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Rozdzial chromatograficzny

» Cel: rozdziat mieszaniny na poszczegolne skiadniki.

» Elementy uktadu chromatograficznego:
- mieszanina podlegajaca rozdzieleniu na skfadniki,
- faza stacjonarna (ztoze),

- faza ruchoma (eluent).



Rozdziat chromatograficzny
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Rozdziat chromatograficzny
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Retencja

)

Retencja (fac. retentio) — zatrzymanie, powstrzymanie.

W metodach chromatograficznych rozdziat i analiza mieszanin
wynika z faktu, ze kazdy zwiazek chemiczny wykazuje
zazwyczaj inne powinowactwo chemiczne lub inny stopien
oddziatywan fizycznych z faza stacjonarnag. Czym to
powinowactwo jest silniejsze tym diuzszy jest czas retenc;i
(sktadnik dtuzej pozostaje na kolumnie).

Czas retencji — ilosci czasu potrzebnego do przejscia przez
cala dlugosc¢ fazy stacjonarnej okreslonego sktadnika
analizowanej mieszaniny (od momentu nastrzykniecia mieszaniny
na kolumne, do pojawienia sie maksimum piku odpowiadajqcego
danemu analitowi).



Chromatogram
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Retencja

Ve=t, X F

t.’— zredukowany czas retencji

t, — catkowity czas retencji

t,, — czas retencji substancji niezatrzymywanej (czas martwy)
Vi, — objetos¢ retenc;ji

F — przeptyw



Retencja

» Wspotczynnik retencji (k) — stosunek ilosci czasu
przebywania substancji w fazie stacjonarnej i fazie ruchome;.
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Retencja

» Gdy kazdy sktadnik mieszaniny wykazuje zroznicowana retencje, uktad
chromatograficzny jest selektywny wobec skifadnikow rozdzielane;
mieszaniny. Selektywnos¢ uktadu chromatograficznego jest opisywana z
zastosowaniem stosunku wspotczynnikow retencji  sasiednich  stref
rozdzielanych substancji o wiekszej i mniejszej retencji i nosi nazwe
wspotczynnika rozdzielenia ().
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» Im bardziej a jest rézne od 1 tym lepiej substancje sie rozdzielaja.

» Wspotczynnik rozdzielenia wyznaczony wzgledem wzorca nazywamy
retencja wzgledna.



Pik chromatograficzny
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Rozdzielczosc
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R, — rozdzielczosé

Aty — roznica czasow retencji dwoch substancji
w,, — Srednia szerokosc pikow

AVp — roznica objetosci retencji dwoch substancji
w}, — szerokosc piku przy podstawie

W,y — Srednia z szerokosci potowkowych pikow



Rozdzielczosc
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Rozdzielczosc

Rozdziat substancji zalezy od:
» Szerokosci pikow — efektywnosc (nie za szerokie)

» Odlegtosci pikow — selektywnos¢ (co najmniej
rozdzielone do podstawy)
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Rozdzielczosc

Przyktad:

Czy piki na ponizszych chromatogramach maja poprawna rozdzielczosc?

—

Absorbance at 220 nm

Absorbance at 220 nm —

N

2,3
| 5 8
4 7
6
| 1 | 1 1 l L 1 1 1 I 1 A1 1 L I 1 1 L I 1 1 1 1 I 1
0 5 10 15 20 25
Time (min) ——
3
2
4
1IN A
——-\\,—AJ —
M I 1 1

Wk

35 60 65 70

5

\ fl A
N BT RS RS I P'. TN
20 25 30

Time (Mmin) ——



Dyfuzja

Dyfuzja (fac. diffusio 'rozprzestrzenianie') — proces samorzutnego
rozprzestrzeniania i przenikania sie czasteczek lub energii w kazdym osrodku,
wynikajacy z chaotycznych zderzen czasteczek dyfundujacej substancji miedzy
soba lub z czasteczkami otaczajacego ja osrodka.

Proces dyfuzji chemicznej jest opisywany rownaniem dyfuzji i prowadzi do
wyrownywania stezenia (lub temperatury) kazdej z dyfundujacych substancji w
catym uktadzie.
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Dyfuzja

» Strumien (J) to liczba moli substancji przeptywajaca przez

1 m? powierzchni w czasie 1 s.

