m N 7/ G

Atmérs: 0,1-0,5 mm
Filmvastagsag: 0,1-5 um
Oszlop anyaga: kvarc
All6fazis: histabil
szilikon vagy PEG polime

Ma mar joforman csak kapillaris oszlopot hasznal@ékber.




Oszlophossz hatasa

Rix-1, 30m x 0.25mm x 1um Rix-1, 60m x 0.25mm x 1pm

Sample: 500pg/ml. Aviation Gas Standard in methanol

Hosszabb oszlopon jobb a felbontas, de
iId6igényesebbek az analizisek.




All6fazis filmvastagsaganak hatasa

0.25um Rix®-1 3.0um Rix®-1

30m, 0.32mmID, 025pm  McReynolds probes 30m, 0.32mm ID, 3.0pm McReynolds probes

123 ¢
} 16 1. 1-butanol 1. 1-butanol
I

2. benzene 5 Allire 2. benzene

3. 2-pentanone Bacalin 3. 2-pentanone
8 4.C, 4.C,

5. l-n%'tr.opropane 5. 1-nifropropane
6. pyridine 4 e 6. pyridine

(e ™ 1.C,

8.C, e

9.Cyy 5.5 min m 9.Cp, 68 min.

o 4 8
70°C isothermal ‘ l 70°C isothermal
| | | | | |

19 m. 4 8 12 16 20 24
“gjm,:( 2

Vastag filmvastagsagu oszlopokat illékony komponknse
(benzin, formaldehid, VOC) analizisére hasznaljuk

resolved




Column:

Inj.:
Carrier gas:
Uven:

Temp.:
Sean range:
lonization:

Concentrator:

Transfer line:

L .
Purge:
Dry purge:
Desorb:

Csomagolo anyagokbol szarmazo
szennyegdések élelmiszerekben

Rtx®-5MS, 30m x 0.25mm x 1.0um
(cat# 12653)

250°C, 20:1 spht

helium, ImL/min., constant flow

S0°C to 92°C (@ 3°C/mun, to 220°C (@
20°C/min. {1 min. held)

280°C
35-260, 1 min. solvent delay
El ';f:"-;' T0eV

Tekmar LSC-3100 with Vocarb® 3000
(type K) trap

Silcosteel™treated stainless steel tubing
10 mun. at 40mL/min., 60°C

3 min. at 40mL/min.

2 min. at 40mL/min., 245°C

_._._.
Pk (D00l (0 UR e L) B b

. dodecana

isopropanal
mathylena chloride
Z-methyl-1-propanol See Table I, back page.
tetralrydrofuran for analysis conditicns.
banzana

tluensa

hacanal

furfural
4-heptancne (15)
byl ether
Styrensa

—

A komponensek nagy illekonysaga miatt vastagifilm
oszlopot kell hasznalni.




Kornyezetvédelemben leggyakrabban
hasznalt GCs alléfazisok

A lanc lehet tiszta metilszilikon is.

