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Chromatografia

» Chromatografia to technika analityczna (oznaczanie ilosci
zwigzku, okreslenie czystosci analitu, sledzenie postepu
reakcji) lub preparatywna (rozdzielanie sktadnikow
mieszaniny, wyodrebnienie analitu).

» Dobor odpowiedniej techniki chromatograficznej zalezy
od zakfadanego celu (analiza lub rozdziat) oraz wtasciwosci
analitu.

» W zaleznosci od parametrow uktadu, dana technika moze
miec rozne zastosowanie.



Chromatografia

» Chromatografia cienkowarstwowa
(thin-layer chromatography, TLC)

zastosowanie analityczne / |

zastosowanie preparatywne \




Rozdzial chromatograficzny

» Cel: rozdziat mieszaniny na poszczegolne skiadniki.

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



Chromatografia
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Rozdziat chromatograficzny
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Chromatografia cieczowa adsorpcyjna

» Faza stacjonarna:

» Ciato state — chromatografia adsorpcyjna

» Faza ruchoma:

» Ciecz — chromatografia cieczowa




Uklady chromatograficzne

» Uktad faz normalnych (normal phase):

Faza stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma

Np. w chromatografii kolumnowej grawitacyjnej lub
chromatografii typu flash

......




Uklady chromatograficzne

» Uktad faz odwroconych (reverse phase):
Faza stacjonarna jest mniej polarna niz faza ruchoma

Np. w wysokosprawnej chromatografii cieczowej z
odwroconymi fazami (RP-HPLC)




Uklad faz normalnych

» Faza stacjonarna:

Sole nieorganiczne:
krzemian magnezu,
weglan magnezu,
weglan wapnia

Tlenki nieorganiczne:

tlenek krzemu - zel
krzemionkowy,
krzemionka,

tlenek glinu - alumina,

tlenek cyrkonu,
tlenek tytanu,

tlenek magnezu



Zel krzemionkowy

» Podstawowe cechy zelu krzemionkowego (silica gel):

- duza porowatosc, duza powierzchnia wfasciwa, silne
wiasciwosci adsorpcyjne (wfasciwosci higroskopijne),

- chemiczna obojetnosc,

- wysoka wytrzymatosc mechaniczna,

- wytrzymatosc¢ na wysoka temperature (nawet do 900 °C).



Zel krzemionkowy
» Otrzymywanie

Z wodnego roztworu krzemianu sodu
Na,SiO; + HCI — SiO, » H,O + NaCl

Z alkoholanu krzemu

NH,OH
Si(OEt), — SiO, * H,0O + EtOH



Zel krzemionkowy jako zloze
Zalety

» najtanszy

» szerokie zastosowanie

Wady
» wrazliwy na wysokie pH (pH>8)

» wrazliwy na wysokie stezenia alkoholu lub wode




Zel krzemionkowy

» Krzemionka jest polarnym adsorbentem o ogdlnym wzorze
sumarycznym SiO, ¢ nH,0. Jest to materiat porowaty i
amorficzny o bardzo rozwinietej powierzchni wtasciwej od 200

do 800 m?/g.

Hydrogen-bonded vicinal silanol groups

Siloxane

Isolated bonds

silanol
groups

Geminal
silanol
groups

OH OH



Zel krzemionkowy

» Na powierzchni zelu krzemionkowego znajdujg sie grupy:

OH OH OH OH OH
silanolowe: Si-OH ‘ \ / | ‘
siloksanowe: Si-O-Si S :

» Obecnos¢ przede wszystkim polarnych grup silanolowych
powoduje, ze jest on polarng fazg stacjonarng. Wtasciwosci
roznych grup silanolowych zalezg od wzajemnej odlegtosci i
przestrzennego rozmieszczenia.

» Zel krzemionkowy moina modyfikowaé odpowiednimi
metodami syntezy.



Zel krzemionkowy
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Zel krzemionkowy

Sifa elucji zalezy od zdolnosci
_Si—OH N rozpuszczalnika do tworzenia

Y~ 8i—O0H U \1 wiazan wodorowych z krzemionka.