» Strumien jest proporcjonalny do gradientu stezenia (dc/dx)

B Ddc mol
/= dx\m?-s

D — wspotczynnik dyfuzji
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Dyfuzja

» Od wspotczynnika dyfuzji (D) =zalezne jest odchylenie
standardowe (G) definiujace ksztatt I<rzywe] Gaussa opisujace
pik chromatograficzny.
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Dyfuzja
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Dyfuzja

Substancja Rozpuszczalnik D [m?%/s]
H,O H,0 23 x 1077
Sucrose H,0 0.52 X 107°
Glycine H,O 1.1 X 107°
CH,OH H,0 1.6 X 1079
Ribonuclease H,0 (293 K) 0.12 X 107°

(FM 13 700)

Serum albumin H,0 (293 K) 0.059 x 1077

(FM 65 000)

I Hexane 4.0 % 107°
CCl, Heptane 3.2 X 1079
N, CCl, 3.4 %1077
CS,(2) Air (293 K) 1.0 X 1073
0,(g) Air (273 K) 1.8 X 1073
H* H,0 9.3 X 10°°
OH- H,0 53X 107°
Lit H,O 1.0 X 107°
Na' H,0 1.3 X 1079
E* H,0 2.0 X 107°
cr- H,0 2.0 X 107°
I H,0 2.0 X 1072



Efektywnosc¢ kolumny

» Kolumna jest podzielona na N przylegajacych segmentow,
ktore nazywamy potkami teoretycznymi.

» Tworcy teorii potek, Archer Martin i Richard Synge,
zostali nagrodzeni Nagroda Nobla w 1952 r. za ich wktad

w rozwoj chromatografii.




Efektywnosc¢ kolumny

o W kazdej potce teoretycznej
zachodzi petnha rownowaga
analitu pomiedzy faza ruchoma a
stacjonarna.

Maohile
phase

Stationary
phase

one theoretical plate
« > Desorption

-} Adsorption
O Analyte




Potki teoretyczne

» Lepsza separacja analitow nastepuje wtedy, gdy:
jest wieksza liczba potek teoretycznych

potki teoretyczne sa nizsze

L — dtugosc¢ kolumny

L — N X H N — liczba potek

H — wysokosc potki

e Chis

concentratian of solute




Potki teoretyczne
» Szerokosc pikow zwieksza sie wraz z zwigkszajacym sie
czasem retencji (konsekwencja dyfuzji).

Im mniejsza wysokosc potki teoretycznej, tym wezszy pik.
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Potki teoretyczne

» Kolumny moga miec bardzo duzj liczbe potek
teoretycznych (miliony).

» Kolumny moga zachowywac sie tak jakby miaty rozne
liczby potek teoretycznych dla roznych rozpuszczalnikow.

» Liczbe poétek (N) mozna wyznaczyc eksperymentalnie:

2 2

% %
N =162 N =554 —

Wy Wi/2

Vi — objetosc retencji
w, — szerokosc¢ piku u podstawy
w,, — szerokos¢ potowkowa piku



Potki teoretyczne

» Wysokosé¢ potki teoretycznej (H)
e GG
N 16 \Vp 16 \ tp

» Efektywna liczba pétek teoretycznych (N)

N =16 (V—R)Z — 16 (t—R)

Wp Wp

2

L — dtugosc kolumny

w,— szerokosc piku przy podstawie
V() — (zredukowana) objetos¢ retenciji
t0); — (zredukowany) czas retenc;ji



Rownanie Van Deemter’a

Rownanie Van Deemtera wyraza wplywy roznych czynnikow na
szerokosc piku i wysokosc rownowazna potce teoretyczne;.

10—

== \an Deemter equation H
of-| 1 multiple paths term A

L longitudinal diffusion term ~ B/u

mass transfer term (Cs + Cpp)*u

H=A+B/u, + Cxu,_ T :
H — wysokos¢ potki teoretycznej & | .
A — dyfuzja wirowa L |
B/uy — dyfu’z]a podhfzna. L :
Cxuy — opor przenikania masy [ - -
uy — predkosc przeptywu et
0 20 40 60 80 100

Flow Rate (mL/min)



Rownanie Van Deemter’a
» Czynnik B/u, opisuje dyfuzje podtuzna.

» Dyfuzja podtuzna w fazie ruchomej spowodowana jest
przypadkowym ruchem czasteczek rozdzielanej substancji w fazie
ruchome;j.

» Blu, zalezy od szybkosci przeptywu fazy ruchomej. Im wieksza
jest szybkosc¢ przeptywu fazy ruchomej, tym krotszy czas wedrowki

substancji z ta faza i mniejsze rozmycie.

» Substancja ciagle dyfunduje w kierunku od najwyzszego stezenia
powodujac rozmywanie piku.

» Im krocej substancja jest na kolumnie tym rozmycie jest mniejsze.



Rownanie Van Deemter’a

Zone of solute after short
time on column

Longitudinal
diffusion (B/u,)

Zone of solute after longer
time on column

Direction of travel

Poniewaz dyfuzja w gazie jest
znacznie szybsza niz w
cieczy, w chromatografii
gazowej przeptywy powinny
by¢  wieksze niz w
chromatografii cieczowe;.



Rownanie Van Deemter’a

» Parametr Cxu  zalezny jest od oporow powstajacych przy
przemieszczaniu sie rozdzielanych substancji do i od fazy
stacjonarne;.

» Czynnik ten wynika z czasu potrzebnego do rownowazenia
pomiedzy faza ruchomg i stacjonarna.