100% metil: olajszennyezesek

5% fenil: PAH, PCB, semivolatile, ftalatok

35% fenil: VOC, ipari olddszerek

20% trifluoropropil: oxigenatok, oldoszerek, pestek




Ipari olddszerek GC analizise

methanel 15, tmchloroethvlene (1,1, 2-mchlorethens) m x 53mm I = 3 Omm Bx®-1301 (cat # 16085-126)
1.1-dichloroatha 16, methylevelohesxan . . -
crareiiEne B i — = Headspace injection of 28 Class 1 and 2 residnal solvents for
acetonitrile 17. 1.4-dicecansa ' = - , L
P TR v e - pharmacentical processing. Prepared at the regulatory linut
methylene chlenide {dichloromethane) 125, pymdime )
. ) T cencentTation. Samples shaken and heated at
hexana (C6) 12 toluene 90°C for 15 mi il head S
cis-1,2-dichloroethane 20. 2-hexanona ek headspace lnjection.
mitvomethana 21. chlorebenzene Oven temp.:  40°C (hold 20 mun ) to 240°C (@ 10°C/mun.
chloroform 22, DMF (hold 20 nun.)
cyclohexane 23. ethylbenzens Inj./det. temp.: 200°C/250°C
1,1, 1-trichloroethane 24, m-xylene FID sensitivity: 1.1 x 10 AFS
carbon tetrachlonide 25, p-wylene Carrier gas:  hydrogen (@ 33cm/sec.
benzens 26. o-xylens Split ratio: 21
1. 2-dimethonyethans i 27, N N dimethylacetands
1. 2-dichloroethane 28 123 d-tetrabydronaphthalens

[ - N S U

g
0
10.
1.
12
13,
14,

Specialis feladatra tervezett allofazisokat is réal




Klorozott ndvenyvéd szerek elvalasztasa
parhuzamosan kotott oszlopokkal

A koelucid
Ketdimenzios
(parhuzamosan
kapcsolt oszlopok)
megoldassal
kikliszObOlhet




Klorozott peszticidek GC x GC analizise

Masses: 81 Masses 1

Endosulfan sulfate

Endrin ketone
Endrin aldehyde Q

Dieldrin
Endosulfan I Endosulfan IT

Methaxychlor

Figure 1.

5




GC detektorok erzekenysegéenek
0sszehasonlitasa

Comparison of GC Detectors

NPD(N)

NPD(P)

FPD(S)

MSD

(SIM) (SCAN)

10-15 10-12 10 106 10-3
fg Pg ng ug mg

1 ng in 1 ul Liguid (sg= 1)i1s 1 ppm Concentration

Mass Selective Detector is both:
Specific and Universal




GC analizis C130 szénatomszamig
langionizacids detektor (FID) hasznalatave

Column: dm, 0.53mm ID, 0.10pm MXT*-THT Sim Dist (cat.# 70100)
Sample: Polywax® 1000 (cat.# 36227) in carbon disuffide

Inj.: 0.2pL, on-column (track oven)

GC: Agilent 5890 GC w/ GC Racer system

Carrier gas: hydrogen, constant pressure @ 1.0 psi

Detector: FID @ 430°C

Oven Temp.: 40°C to 4307 C @ B60°C/min.

37
()

T T T I T T T T I I I T T T I T
2 4 ] ] 10 12 14 1= 18




Polibromozol difenil eterek kimutatas
PCB hattérben gazkromatograffal
0sszekotott (GC-MS) modszerrel

Prews  SRANLETR LSRR TS b ERFLTTOR R ST R SR IS L
T o iy
| : |
| | O [
1 1
L I I

f: I
IR u,l

WL PTEE CA.CNEr L. PREF SR D9 PREE e e e PEEE SN PR PEEE WAk rR. PRl e iR L PR e iR s fudr

igure 1. Extracted ion chromatogram, m/z 79 (Br) and 35 (Cl, inverted) of a mixture of
PBDEs at b0 ppb each spiked into 500 ppm total PCB as Aroclors 1016 and 1260, total
etention time << 10 minutes. Hydrogen carrier gas.

A monitorionok helyes megvalasztasa erzékeny,
szelektiv eljarast biztosit.




Nagyhatekonysagu kromatograf (HPLC) vaz

Anitosarmpier e

' Detector
Degassar *{ g

)_‘_\ FPrpp m

Fesemair Waste

Llata processor

A gazmentesités (degasser) fontos, hogy a pumyad@ko
tudjon felszivni, és csokkenjen az alapvonal zais@).




Folyadéekkromatograf pumpaja

[ (L) [ [

TV YYYYY Y YV

FLOWRATE

. S . G S S

TIME

Figure 3.5 Pump oufput patterns (a) simple single-head reciprocating pump output, (b)
dual-head curcular cam pump output, (¢/ dual-head sinusoidal cam output (with changeover

Figure 3.4 Schematic of simple reciprocating pump, {a) Pump chamber, (3) Single-head ramp}. R.Epf inted from (9) with pEIIHiS‘EiUﬂ.
reciprocating pump.

