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KLASYCZNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA KOLUMNOWA

faza ruchoma ciecz

faza stacjonarna ciato state

Klasyczna chromatografia kolumnowa jest obecnie rzadko
stosowana.

Najczesciej wykorzystuje sie jg w preparatyce organicznej do
oczyszczania zwigzkow i rozdzielania sktadnikow mieszanin.

W technice tej stosowana jest kolumna pionowa o dt. 10-100 cm
| Srednicy 1-5 cm. wypetniona sorbentem.

Klasyczna kolumna chromatograficzna

#eluent

probka

faza stacjonarna

wata szklana

proznia

eluat



WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

HPLC - High Performance Liquid Chromatography
(High Pressure Liguid Chromatography)



WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

faza ruchoma ciecz

ciato state

faza stacjonarna

ciecz osadzona na nosniku

1. Chromatografia adsorpcyjna
2. Chromatografia podziatowa

3. Chromatografia zelowa (chromatografia wykluczania, chromatografia sitowa,
saczenie molekularne)

4. Chromatografia jonowa

¢+ chromatografia jonowymienna
¢ chromatografia par jonowych

+ chromatografia jonowykluczjgca (wykluczania jonéw)



SCHEMAT BLOKOWY CHROMATOGRAFU CIECZOWEGO

1, 2 - zbiorniki eluentu, 3 - pompa, 4 - manometr, 5 -dozownik, 6 - przedkolumna, 7 - kolumna,
8 - termostat, 9 - przeptywomierz, 10 - detektor, 11 - kolektor frakcji, 12 - komputer

Ze zbiornika fazy ruchomej za pomocg pompy jest zasysany eluent, ktéry poprzez dozownik jest dalej
ttoczony do kolumny chromatograficznej. Przeptyw fazy ruchomej w uktadzie jest kontrolowany za pomocag
manometru i przeptywomierza Za pomocg dozownika w strumien eluentu wprowadza sie probke badana.
Skfadniki prébki ulegajg rozdzieleniu na kolumnie chromatograficznej, a nastepnie sg wykrywane przez
detektor. Sygnat z detektora jest rejestrowany i otrzymujemy chromatogram. Niektory aparaty sg dodatkowo

wyposazone W kolektor frakcji, ktory umozliwia zbieranie rozdzielonych sktadnikow badanej mieszaniny.



CHROMATOGRAF CIECZOWY




KOLUMNA jest czescig uktadu chromatograficznego, w ktérym zachodzi rozdzielanie
mieszaniny na poszczegolne sktadniki.

Wyboér kolumny jest uwarunkowany:

) ¢
|

~ « skladem probki,
+ iloscig probki,
q + celem rozdzielania.
I
3
2

Biorac pod uwage powyzsze kryteria kolumny mozna podzielié:
¢ kolumny preparatywne,

* mikrokolumny.

! * kolumny analityczne,
poT——" T ™ T & %Y 0




KOLUMNY

Parametry charakteryzujace kolumne

foiinna reparatywna analityczna mikrokolumna
parametr g ’
rozmiary czasteczek sorbentu 5 5 5
[um]
diugos¢ kolumny o5 25 15
[cm]
srednica wewnetrzna 20 4.6 1.0
[mm]
liniowa predkosé fazy ruchomej 10 15 15
[cm/min.]
tezeni } f h j
natezenie przep YWU azy rucnomej 30 1,5 0,1
[cm3/min.]
- locie kol
cisnienie na wlocie kolumny 520 5-20 5-15
[MPa]
czas cyklu roz.d2|elan|a (k=5) 15 10 6
[min.]
ilos¢ pétek teoretycznych 15 15 6

[N x 1000]



KOLUMNY

Wybdér kolumny uwarunkowany jest zadaniem analitycznym, ktére mamy rozwigzac.

Dtugos¢ kolumny zalezy od srednicy ziaren wypetnienia. Im Srednica jest mniejsza tym,

kolumna moze by¢ krotsza.