Zel krzemionkowy

porowatos$¢ 50 %; S = 150 m?/g porowatosé¢ 70%; S = 300 m?/g



Zel krzemionkowy

60741 SIGMA-ALDRICH

Silica gel
high-purity grade, pore size 60 A, 70-230 mesh, 63-200 pm, for column chromatography

< KARTA CHARAKTERYSTYKI SUBSTANCJI CHEMICZNEJ SIMILAR PRODUCTS

CAS Number 112926-00-8 EC Number 231-545-4 MDL number MFCD00011232
PubChem Substance ID 24881958¢

Skala mesh jest powszechnie uzywana do
okreslania wielkosci ziarna materiatow sypkich.
Numer ziarna w tej skali oznacza ilos¢ oczek sita na
dtugosci jednego cala, przez ktére materiat sie
przesypat a zatrzymat na kolejnym sicie o mniejszych
oczkach, np.:

nr ziarna srednia wielkosé¢
[mesh] mo

70 200
230 63




Zel krzemionkowy

Kolumny do chromatografii Flash

Wielkos¢ ziarna: 15,30 50 um

Wielko$¢ poréw: 60 A
Powierzchnia: 500 m?/g

s e
Stabilnos¢ pH: 1.5 - 6.5 i e
Cisnienie do 22 bar ee=—ne

Mumer produltu Opis

ECISI004 A40-6.3 Pm, |T|:atr|x active group silica, bed wt. 4 g, for use with Isco
and Analogix flash systems

ECISI012 40-63 Pm, |T|atr|'x active group silica, bed wt. 12 g, for use with lsco
and Analogix flash systems

ECISI025 40-63 Pm, |T|atr|'x active group silica, bed wt. 25 g, for use with lsco
and Analogix flash systems

ECISI0A0 A40-6.3 pm, |T|:atru{ active group silica, bed wt. 40 g, for use with lsco
and Analogix flash systems

ECISIO80 A0-63 Pm, matrix active group silica, bed wt. 80 g, for use with lsco

and Analogix flash systems



Zel krzemionkowy

SIHP-OP f I ] puriFlash® U11L26 0000656
Fooas 22 bar &

terchia  PF-30SINP-JP-FOOZS

Siica SOReWSer A
High Performance GOLD
US. Patent 7,776,220, Foreign Patents Granted
24g HP Silica
CV35.9 mL — 35 mUmin

High Pertormance GOL
US. Patent 7,776,220, Foreign Patents Granted
12g HP Silica
CV 16.8 mL — 30 mU/min
27

ram Flas)

CV 4.8 mL - 18 mUmin

max. pressure 600 psi (41 bar)
20 mg - 400 mg sample.
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cv 16.8 mL — 30 mU/min
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4 Gram Flash Column
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Zel krzemionkowy

Kolumny do HPLC

modyfikowana krzemionka

Nazwa

ACE
Chromolith
Exsil

Genesis
Hypersil GOLD
Silica

Kromasil
LiChrosorb
NUCLEOSIL

Producent

ACT
Merck

Grace Davison
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Eka Chemicals
Merck
Macherey-Nagel

wielkos¢ ziarna WielkosS¢ poréow

(um)
3,5, 10

3,5,10
4,7,15

1.9,3,5

13.5,5,7,10
5,10
3,5,10

(A)
100

100
120

175

60, 100

60, 100
100, 120

Powierzchnia
(m?/g)
300

200
170

220

540, 320

490, 300
350, 200



Zel krzemionkowy




Zel krzemionkowy

» Wielkosc¢ ziarna a cisnienie

u,nL

P = fm"zdzz9

p — ciSnienie

f — czynnik opisujacy ksztatt ziaren
u.— przeptyw

n — lepkosc

L — dtugosc kolumny

r — promien kolumny

dp— rozmiar ziarna



Kolumny monolityczne

)

Ztoze monolityczne - ciagta, jednolita struktura porowata, w
postaci szkieletu potaczen, sporzadzona poprzez polimeryzacje
lub zespolenie w inny sposob (spieczenie, osadzenie,
skompresowanie) materiatu wewnatrz kapilary posiadajaca
wilasnosci chromatograficzne.

» Jednorodne kawatki zelu krzemionkowego

4

Makropory 2 um
Mezopory |3 nm
Powierzchnia ok. 300 m?/g

Porowatosc 80%




Kolumny monolityczne




Kolumny monolityczne

00019035 S5 um



Kolumny monolityczne

» Zalety:

zwiekszona przepuszczalnosc dla rozpuszczalnikow,
mniejsza wysokosc potki teoretycznej,
selektywnosc podobna do pakowanych kolumn,
mozliwe wyzsze przeptywy.

