Wstep do chromatografii




) s Znaczenie chromatografii

* Jako technika analityczna stosowana w laboratorium stuzby

zdrowia, ochronie srodowiska, rolnictwa, geologii.
* Jako technika do oczyszczania mieszanin poreakcyjnych

* Do planowania optymalnej struktury czgsteczkowej lekow i

innych substancji biologicznie czynnych.

* Wykorzystuje sie jg w przemysle chemicznym, farmaceutycznym,

kosmetycznym, spozywczym.
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/naczenie chromatografii

Metody analizy

Wykrywalnosc¢ w litrze wody
mg ng PY fg
[

Spektrofotometria

Fluorymetria

Wysokosprawna chromatografia cienkowarstwowa

Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Chromatografia gazowa

Woltamperometria inwersyjna

Radioimmunologia

Spektrometria mas

Laserowa spektroskopia fluorescencyjna
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) Definicja chromatografii

Chromatografia jest fizykochemiczng metodga rozdzielania
sktadnikow jednorodnych mieszanin w wyniku ich réznego
podziatu miedzy faze ruchomag i nieruchoma uktadu

chromatograficznego.
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Rurka pusta

6 cm dfugosci

Rurka wypetniona piaskiem

6 cm dtugosci
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Istota separacji chromatograficznej
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Gaz B 60%
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@ s Istota separacji chromatograficznej

t.= 5 min B

L t
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u; s Istota separacji chromatograficznej
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@ s Istota separacji chromatograficznej

t.=3,75 min C
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@ s Istota separacji chromatograficznej

t.= 5 min B
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(= Podziat technik instrumentalnych

l Techniki instrumentalne \
|
l bezposrednie \ l posrednie \
Miareczkowanie Spektro- Elektro-
Kulometria Separacyjne
objetosuowe skopowe analityczne

Z wizualng detekcjg Z instrumentalng
PK detekcjg PK
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O Kalibracja oznaczen ilosciowych

—1mg/ml —2mg/ml =3 mg/ml
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Ustala sie rownowaga dynamiczna z

/ Faza stacjonarna (£) wielokrotnym przechodzeniem tych
czasteczek z jednej fazy do drugiej.

E t=0 —> Faza ruchoma (f))
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Ich przenoszenie wzdtuz uktadu
/ | chromatograficznego jest mozliwe wtedy,
Faza stacjonarna (f) o ] ]
gdy znajduj3a sie w fazie ruchome;.

E t=0 —> Faza ruchoma (f))
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W czasie t; jest widoczny rozny podziat
/ | sktadnikéw miedzy obie fazy uktadu
Faza stacjonarna (f) ] ] ] ]
chromatograficznego i rozdzielenie tych
sktadnikow.

E t=0 —> Faza ruchoma (f))
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Rozdzielenie sktadnikow jest mozliwe
/ | tylko wtedy, gdy ich state podziatu réznia
Faza stacjonarna (f,) i .
sie miedzy sobg

E t=0 —> Faza ruchoma (f))
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t=0

ldea procesu chromatografii izokratycznej

—> Faza ruchoma (f))

Faza stacjonarna (f,)

Aby rozdzieli¢ wszystkie sktadniki
mieszaniny nalezy dobrac tak warunki
chromatograficzne, aby stosunki
podziatu tych sktadnikow byty rozne.
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=0 W przypadku chromatografii kolumnowej
—> Faza ruchoma (f,) ] o, o .
nalezy wzig¢ pod uwage rodzaj i dtugosc
/ Faza stacjonarna (f,) kolumny,
a w przypadku chromatografii

cienkowarstwowej rodzaj i wielkos¢ ptytki
oraz sposob rozwijania chromatogramow
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pik sktadnika B jest szerszy
/ Faza stacjonarna (f) niz plk sktadnika A

E t=0 —> Faza ruchoma (f))
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Rodzaje chromatografii i techniki chromatograficzne

Podziat ze wzgledu na nature zjawisk:

B Adsorpcyjna (ciecz- ciafo state) LSC
B Podziatowa (ciecz - ciecz) LLC

B Chromatografia zelowa GPC
i

Chromatografia jonowa (par jonowych, jonowymienna)



O e Rodzaje chromatografii i techniki chromatograficzne

Chromatografia

Gazowa Cieczowa fluidalna

Adsorpcyjna | Podziatowa | Adsorp- Jono- Zelowa Podziatowa Adsorpcyjna | Podziatowa
cyjna wymienna
Kolumnowa Cienko- . Kolumnowa
Kolumnowa Bibutowa
warstwowa

Na Ciénie- N
kolumnach Kapilarna Klasyczna Wysokosprawna Niowa Planarna kolumnach Kapilarna
pakowanych pakowanych




|JIIII?I|I.AMI IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
o+
<
5 |
- A
e
V N\
el
>
(-
i)
Q
&
(8]
b | -
) o' o
a B+~ | +
- i
m nandi A e
I {1678
£V

LI

> e,
§ .
A u :
Nres ‘,‘t!



s Parametry retencji
ﬂ n
T
S
)
i \ \

5] ]



Y e Ksztatt piku

ey

Rozmycie przednie;j
Pik ,,Gausowski” Ogonowanie czesci piku
I

Dyfuzja jest powszechnie obserwowanym zjawiskiem.

Jakakolwiek czes¢ niezwigzanych czgsteczek bedzie dazy¢ do rozproszenia w zajmowanej objetosci.
Jezeli tak sie dzieje to nastepuje spadek ich stezenia i wzrasta ich entropia.

Dlatego spetnione jest jedynie drugie prawo termodynamiki.



Y e Ksztatt piku

Rozmycie przednie;j
Pik ,,Gausowski” Ogonowanie czesci piku

Mowigc o dyfuzji, czesto mysli sie o czgsteczkach poruszajgcych sie z obszaru o wysokim stezeniu do obszaru o
niskim stezeniu.

Takie zatozenie, z gbéry przyjmuje, iz czgsteczki sg Swiadome obszaréw o wysokim i niskim stezeniu.

W rzeczywistosci dyfuzja odbywa sie we wszystkich kierunkach poniewaz ruchy czgsteczek sg przypadkowe.



Y e Ksztatt piku

Rozmycie przednie;j
Pik ,,Gausowski” Ogonowanie czesci piku

Ostatecznie jednak, obszar o nizszym stezeniu czgsteczek zostanie w nie wzbogacony a obszar o wyzszym
stezeniu ulegnie zubozeniu.

Wiecej czgsteczek poptynie z obszaru o wyzszym stezeniu do obszaru o nizszym stezeniu, i nastgpi ogolne
wyrownanie poziomu stezenia.

Na poczatku profile substancji rozpuszczonej majg ksztatt symetrycznych pikéw, profile stezenia jednak ulegajg
W czasie zmianom i przybierajg odpowiednie ksztaftty:
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Istota rozdzielania chromatograficznego

stezenie substancji w fazie ruchomej
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Rys. 3.4a. Izotermy podziatu
Rys. 3.4b. Ksztalt pikéw odpowiadajacych izotermom z rys. 1.4a

Berthillier A., Chromatografia i jej zastosowanie, PWN 1975, Warszawa, str 102. Rys. 3.4



Sprawnosc rozdzielenia

R
Czas retencji - t
Liczba potek  _ 1¢ = )

teoretycznych - N Szerokosc¢ piku przy
podstawie - w

Wyso!osc

rdwnowazna potce Dtugosc kolumny - L
teoretycznej—H | ,
(sprawnosc kolumny na Liczba potek teoretycznych - N
jednostke dtugosci)



