Metody chromatograficzne w chemii
1 biotechnologii

Wyklad 4




Chromatogratia cieczowa adsorbcyjna

» Faza stacjonarna:

Ciafo state -> chromatografia adsorpcyjna

» Faza ruchoma:

Ciecz -> chromatografia cieczowa

Uktady chromatograficzne

» Ukfad faz normalnych (normal phase):

Faza stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma

» Uktad faz odwroconych (reverse phase):

Faza stacjonarna jest mniej polarna niz faza ruchoma



Uklady chromatograficzne

wypetnienie polarnosc¢

Cl18,C8,C4 niepolarne
fenylowe niepolarne
cyjanowe posrednie
aminowe Polarne lub jonowe

Zel krzemionkowy  b. polarne

Mechanizm
retencji

Van der Waals
Hydrofobowe i pi-pi RP

Hydrofobowe, NP lub RP
dipol-dipol

Dipol-dipol, NP lub
wiazania wodorowe jonowymienna
Wiazania NP
wodorowe

Optymalny rozdziat w optymalnym czasie uzyskuje sie,
gdy polarnosc substancji chromatografowanej jest zblizona do
polarnosci fazy ruchomej i fazy stacjonarne;



Jak dobrac faze stacjonarna?

Masa czasteczkowa < 2000 Da

v

Rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
organicznych

v

Rozpuszczalne w wodzie
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Rozpuszczalne w Rozpuszczalne w Substancja niejonowa Substancja
niepolarnych umiarkowanie polarnych| | lub sél wewnetrzna jonowa
rozpuszczalnikach rozpuszczalnikach H Ll
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Uktad f;
Uk’rad’faz w CHCI, w CH,OH ad faz Fhromat?graﬁa
odwroconych normalnych jonowymienna
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Cl18-C2 Zel Faza zwiazana: Faza zwiazana:
cyjanowa krzemionkowy || cyjanowa lub aminowa| | cyjanowa lub aminowa




Jak dobrac faze stacjonarna?

Masa czasteczkowa >2000 Da

v

organicznych

Rozpuszczalne w rozpuszczalnikach
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v
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Rozpuszczalne w wodzie
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Rozmiar < 30 nm

Rozmiar > 30 nm

Substancja niejonowa
lub s6l wewnetrzna

Substancja
jonowa

l_l

lJ

¢ —

p
Ukfad faz Chromatografia wykluczenia Rozmiar Rozmiar Chromatografia
odwroconych <30 nm >30 nm | jonowymienna
I — —
C I 8-C2, Uk’rad,faz Chromatografia wykluczenia
cyjanowa odwroconych
v
CI18-C2,
cyjanowa




Rozpuszczalniki NP

Rozpuszczalnik _ Iokallzaqa UV [nm]

Pentan, heksan 0.00 201
Chloroform 0.26 Nie 247
Eter dietylowy 0.38 Tak 219
Octan etylu 0.48 Tak 258
Dioksan 0.51 Tak 215
Acetonitryl 0.52 Tak 192
Metanol 0.70 Tak 210

Dla nieznanej mieszaniny zaczynamy od eluentu o sredniej mocy elucji.

Faza ruchoma musi by¢ mniej polarna od sktadnikow substancji
chromatografowane;j!



Rozpuszczalniki RP

Rozpuszczalnik | Absorbcja | Wspotczynnik | Lepkosc Temperatura
Swiatta zatamania wrzenia [°C]
[nm] Swiatta

Woda 190 [.333 I 100

Metanol 205 |.3284 0.55 64.7

Acetonitryl 190 |.3441 0.38 81.6

Tetrahydrofuran 212 1.4072 0.55 66.0

Faza ruchoma: mieszanina wody (bufor, wodny r-r kwasu) oraz sktadnika organicznego.

Wzrost udziatu wody (%) — wzrost czasu retencji analitow.



Sposoby elucji

Gdy jeden rozpuszczalnik nie wystarcza ? ([ ®®

ye

-

» Elucja izokratyczna — wykonana z uzyciem eluentu o statym
sktadzie (np. mieszanina metanolu i wody w stosunku 6/4)

» Elucja gradientowa — ciagfa zmiana skfadu eluentu w celu
zwigkszania sity elucji np. sktad fazy ruchomej w trakcie
rozdzielania zmienia sie od 10% metanolu w wodzie do 90%
metanolu w wodzie)



Sposoby elucji

Elucja izokratyczna Elucja gradientowa

%B %B

v

Elucja gradientowa stosowana jest wtedy, gdy rozdzielana mieszanina
sktada sie z substancji znacznie rozniacych sie retencja.