» Wady:

niska dostepnosc.



Kolumny monolityczne

MilliporeSigma™ Chromolith™ SemiPrep Monolithic HPLC
Columns

Patented, monolithic silica technology allows ultra-fast and robust separations using standard HPLC systems

$2121.00 - $2465.00

Specifications

Diameter (Metric) 10mm
Length (Metric) 100 mm
Porosity =80%
Quantity 1/Pk.
Surface Area 300 m/g

View More Specs



Monolit vs zel krzemionkowy




Modyfikowany zel krzemionkowy
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Modyfikowany zel krzemionkowy

g |

Wica  §j—0—si—R

particle |
J CH3
ﬁ_l

Zwiazana faza stacjonarna



Modytfikowany zel krzemionkowy

Rodzaj modyfikacji | Grupa funkcyjna _

n-alkany -CH,CH;, C2
-CH,(CH,),CH, C4
-CH,(CH,),CH, C8
-CH,(CH,) (CH; Cl8
fenyl -CH,(CH,) .CH; Fenylowa
cyjanopropy! -CH,(CH,),CN cyjanowa
perfluoroalkan -CH,(CF,) ,CF;

amid -CH,(CH,),NHCO(CH,).CH,



Modyfikowany zel krzemionkowy

®

» Pochodne z grupami O=3i—cis N

metylowymi sa wrazliwe na @
niskie pH.
» Grupy izobutylowe oM 1O o
zwiekszaja stabilnosc w @
niskim pH.

O -Si—C18 O -Si—C18

Silica @ Silica &



Modyfikowany zel krzemionkowy

» Podwojne przytaczenie grup siloksanowych powoduje ich
stabilnosc w zakresie pH 2-11.5

S i
/ \ /\
o CH; HC o

2 silica



Uklad faz odwroconych

» W ukfadzie faz odwréconych (RP) faza ruchoma
jest bardziej polarna niz faza stacjonarna.

» Najbardziej typowym przyktadem fazy stacjonarnej jest
ClI8.



Uklad faz odwroconych

» Sposob otrzymywania
modyfikowanego zelu
krzemionkowego ma bardzo
duzy wptyw na retencje.

» Wspotczynniki retenc;ji
toluenu i etylobenzenu dla

roznych faz C18.
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Rozpuszczalniki

» Cechy dobrego eluenta:
odpowiednia lepkos¢,
kompatybilnos¢ z detektorem,
dostepnosc o czystosci wymaganej w chromatografii,
mata toksycznosc,
niski koszt,
brak reaktywnosci z faza stacjonarna i analitami.

Thermo Scientific™

Pierce™ Acetonitrile (ACN), LC-MS Grade
Catalog number: 51101

Related applications: Protein Mass Spectrometry Analysis

Technical Support | Customer Service

Catalog Number Unit Size Price (PLN)

428,00
v 51101 1L )
Your Price: Sign In @



Rozpuszczalniki

» Rozpuszczalniki mozna uporzadkowac zgodnie z ich sifa elucji,
ktéra wyrazona jest parametrem &°

» €9= 0 przyjeto dla oddziatywania pentanu z adsorbentem.

» Sita elucji:
charakteryzuje energie oddziatywania rozpuszczalnika z faza
stacjonarna,
jest proporcjonalna do polarnosci rozpuszczalnika,

zalezy od adsorbentu.



Rozpuszczalniki

» Rozpuszczalniki
sklasyfikowane wedtug
mocy elucyjnej nazywamy
szeregiem
eluotropowym
rozpuszczalnikow

Rozpuszczalnik
pentan, heksan,oktan
chloroform

chlorek etylenu

eter di-1zo-propylowy
1.3 dichloroetan

eter di-etylowy

eter metylo-terta butylowy
octan etylu

dioksan

acetonitryl

1-lub 2- propanol
metanol

kwas octowy

woda

0,00
0,26
0,30
0,32
0,34
0,38
0,48
0,48
0,51
0,52
0,60
0,70
duza
b. duza



Rozpuszczalniki

» Mieszaniny rozpuszczalnikow o sile elucji € = 0,4 na zelu
krzemionkowym:

40 % tetrahydrofuranu w heksanie,
50 % octanu etylu w heksanie,
|5 % izopropanolu w heksanie,

50 % octanu etylu dichlorometanie.