A folyadekaram pulzalasat, és evvel egyltt a dete&ijt
két pumpaval csillapitjak.




Gradiens elucios folyadekkromatografia

¥ If:\, F N '3
it : — .
=) GRADINT ( ' i b
PROGRAMMER Iy
LOM YOLUNE AN CONTROLLER

MIYING CHANBER ﬁL rJHFUL% JL.,\ _, J U ‘_

1
=

Firure 163 5 o of cartcorvlne acid mooweme by g Ssocmabic on-exchbarmag SaParaion,
-n'\-.-nnmn-t::::r_:n—_uull:'ll:]in_". ctmsaper gradiecs Ea:-t:::r:I'mezzpcln.: 1 o-poduesc;
=i

= ""-u-u:\-_'-' b Niohila |:I:|1
13 E‘.*: u:u"_ Reprinted Sromo (9 wich parmicsio

Folyadékkromatografiaban a mozgofazis dsszetetelene
valtoztatasaval szabalyozzuk a mozgofazisszget.
A gradiens gyorsabb analiziseket és jobb kimuthiasbsit.




Forgdcsapogotary valve) injektalas HPLCben

fram F'ump\ to Enlury from Pump\ to Enluy

& "

cr
, Eeiugls Logg : Sarnple Loop

LOAD INJECT

A hurok (loop) pontos mennyiseégaramlas megzavaras
nélkili beinjektalast biztosit.




On-line SPE-HPLC analizis elrendezés

Fig. 6.1, Scheme of an on-he SPE-LC sydem: (1) waler sample; (Z) pump delivenng sampis; (3 mobhile
F‘I"'i'FT PUm (A} manbala illlzilﬂ.l'I {5) SFE salnimn L (R :|||:-||‘:|ll'.||':-|| ddluiimmn: LT alederdoe (R aowte

A hurok szolgalhat minta-ékeszitésre is. A nagyfoku auto
tizaltsag, gyors jol reprodukalhato analiziseketlarényez.




Integralt eboszlop HPLCben

Columin with Trident™ Intagral Inlet Fitting (to ordar add *-700" to catalog number of column)
and guard cartridge, XG-XF fitting, cap frit, and XF end fitting.

Remove the XF end fitting Add the XG-XF fitting Re-install the XF end The cap frit can be easily
and install the guard car- (order cat.#25026 for fitting with cap frit. replaced if it bacomes
tridge in the end of the Tomm guard cartidges, contaminated,plugged.
catumn. CAL#25062 for 20mim
guard cartridges).

Az elooszlop megvedi asfoszlopot az elkoszolodastal,
és a kioldddastal.




Boritott szilika szemcse szerkezete

Bonded Phase




Javasolt porusatm&kulonbod

molekulasulyt mintakhoz
Pore Size (A) MW?* Range
50 < 1000
100 < 3000
500 500 - 20,000

1000 1,000 - 40,000

10,000 4,000 - 400,000
100,000 40,000 - 4,000,000
1,000,000 400,000 - 40,000,000

Mixed 500 - 10,000,000

Nagyobb molekula sulyd anyag nagyobb porusabimer
igényel, hogy a lukba beleférjen.