Sposoby elucji

Elucja skokowa/krokowa Elucja gradientowa

%B %B

v

v

»  Sita elucji moze sie zmienia¢ w sposob krokowy lub ciagly ale nie moze malec!



Gradient

» Wartosc gradientu opisuje zmiana zawartosci sktadnika B w czasie
gradientu:

G = A%B / tg

» Najczesciej wartosc gradientu powinna byc¢ stata, co oznacza
gradient liniowy.

» Koncowy sktad gradientu powinien gwarantowac wymycie
wszystkich analitow w czasie chromatografii.

» Od wartosci gradientu zalezy efektywnosc rozdzielania!
G|

Szerokosc piku,
odleglosé miedzy pikami, Czyli detekcjaT rozdzielczoéél

czas rozdzielania.

o000




Gradient

» Aby wyniki rozdzielania byty powtarzalne nalezy
przeprowadzic regeneracje kolumny i doprowadzic ja do
stanu poczatkowego

Elucja gradientowa z regeneracja kolumny

%B A
100% |




Elucja izokratyczna
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Elucja izokratyczna
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Elucja izokratyczna
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Clucja krokowa
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80% CH4CN

45% CH4CN

30% CH4CN

Absorbance at 220 nm ——
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Elucja gradientowa

10% B to 90% B 8
T over 40 min
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Elucja gradientowa
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Elucja gradientowa

30% B to 82% B 8
T over 40 min
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Elucja gradientowa

30% B to 82% B 8

T over 20 min
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Elucja gradientowa

» Optymalizacja gradientu:

» Wykonaj chromatografie w szerokim zakresie gradientu (np. 5-
90% B) o dtugosci 40-60 min.

» Usun fragmenty gradientu przed pierwszym pikiem i po
ostatnim piku.

» Sprobuj skrocic czas gradientu.

» Jezeli rozdziat nie jest akceptowalny, to sprobuj gradientu
krokowego.



Optymalizacja chromatografii

» Wybor parametrow poczatkowych
Faza stacjonarna CI18 z ziarnem 5 um.
Kolumna 0.46 * |5 cm
Przeptyw 2.0 mL /min
Faza ruchoma’

Gradient 5% B do 95%B

Probka 25-50 L, zawierajaca 25-50 pug kazdego z analitow



Probka

» Probka powinna byc
rozpuszczona w
rozpuszczalniku o sile
elucji mniejszej niz
stosowany eluent.

Sample dissolved
*/ in CH,OH

U

Sample dissolved ="
in 90:10
H,O/acetonitrile

Time (min)



Optymalizacja chromatografii

» Wybor rozpuszczalnika organicznego
» |.Acetonitryl (niska lepkosc, szeroki zakres UV)
» 2. Metanol (wyzsza lepkosc i gorszy zakres UV)

» 3.Tetrahydrofuran (wezszy zakres UV, wolne
rownowazenie z faza stacjonarng)



Dobor rozpuszczalnikow

» Sktad mieszanin elucyjnych o podobne;j sile elucji (eluenty
izoeluoropowe) mozna okreslic za pomoca nomogramu:

o 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
AcetonitrileH,0 +—"+—"F"F+—""F+—+—F+—+—"+—+

0 20 40 60 80 100
Methanol/H,0 +H—+—+—~F+—H4—*+—"F+— I I '

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
|

—o

Tetrahydrofuran/H,O

Lepszy rozdziat sktadnikow bez zmiany czasu chromatografowania.



Optymalizacja chromatografii

» Optymalizacja dla uktadu woda/acetonitryl
(chromatogram A)

» Optymalizacja dla uktadu woda/metanol
» (chromatogram B)
» Optymalizacja dla uktadu woda/tetrahydrofuran

» (chromatogram C)

Acetonitrile 4

3

40% MeOH 32% THF
60% bufor B A ’ T 68% bufor
N
IJé1IL'J‘|I52I02I5‘3I03I5 W 0 5 10 15 20 25

Time (min) / Time (min) Time (min)
Methanol 30% MeCN Tetrahydrofuran

70% bufor



Optymalizacja chromatografii

» Chromatogramy dla mieszanin eluentow z punktow A, B i
C w stosunku |:1, czyli:

» A:B, chromatogram D
» B:C, chromatogram E
» A:C, chromatogram F
» Chromatogram dla mieszaniny:
» A:B:C (l:1:1), chromatogram G



Optymalizacja chromatografii

30% MeCN CH3CN
70% bufor

32% THF
60% bufor CH,OH CH,OH THE 68% bufor



Optymalizacja chromatografii
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Optymalizacja chromatografii