Rozpuszczalniki

» Wspoftczynnik retencji jest zalezny od sktadu fazy ruchome;j:
log k =c-nlog (% B)

C, h - state

7%B — zawartosc rozpuszczalnika bardziej polarnego

» Im wiecej sktadnika polarnego w fazie ruchomej tym
mniejszy wspotczynnik retencji.



Uklad faz normalnych -

) I 4 LX) Kwasy
> Kolejnosc elug;i [/ Karboksylowe

zwiazkow z zelu Amidy

. . Alkohole/aminy
krzemionkowego zalezy
od ich polarnosci.

Estry/aldehydy
Zwigzki nitrowe
Etery

> Im bardziej polarny

~Sulfidy
zwiazek tym wolniej sl
deZie eluowat. | aromatyczne
Olefiny
alkany
]

7



Uktad faz odwroconych

» Eluent: woda i rozpuszczalnik organiczny mieszajacy sie z
woda.

Rozpuszczalnik | Absorbcja | Wspétczynnik | Lepkos¢ Temperatura
Swiatta zatamania wrzenia [°C]
[nm] Swiatta

Woda 190 1.333 I 100

Metanol 205 1.3284 0.55 64.7

Acetonitryl 190 |.3441 0.38 81.6

Tetrahydrofuran 212 1.4072 0.55 66.0



Uktad faz odwroconych

» Najbardziej polarny rozpuszczalnik — woda ma

najmniejsza site elugji.
4 gk

(1) Metanol
(2) Metanol/woda, 9/1
(3) Metanol/woda, 8/2

\ H(CH,). COOMe




Uktad faz odwroconych

» Uzywanie wody bez dodatku
rozpuszczalnika organicznego
moze zaburzyc strukture fazy
stacjonarne;.

» Typowo chromatografie
prowadzi sie od 10% ACN do

b).

90% ACN. L
5502 H:"-_’I ]Ifnif-" -
O un



Uklad faz odwroconych

» Rownowaga kwasowo-zasadowa (obecnosc zasad lub kwasow) zaburza
proces chromatograficzny

“**hﬁgﬂ)

K,
1+ ()
k — wspotczynnik retencji

ko — wspotczynnik retencji formy uprotonowanej (neutralnej)
k, — wspotczynnik retencji formy zjonizowane;
K, — stata dysocjacji kwasu

e =

» W ukiadach faz odwroconych ze wzgledu na wykorzystywanie eluentow ze
stosunkowo duza iloscia wody, czyli warunkow sprzyjajacych dysocjacji
elektrolitycznej, jest szczegolnie istotne ustalenie takiej wartosci pH eluentu, by
rownowaga byfa ustalona ,,po stronie” niezdysocjowanej postaci kwasu.



Uktad faz odwroconych

|- kwas 2-nitrobenzoesowy

2 — kwas ftalowy

3%

4 — kwas 2-fluorobenzoesowy

5 — kwas 3-cyjanobenzoesowy

6 - kwas 2-chlorobenzoesowy

7 — kwas 3-nitrobenzoesowy

8 — kwas 3-fluorobenzoesowy

9 — kwas 2,6-dimetylobenzoesowy

1,2

pH =25 4
5 6.7 g
-
pH = 3.0 2
G q "
4 A
pH = 3.5 11°°
pH = 4.0
5 7
0 10 20 30



Uklad faz odwroconych

» Aby unikna¢ problemow z rownowagami kwasowo-
zasadowymi do eluentow mozna dodac silnego kwasu
organicznego.

» Typowo 0.05% kwasu trifluorooctowego (TFA).

» pK, =0.23 O



Uktad faz odwroconych

Non-Polar Analyte ) —>

Physical Representation

Stationary Phase Stationary Pha

Silica Support Silica Support

Elution
Strength




Podsumowanie

» Najczesciej stosowane fazy stacjonarne to: zel
krzemionkowy (NP) i C18 (RP).

» W zaleznosci od rodzaju substancji rozdzielanych mozna
uzyc uktadu faz normalnych lub odwroconych.

Marmal phase HFLD Reverse phase HPLC

Polarity of sample componenets: 43321 M