Kolumny o matych Srednicach pozwalajg na wykrycie mniejszych stezen mimo, ze ich
pojemnosc¢ probkowa mata. Wynika to z tego, ze stezenia substancji w objetosci fazy ruchomej

sq wieksze niz w kolumnie o wiekszej srednicy.

Kolumny o matych srednicach ze wzgledu na mozliwos¢ chromatografowania niewielkich
probek nie sg przydatne do preparatywnego rozdzielania substancji w celu ich dalszego

wykorzystania.

Czasem przed kolumng wtasciwg montuje sie dodatkowg kolumne tzw. przedkolumne.

Przedkolumna ma na celu chronienie kolumny wiasciwej przed zanieczyszczeniem. Sg one
znacznie krotsze niz kolumny (10-30mm), z reguty wypetnione takim samym materiatem jak

kolumna witasciwa.



WYPELNIENIA KOLUMN — FAZA STACJONARNA (SORBENT)

Rodzaj wypetnienia kolumny ma istotny wptyw na przebieg procesu chromatografowania.

ksztalt czastek Q Q
wielkosé czatek O O O O

Najczesciej stosuje sie ziarna o matej srednicy 5-10 um. Ziarna o mniejszych srednicach powodujg zbyt duze

Wazne sa:

opory przeptywu fazy ruchomej.

Powierzchnia wtasciwa sorbentu jest odwrotnie proporcjonalna do sredniej srednicy poréw. Czastki krzemionki
o duzych porach majg matg powierzchnie wtasciwg i odwrotnie. Wypetnienie takie stwarza dos¢ duze opory
przeptywu fazy ruchomej, ktére sg pokonywane za pomocg odpowiednio dobranego cisnienia przeptywu
eluentu.



WYPELNIENIA KOLUMN — FAZA STACJONARNA (SORBENT) c.d.

Stosuje sie dwa podstawowe strukturalne typy wypetnienia kolumn:

¢ ziarna objetosciowo-porowate,

¢ ziarna o porowatej powierzchni.

Ziarna objetosciowo-porowate

pltytkie pory

Faze stanowig catkowicie porowate czastki np. zelu krzemionkowego o okreslone;
powierzchni. Zaletg sorbetow objetosciowo-porowatych jest zapewnienie wysokiej sprawnosci

rozdziatu i duzej pojemnosci sorpcyjnej.



WYPELNIENIA KOLUMN - FAZA STACJONARNA (SORBENT) c.d.

Ziarna o porowatej powierzchni

piytkie pory

twarde

Zewnetrzna porowata warstwa (1-2um) z zelu krzemionkowego lub zwigzanej mono lub
polimerowej fazy organicznej otacza sferyczne szklane ziarna (30-40um). Sorbent ten pozwala
na fatwe upakowanie kolumny, a ponadto opory przeptywu eluentu sg mate. Z powodu cienkiej
warstwy porowatej pojemnosSC sorpcyjng takiej warstwy jest jednak ograniczona
(1/10-1/20 pojemnosci sorpcyjnej kolumny z wypetnieniem porowatym o podobnych

rozmiarach). Z tej przyczyny zastosowanie tego sorbentu jest ograniczone.



WYPELNIENIA KOLUMN — FAZA STACJONARNA (SORBENT) c.d.

1. Zel krzemionkowy

Zel krzemionkowy jest gtéwnym sorbentem stosowanym w chromatografii adsorpcyjnej w normalnym uktadzie

faz. Czasem uzywany jest rowniez tlenek glinu lub wegiel aktywny.

staby eluent silny eluent (eter)

Mechanizm rozdzielania opiera sie na oddziatywaniach grup hydroksylowych  krzemionki
z polarnymi grupami funkcyjnymi substancji analizowanych lub eluentu.

Czasteczki eluentu wspodtzawodniczg z czgsteczkami substancji oznaczanej o wigzanie sie z miejscami

aktywnymi krzemionki catkowicie wysycajac jej miejsca aktywne. Silniejszy zwycieza ;)

Chromatografia adsorpcyjna jest najprawdopodobniejszym wyborem gdy probka jest rozpuszczalna w

niepolarnych lub srednio polarnych rozpuszczalnikach takich jak heksan, dichlorometan, chloroform czy eter.