Kulonb6d HPLC toltetek dsszehasonlitas

LiChrosorb® . h A regular

LiChrospher®
Supersplier® : _
Purospher® . spherisch

Purospher® STAR

Chromolith® DN SR onolithisch

i

El6nydk: monolit > gbmbalaku > szabalytalan




A leggyakrabban hasznalt (HPLCs
allofazis szerkezete

Bonded Phase

H (ODS or C18)

End-Cap

Surface of

Silica Particle GH,

8 31 C:I]-Ia—d%IH—GHa =1
o
S S B &
';:su_':“ﬁn‘"o‘sn"o “st” s aref
Apolaris anyagoknak nagyobb a retencioja.
Mozgofazis polaris olddszer (viz, metanol, acetdhit




Oldoszerek polaritasi sora

Hexane
Isooctane

Less Polar = Cyclohexane
—— . Carbon Tetrachloride

Better 57 elution solvent

| B Toluene
Better NV~ wash solvent . Ethyl Ether

A Chloroform
Methylene Chioride
Tetrahydrofuran
Ethyl Ester
More Polar = Acetone

- - Acetonitrile
Better VP elution solvent

Isopropancol
Better 5~ wash solvent Ethanoi
Methanol
VWater
Acetic Acid

A polaritas 0sszege lefelé ndévekszik a nyil mentén.




Oldoszerefsség hatasa forditott {§ HPLCs
alléfazison

2-5
80% ACN

213, 15
60% ACN

] > B
1 EJJ\ M 50 % ACN

4 45% ACN

5
I-ﬂ-_,lngk 40% ACN

5 & T a8 9 10 11
Time {min}

Az olddszeraedsseg csOkkenésévad a retencio, felbontas
és az an:zis id6szukseglete




A normal fazisu , szilika HPLCs allofazis
mukodése

stationary

mobile phase
phase

Polar analytes adsnrptl_on
Less polar analytes mechanism

28

Polarosabb anyagoknak, nagyobb a retencigja. A afaz
apolaris oldoszer (hexan, tetrahidrofuran, dikldiamestb.).




Karbamat rovar@ szerek HPLC-UV analizis
specialisan kifejlesztett allofazison

Fast LC Separation of 11 Carbamates
on Ultra Garbamate

Peak List:
1. aldiearb sulfone
2. aldicarb sulfoxide
3, oyl
4. methomyl
3. J-hydroxycarbofutan
6, aldicarh
7. propoxur
8. carhofuran
9. carbaryl
10, methiocarh
11, d-bromo-3.5-dimethylcarbamate

Sample:

Inj.: SuL
Cone.: 50pg/mL
Solvent: metharol

Restek standards:
Catalog# 32274 and 32273 mixed 50:30

Column:  Ultra Carbamate
(Catalog 4 9177355
Dimensions: 50 x 4,6mm
Particle sizg:  3um

Pore size: 100A

Conditions:
Mobilz Phase: A: 90:10 water:methanol
B: 90:10 methanol;acetonitrile
Time (min): “B
0 10
10 o0
Flow: L.3mL/min
Temp.: 27°C
[et.: UV (@ 220nm

LC_0225

ik, CHy ﬂ H,C\ JHy |
. thy
i .
. S

R " oH
Hac\\ //“\\ f;’?.-; R\o‘f \\NH,f 3 ,;,4’7 \“o - \NH‘J
AN —‘ H .
¢ Sy 1 Aldicarb suffone u ‘ 2 Aldicarb sulfoxide
.1 °
N o, ﬂ
£ e i A
//\\5?' o W Mot /‘7 \O.f’ i !

Hoo =N
s Ty, | 3. Oxamyl 5| 4. Methomyl
Byt

Hac\ /CHG j
W b N A
., /&\v?f;’;’ \D.f’ \NH

3
6. Aldicarb i

oH| B, 3-Hydroxycarbofuran‘ o | 7. Propoxur

a
) *’f“\ ,:-’EHS v \NH /EHz

fH

JL ‘,.ICHa
D.-" \\IH,

v /CHa
@i%%

8. Carbofuran 9. Carbaryl

10. Methiocarh

Az anyagok bbomlasuk miatt nem alkalmasak
GCs elemzésekre.




Geélkromatografia (méretkizarasos, size
exclusion), alapja

I,"...I Ti |".| F k
. |
% 5
e £
-"'-.-| % L # i #
.