» Strategia procesu:
Wybor metody LC
Wybor kolumny chromatograficznej
Dobor wstepnych warunkow rozdziatu
Wykonanie eksperymentu

Analiza otrzymanych wynikow i ocena jakich zmian
nalezy dokonac w celu optymalizacji procesu



Optymalizacja chromatografii

» Cel:

Odpowiednia rozdzielczosc
Krotki czas analizy/rozdzielania

Ostre piki (wysoka efektywnosc kolumny)

» Parametry:
Wspotczynnik retencji 0.5 <k’<20
Rozdzielczos¢ R = 2
Cisnienie p < |5 MPa (150 bar)



N=2000

Optymalizacja chromatografii

Particle size
=4 pm
1 (a)
§ N=7500
§ Particle size K plates
- =17 pm
[=]
/ g (o)
1 a—1 k 3
R —— N -_— — Particle size
>4 a )J\k'+1
(<)
o1 2 3 4 3
Time (min)
» Efektywnosc » Selektywnosc » Retencja
Dtugosc kolumny Zmiana fazy ruchome;j Zmiana sity elucji fazy
Predkosc¢ przeptywu Zmiana pH fazy ruchomej ruchome;
Wielkosci ziarna Zmiana fazy stacjonarnej

Zmiana temperatury



Chromatogratia nadkrytyczna

» Pofaczenie technik Chromatografii Cieczowe;j
Chromatografii Gazowe;

» Zastosowanie:
Zwiazki o matej lotnosci i duzych masach czasteczkowych,
Zwiazki o matej trwatosci termiczne;j,
Zwiazki o bardzo duzej polarnosci,

Zwiazki chiralne.

Mozliwosc zastosowania szerokiej gamy detektorow



Chromatogratia nadkrytyczna

» W chromatografii
nadkrytycznej faza ruchoma
jest ptynem w stanie
nadkrytycznym

» Utrzymanie ptynu w stanie
nadkrytycznym wymaga
odpowiedniej temperatury i
cisSnienia
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Chromatografia nadkrytyczna

» Plyn w stanie nadkrytycznym na witasciwosci korzystne dla
chromatografii:

Niska lepkosc
Umiarkowany wspotczynnik dyfuzji (nie ma problemow z wymiana masy)
Odparowuje przy cisnieniu normalnym

Gestosc porownywalna do cieczy (dobre witasciwosci jako
rozpuszczalnik)

parametr Ptyn w stanie
nadkrytycznym

Wspotczynnik ~ 0.01 — 1.0 (0.5-2.0)10° (0.5-3.3) 104
dyfuzji [cm?/s]
Lepkodé [g/s cm]  (2.0-9.9) 104 (0.3-2.4) 102 (0.5-3.5) 10

Gesto$é [glem®]  (0.6-2.0) 102 0.8-1.5 0.2-0.9



Chromatografia nadkrytyczna

» Ditlenek wegla:
Punkt krytyczny 31.3 °C
Cisnienie krytyczne 72.9 bar
Gestosc 0.448 g/cm?3
Zdolnos¢ do tworzenia wigzan wodorowych (zasada Lewisa)
Niska polarnosc (podobna do heksanu)

Mozliwosc dodatku rozpuszczalnikow polarnych: alkohole,
aminy, woda



Chromatogratia nadkrytyczna

» Optymalizacja parametrow:
Temperatura
Cisnienie
Gestosc fazy ruchomej

Dodatki polarne

» Wspotczynnik retencji wzrasta wraz z wzrostem
temperatury (dla niskich temperatur) a nastepnie maleje.

(W chromatografii nadkrytycznej na rozdziat ma wptyw wiecej czynnikow niz
w jakimkolwiek innym rodzaju chromatografii!)



Chromatogratia nadkrytyczna

4

Podziat gradientowy mozna
zrealizowac poprzez
Zmiane
cisnienia/temperatury.
Zmiana cisnienia powoduje
zmiane gestosci CO,.
Zwiekszanie gestosci CO,
powoduje zwiekszenie
polarnosci (od heksanu do
dichlorometanu).
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Podsumowanie

» Optymalizacja gradientu pozwala na szybkie i efektywne
rozdzielenie mieszaniny substanc;ji.

» Chromatografia nadkrytyczna posiada wiele zalet:
Dobra rozdzielczosc,
Wysoka sprawnosc,
Krotki czas analizy (dzieki obnizeniu oporow wymiany masy)

Maty udziat rozpuszczalnikow organicznych.