WYPELNIENIA KOLUMN — FAZA STACJONARNA (SORBENT) c.d.

2. Modyfikowany zel krzemionkowy — fazy zwigzane

powstajg w wyniku przytgczenia do aktywnych grup hydroksylowych krzemionki tancuchéw

alkilowych badz zwigzkdéw z grupami funkcyjnymi.

> sion + CISi(CH,),R ——> > $i0 --- Si(CH,), R

~

Obecnie fazy zwigzane otrzymane przez modyfikacje zelu krzemionkowego majg coraz
wieksze znaczenie. Przyjmuje sie ze mechanizm ich dziatania jest podziatowy. Rozdziat

przebiega jednak w duzym stopniu przy udziale adsorpcji.

¢ niepolarne

Stosowane w chromatografii w odwroconym ukfadzie faz (RP) do rozdzielania zwigzkow
stabo rozpuszczalnych badz nierozpuszczalnych w wodzie. Najwieksze znaczenie majq fazy
modyfikowane fancuchami alkilowymi posiadajgcymi 2, 8 Ilub 18 atomdéw wegla

w czgsteczce. Polarnos¢ faz zwigzanych maleje wraz ze wzrostem dtugosci tancucha
alkilowego.



SORBENTY STOSOWANE W HPLC

Schemat zelu krzemionkowego z chemicznie

/ zwigzana grupa n-oktylodimetylosililowa
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faza rozdzielanie

zwigzki polarne, zwigzki wielkoczgsteczkowe

s )
rozpuszczalne w polarnych rozpuszczalnikach
C zwigzki srednio polarne wstepne rozdzielanie mieszanin
8 0 nieznanym skfadzie
Cis zwigzki stabo polarne i niepolarne np. policykliczne

grupa oktadecylosilanowa (ODS) | weglowodory

grupa fenylowa zasady organiczne



SORBENTY STOSOWANE W HPLC

oktadecylosilanem

|

= S‘i—----OH
O
Si—O

zel krzemionkowy modyfikowany

cktadecylosilanem i trimetylochlorosilanem

|
—S[i—OSi(CH3)3

7
i)

Cl) \S C

i—CysHay

| s

—Si—0  OSi(CH3);

grupami cyjanopropylowymi

|

e S] _OSI(CH3 ]3

O
—si—o

é)
—si—0

o,
S1
7S

OSi(CHs)s

CH,CH,CH,CN



SORBENTY STOSOWANE W HPLC fazy zwigzane c.d.

¢ polarne
Stosowane w chromatografii w normalnym i odwréoconym uktadzie faz. Krzemionke modyfikuje
sie w reakcji z organochlorosilanami zawierajgcymi polarne grupy: nitrowa, cyjankowa,
aminowag, hydroksylowa.

zel krzemionkowy modyfikowany
grupami cyjanopropylowymi

—Si—OSi(CH3)s

—Si—0 OSi(CH3);

= Olas® CH,CH,CH,CN




SORBENTY STOSOWANE W HPLC fazy zwigzane c.d.

¢ optycznie czynne

Stosowane do rozdzielania mieszanin racemicznych na enancjomery. Faze optycznie
czynng stanowig zele krzemionkowe modyfikowane grupami chiralnymi  np.
N-(3,5-dinitrobenzoilo)fenyloglicyng. W wyniku réznej konfiguracji enancjomery réznie
oddziatujg z faza stacjonarng dzieki czemu nastepuje rozdziat mieszaniny racemicznej.

Chiralna faza stacjonarna, N-(3,5-dinitrobenzoilo)fenyloglicyna,
zwigzana z krzemionka poprzez grup¢ 3-aminopropylosilanolowg

CH, H NO,

- | |
|/=Si—0—8i—(CHp); — NH—CO —C*— NH — CO —@é
| |
CH, @ NO,




SORBENTY STOSOWANE W HPLC

3. Wypetnienia stosowane w chromatografii wykluczania (zelowej)

Zele o zdefiniowanych rozmiarach poréw, zblizonych do rozmiaréw rozdzielanych

zwigzkow.