» Nizszy przeptyw daje szanse na lepsze zréwnowazenie, a to
powoduje wezszy pik.



Rownanie Van Deemter’a
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Rownanie Van Deemter’a

» Wspotczynnik A opisuje mozliwosc przemieszczania sie
pojedynczej czasteczki przez kolumne roznymi drogami.

A=22d,

A — stata charakteryzujaca upakowanie
d, — wielkosc ziarna



Rownanie Van Deemter’a

» Dyfuzja wirowa A zalezy od fazy stacjonarnej kolumny i jest
spowodowana wielokanatowoscia przeptywu fazy ruchome;.

» W kazdej kolumnie czasteczki rozdzielanej substancji poruszaja sie
roznymi drogami, w zwiazku z tym ich czasy przebywania w
kolumnie sa rozne.

» Rozmycie piku zalezy od wymiaru ziaren fazy stacjonarnej, ich
ksztattu, porowatosci, upakowania w kolumnie oraz srednicy

kolumny.
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Wielkosc¢ ziarna

» Zmniejszenie wielkosci ziarna znaczaco (liniowo) zwieksza
liczbe potek teoretycznych.

» Znaczaco zwieksza takze wymagane cisnienie.

Particle size Retention time Plate number Required pressure
d, (nm) (min) (N) (bar)
5.0 30 25 000 19
3.0 18 42 000 87
1.5 9 83 000 700
1.0 6 125 000 2 300

Theoretical performance of 33-pm-diameter X 25-cm-long capillary for minimum plate height for solute
with capacity factor &’ = 2 and diffusion coefficient = 6.7 X 107'" m?/s in water-acetonitrile eluent.

SOURCE: J. E. MacNair, K. D. Patel, and J. W. Jorgenson, “Ultrahigh-Pressure Reversed-Phase Capillary
Liquid Chromatography with 1.0-pm Particles,” Anal. Chem. 1999, 71, 700.



Rozdzielczosc — rownanie Purnella

» Rozdzielczosc (R)) jest zalezna od
Efektywnosci kolumny
Selektywnosci rozdziatu
Retencji wzglednej

~ (% 1 k'
k' +1
efektywnos¢  selektywnosc retencja

N — liczba potek teoretycznych
o — wspotczynnik rozdzielenia
k’ — retencja wzgledna



Rozdzielczosc

» Wymagana liczba potek teoretycznych

2

a )2 k' +1

Nyeq = 16RZ ( =

a—1

R, — rozdzielczosc¢ powinna byc ustalona na poziomie co najmniej |.5



Rozdzielczosc

» Wymagana dtugosc kolumny

2

04 )2 k' +1

Lreq = 16R2H ( -

a—1

R, — rozdzielczosc¢ powinna byc ustalona na poziomie co najmniej |.5



Rozdzielczosc

» Rozdzielczosc zwiegksza sie z dtugoscia kolumny
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Parametry chromatograticzne

mAL 3563 20337

30
20
10

15 20 min

Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: DAD1 A, 3ig=:240,10 Ref=off




Optymalizacja chromatografii

Chromatographic
Optimization N
15 - 25000
14 Analysis Time,
13 Particle Size,
12 Column Length, 20000
" ~ Velocity,
T ‘g ./~ Temperature, —
A 8 .~ Pressure, etc.
= ' &Y .
o 7 g :
S 6 10000
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Interstitial Velocity (cm/s)



Optymalizacja chromatografii

» Najkrotszy mozliwy czas chromatografowania dla
uzyskania zadanego rozdziatu:

- Zmniejszenie wysokosci potki teoretyczne;
- Zmniejszenie rozmiaru ziarna
- Zmniejszenie srednicy kolumny

- Optymalizacja przeptywu i temperatury



Optymalizacja chromatografii - HPLC
» Optymalizacja elucji
- sktad eluentu (H,O,ACN, MeOH, THF)

- stosunek % rozpuszczalnikow w eluencie

- rodzaj elucji (izokratyczna, gradientowa, skokowa)
» Optymalizacja czasu chromatografowania

» Optymalizacja przeptywu




Ocena chromatogramu

1. Odpowiednia rozdzielczosc
2. Krotki czas analizy/rozdziatu
3. Ksztatt pikow
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Ocena chromatogramu

1. Odpowiednia rozdzielczosc

2. Krotki czas analizy/rozdziatu

3. Ksztatt pikow
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Optymalizacja chromatografii-kolumnowa
grawitacyjna

» Optymalizacja elucji
- skiad eluentu (H,O,ACN, MeOH, THF)
- stosunek % rozpuszczalnikow w eluencie

- rodzaj elucji (izokratyczna, gradientowa, skokowa)

» Optymalizacja wielkosci kolumny




Podsumowanie

» Rozdziat chromatograficzny jest dobrze opisany

W miare prostymi teoriami.

» Opisywane zaleznosci ufatwiaja optymalizacje
procesu chromatografii.



