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Chromatografia

/ greckiego chromatos = barwa
grapho = pisze

1903 — rozdzielenie ekstraktu roslinnego na

CaCO, przy wymywaniu benzenem

1872-1919
Michait Semenowicz Cwiet
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Wybrane wazne odkrycia zwigzane z chromatografia n

e V.S. Cwiet
Odkrycie kolumnowej chromatografii cieczowej

Odkrycie chromatografii cienkowarstwowej

e A.J.P. Martin i R.L.M. Synge
Zastosowanie gazu jako fazy ruchomej

e Powstanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

e [zmaitow i Szraiber }
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Chromatografia

jest metodg rozdzielania mieszanin jednorodnych, w ktorej rozdzielane
sktadniki ulegaja podziatowi pomiedzy dwie fazy, z ktorych jedna jest
fazg nieruchoma (stacjonarng), a druga fazg ruchomga (mobilng) uktadu
chromatograficznego.

Faza stacjonarna: Faza ruchoma:
v'ciato stafe, v ciecz,
v'gaz,

v'ciecz na nos$niku,
v'zel.
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v'gaz w stanie nadkrytycznym (fluid).
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Podziat ze wzgledu na stan skupienia fazy ruchome;j

v' Chromatografia gazowa
v' Chromatografia cieczowa

v' Chromatografia fluidalna
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Podziat ze wzgledu na nature zjawisk bedacych
podstawa procesu chromatograficznego

v'Chromatografia adsorpcyjna

v'Chromatografia podziatowa

v'Chromatografia jonowymienna

v'Chromatografia zelowa (sitowa lub sgczenie molekularne).
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Faza ruchoma i faza stacjonarna

Faza ruchoma:

substancja ptyngca w sposob ciggty przez faze stacjonarng,
oddziatujgca z nig oraz ze sktadnikami rozdzielanej mieszaniny.

Faza stacjonarna:

substancja umieszczona w kolumnie chromatograficznej lub na
ptaszczyznie, oddziatywanie z ktorg umozliwia rozdzielanie
sktadnikow mieszanin.
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Kolumny i ptytki chromatograficzne
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Podziat ze wzgledu na sposdéb prowadzenia
eksperymentu

v' Chromatografia planarna

v' Chromatografia kolumnowa
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Chromatografia planarna
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Chromatografia kolumnowa - klasyczna

' Zbiornik z rozpuszczalnikiem

Rozpuszczalnik

Krazek z bibuty

Adsorbent

Porowaty spiek lub wata
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa

(HPLC - ang. High Performance Liquid Chromatography)
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Budowa chromatografu cieczowego

— Zbiornik z rozpuszczalnikami

Degazer

Pompa

Automatyczny podajnik
probek/zawér dozujacy

— Kolumna chromatograficzna

Termostat

Detektor
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Oddziatywania miedzy czgsteczkowe w
chromatografii cieczowej

.

Probka

/N

Faza stacjonarna ——— Faza ruchoma
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Schemat rozdzielania chromatograficznego
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Kolumna chromatograficzna Wypetnienie kolumny (faza stacjonarna)
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Krzywa elucji - chromatogram
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Sygnat z detektora
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Pik chromatograficzny

/ n Wb =40 | \ |
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Czas retencji
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Wiasciwosci badanych zwigzkow
a kolejnosci elucji w RP-HPLC

.

5
benzen fenol toluen p-krezol
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Kolejnosci elucji w odwréconym uktadzie faz n

Fenol 1,47 ‘ ‘

| |
p-Krezol 1,81

Benzen 3,94

Toluen 5,49

. /|
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RN wroziat Faza ruchoma woda : acetonitryl (5:5, v:v), temperatura kolumny 25 © C, natezenie
L CHEMII przeptywu fazy ruchomej 2 ml/min. Kolumna: Waters-C18, A = 254 nm
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ldentyfikacja analitow
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Mieszanina o nieznanym sktadzie

- dodatkiem standardu benzenu Mieszanina o nieznanym sktadzie

1-1,47 +2-1,81 —3-3,94 —4-5,49 —— 1-1,47 4+ 2-181 —3-3,94 — 4-5,49
7N\ y N
/N [ 1\
\ ' \ 1/ I
I RV P '..-e—«-h-«—«-m-«h-h-.m-r-—){ %.——-.«w" ST I P = ,—WM—A< V—w—ﬂ—a-,m-ﬂ’ e e ]
benzen — 3,95 ]
Roztwor standardowy /n
benzenu [
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Oznaczanie analitow — krzywa kalibracyjna ‘

/5 + H

65 T

55 +
2
£ 45 +
) 1
S 35 L
(-
8 |
5 25 + ) .
8 \ 400 nmol ml
< ] \ 200 nmol ml-!

15 100 nmol ml-

| 50 nmol ml!
5+ 20 nmol ml!
, - 10 nmol ml-’
S — 5 nmol ml!
-5 : | : | : | : | : | : . - |
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Krzywa kalibracyjna

L

Pole powierzchni lub wysokos¢ piku jest funkcja
ilosci (stezenia) oznaczanego sktadnika

y=1,6155x-0,0261
R?2=0,999

Y=flc)=ac+b

Sygnat z detektora

Y — sygnat z detektora

a — wspotczynnik kierunkowy prostej
c — stezenie analitu

b — wartosc stata, bedgca wartoscia
eksperymentalng slepej proby (b — 0)

<

x

T T T T T l
100 150
Stezenie
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Rodzaje oznaczen prowadzonych z
wykorzystaniem technik chromatograficznych

v'Jakos$ciowa i ilosciowa analiza mieszanin zwigzkdow
nieorganicznych i organicznych:
 kontrola procesow przemystowych (przemyst chemiczny,
spozywczy, farmaceutyczny),
* kontrola zanieczyszczen srodowiska,
* analiza kliniczna.
v'Badania fizykochemiczne.

v'Badania strukturalne zwigzkdéw organicznych.
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Chromatogram probki osocza

355 +

315 + CSH

275 + T GSH HCSH
4 10 4

235 T
195 +

155 +

Absorbancja [mAU]

115 +

75 T

35 1

-5 }
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Chromatogram probki moczu

o5 1
g5 1
75 +
65 1
55 T
45 T

Absorbance (mAU)

35 -

25 1

3 1 &JMM ’

51 AN N i AL

0 2 4 6 38

Time (min)
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Dziekuje za uwage
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