Zasada rozdzielania w chromatografii zelowej
faza ruchoma——>

czagsteczki

zel (faza stacjonarna)

+ usieciowane zele dekstranowe (sephadexy),

+ usieciowane zele poli(akryloamidowe),

+ zele krzemionkowe o duzych srednicach porow,
J

+ szkto o kontrolowanej porowatosci,

+ usieciowany polistyren o makroporowatej strukturze.

zele te peczniejg w wodzie dlatego nie
stosuje sie ich w RP-HPLC



SORBENTY STOSOWANE W HPLC c.d.

3. Wypetnienia stosowane w chromatografii jonowymiennej

W technice tej sg stosowane tzw. wymieniacze jonowe (jonity), sq zdolne do wymiany witasnych jonéw na

jony obecne w roztworze.

wymieniacze jonowe (jonity)

wymiana kationéw — KATIONIT wymiana anionéw — ANIONIT
¢ grupa sulfonowa -SO;H* * |IV-rzedowa grupa amoniowa -NR;*OH-
jonit silnie kwasowy jonit silnie zasadowy
¢ grupa karboksylowa -CO, H* ¢ grupa aminowa -NH;"OH-
jonit stabo kwasowy jonit stabo zasadowy

+ grupa fosfonowa -PO;H*
jonit stabo kwasowy

Jonity otrzymuje sie poprzez:

+ modyfikacje zelu krzemionkowego

* przytgczanie jonowych grup funkcyjnych do wolnych grup fenylowych obecnych w tancuchu polistyrenu
usieciowanego diwinylobenzenem.

-CH, CH CH, CH— (I‘HS __CH CH, CH— —CH CH, CH—
e A i of o
COOH
SO3H SO3H CH2N+(CH3)3CE_ CH2N+(CH3)3C1_ CHIN(CHJ)l CH2 N(CH3 ]2
— T — e iy — CH—CH,—

_ CH—CH, -



SORBENTY STOSOWANE W HPLC - chromatografia jonowymienna c.d.

(RA—K), + (X), == (RA=X) + (K") (RK™—A), + (X), = (RK™=X), + (&),

kationit anionit

faza ruchoma

jon analitu jon eluentu

Na wiasciwosci jonitu znaczny wptyw ma pH.

Silne wymieniacze sg catkowicie zdysocjowane co sprawia, ze ich wilasciwosci jako

wymieniaczy nie zalezg od pH fazy ruchomej.

Grupa karboksylowa zachowuje swoje wtasciwosci wymieniacza w srodowisku zasadowym, a

jon amoniowy w srodowisku kwasnym.



SORBENTY STOSOWANE W HPLC c.d.

4. Wypetnienia stosowane w chromatografii par jonowych (jonowo-asocjacyjnej)
Jako sorbenty stosuje sie fazy ODS.
Do eluentu dodaje sie hydrofobowy jonowy zwigzek tzw. przeciwjon np. czwartorzedowy kation

amoniowy, anion alkilo- lub arylosulfonianowy. Przeciwjon jest wigzany przez obojetng faze
stacjonarng nadajac jej tadunek.

a

\!

q
\g
¢

\ A

2 Si Si

§\o CH,

;

CH, 503

przeciwjon

Tak powstata faza moze wigzac i rozdziela¢ jony organiczne o przeciwnym tadunku na zasadzie
tworzenia odwracalnego kompleksu par jonowych.

jon oznaczany + przeciwjon S para jonowa

RCOO" + R,N* 5 [R,N* “OOCR]°

RNH,* + RSO, S [RNH;* “O,SR]°



SORBENTY STOSOWANE W HPLC c.d.

4. Wypetnienia stosowane w chromatografii jonowykluczajacej

Chromatografia jonowykluczajgca jest wariantem chromatografii jonowej, w ktérym wykorzystuje sie

zjawisko rownowagi membranowej Donnana.