-
-
T
I
i
-
i
T
-

L

SEC separation of two macromolecular sizes: (1) sample naxture before
entering the column packing; (2) sample mixture upon the head of the
column: (2) size separation begins: (4) complete resolution.

A nagy molekuldk mivel nem férnek be a kis csatkibaa
kisebb kdlcsOnhatassal birnak, ezért hamarabbdelnak




loncserés kromatografia elve

0
: y
H—CHE— SI'J3 H—O— CHéC\
O¢

S-cation exchanger CM-cation exchanger

r =
stationary mobile phase

CH CH,

H—N—CH H CH; CH_—NH

CH CH,

Q-anion exchanger DEAE-anion exchanger

Az allofazis ionjai visszatartjak az ellentetedddl ionokat.
Az erssebb ionoknak ( Ck CO,>) nagyobb a retencidja.




Anionok analizise ppb szinten
lonkromatograffal szupresszor segitsegév

T ke lonPac®A514 24nm
Buert: 0 b K OHfor B min, fram B - 17
rrin gradiert to 45 mbd KOH
Buert Source: EG40
Flaw Fate : 0.5 tnLknin
hjection: 1 mlL
Detecion: Sl ppreszed conductiaty, ASES-
LILTRA8, exdemal nater mode
Peaks: . Fluoride
. Glycoate
4 . b atate
um . Fom ;te
. Chionde
. Mitrite
. Cahonde
SLfate

15 21 25 A Cxaate
10 Bromide
hnutes 11, Hitrate

12 Phosphae

A szupresszor az elvalasztas utan az ellenionotéato
ezert az oldat vezé&tépessegeben a minta ionjainak
megro a szerepe.




Kulonbda detektorokkal elerhétkimutatasi
hatar, és szelektivitasuk jellemzese

Elektrokémiai Sz mge 10-12
Tomeg spektrometer U m g 10-11

Fluoreszcens Sz mp| 10-1"
Ultraibolya Sz myy 10-10
Toresmutato U =R 10-7
Fényszoras U 10-7

Sz, szelektiv; U, univerzalis




Diodasoros (DAD) UV-VIS detektor vazlata

Grating

Az UV-VIS detektalas =
meérsekelten erzékenvi \@m;mm

univerzalis modszer.

12 photodiodes

0.146 |

o -
2 0.096 -
2

<

5 C
£ 0.046

0.004 =

U L R e
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320

Wavelength, nm




Karbamat peszticidek HPLC-MS analizise

Table Il. Experimental conditions for the LCIMS analysis of
carbamata compounds.

HPLC Conditions

Column: Uktra Carbamate, 100 mm x 4.5 mm, 3 pm

Mobile Phage & 90% water: 10% methanol with 10mbE ammanium formate
Mobile Phase B 10% acetonitnle: 30% methancl with 10mM ammonium formate
Gradient 9004 1098 to 10%.A 50%B from 0-15 minutes

Inj. \Volume: 10 L Cnamy
Flow Rate 0.75 mLimin to UV detestar, 0.25 mLimin to MSC .

FHydrorycarohran

Mefiocark miz 226:3

MSD Conditions Compound Jon  ConeV Aifcart ke Mz 2233
Detactor, Micromass ZMD daa3 _ . = ; By v

Mode: ESh 2073 i ¢ Cartufuran miz 2223
Capillary V. 350
Extractor; 40 :
lon Energy 04 2383 ' Aifcarh suboiice iz 2073
Multiplier 650 191.2 v
Source Temp: 100°C 2102
Desoby. Temp:  250°C 3

284 i) Aidcart
Gas Flow: 490 Lihr 2 :
Metormyl miz 1632

b=
=

nire Progasr miz 2102
163.2 5y -

I - SRk B L S R

Cartany| miz 2072

= COF R

2263
*Ammonium adduct {all other are [M+H]+ ions) ; UV §220rm
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