Faza ruchoma
8  H0

H CI- (Eluent)

Faza
stacjonarna

CH:COOH (Prébka)

Membrana Donnana

Role potprzepuszczalnej membrany petni porowata zywica jonowymienna. Oddziela ona dwie fazy wodne:
faze ruchomg od fazy stacjonarnej, zawartej w porach zywicy. Membrana jest przepuszczalna tylko dla
substancji niezjonizowanych lub stabo zjonizowanych, ktére ulegajg podziatowi pomiedzy dwie fazy wodne.
Czas przebywania tych substancji w kolumnie wydtuza sie. Natomiast substancje zjonizowane,

nieprzenikajace do wnetrza porow, nie sg zatrzymywane w kolumnie i opuszczajg jg w pierwszej kolejnosci.



SORBENTY STOSOWANE W HPLC - chromatografaia jonowykluczajaca c.d.

Technika ta jest stosowana w celu szybkiej separacji stabych kwaséw nieorganicznych,
kwasow organicznych, alkoholi, aldehydow, aminokwaséw, a takze grupowego oddzielania

zwigzkdéw nieorganicznych od organicznych.



FAZA RUCHOMA

Eluent jest najczesciej mieszaning dwoch lub  trzech  rozpuszczalnikbw ~ zmieszanych
w proporcjach zapewniajgcych optymalny rozdziat badanej mieszaniny.

Chromatogramy mieszaniny obojgtnych zwigzkéw aromatycznych, otrzymane
przy uzyciu réznych mieszanin acetonitryl-woda;

Sktad fazy ruchomej ma znaczacy wptyw na rozdziat

zawarto$§¢ acetonitrylu w wodzie

q)
sktadnikéw mieszanin. %
' ; —i=
Niewielka zmiana sktadu eluentu wywiera znaczny wptyw b
na jakosc rozdziatu mieszaniny. “ 0%,
L 1 i l ]
(1] 3
: ; : , )
Podobny wptyw majg zanieczyszczenia, ktoére moga | 50%,
znajdowac sie w fazie ruchome;. g / 2 4 !
9
45%,
l L
-_— L
¢
40%,
01 Z 3 4 5 6 7 ¢ 3
f)
35%,
7 4 & § 0 1% W
9)

30%;

Z. Witkiewicz ,Podstawy chromatografii” — WNT

.
S
8
3
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FAZA RUCHOMA c.d.

Sktad eluentu moze by¢ staty lub zmienia¢ sie podczas procesu chromatografowania.

izokratyczna

staty sktad eluentu

Elucje izokratyczng stosuje sie gdy sktadniki

rozdzielanej

wiasciwosci.

mieszaniny

maja

podobne

ELUCJA

gradientowa

zmienny sktad eluentu

Elucje gradientowa stosuje sie gdy poszczegdlne
sktadniki mieszaniny znacznie sie roznig
wiasciwosciami. W przypadku chromatografii w
normalnym uktadzie faz polarnoscia,
a w przypadku ukladu faz odwrdconych

rozpuszczalnoscig w fazie ruchome;.

Elucja gradientowa polega na zwiekszaniu sity
elucyjnej fazy ruchomej w trakcie
chromatografowania. Zmiana ta moze odbywac sie

liniowo badz skokowo.



FAZA RUCHOMA c.d.

Rozpuszczalniki stosowane w HPLC powinny:

¢+ dobrze rozpuszczac probke,

* nie reagowac z fazg stacjonarna,

* nie reagowac ze sktadnikami prébeki,

* posiadac wysoki stopien czystosci,

+ umozliwiac¢ detekcje sktadnikow probki,

* by¢ trwate w warunkach chromatografowania.

Dobierajac rodzaj i ilos¢ rozpuszczalnikéw wchodzacych w sktad eluentu nalezy wziagé
pod uwage:

+ sktad analizowanej mieszaniny,
¢ rodzaj wypetnienia kolumny,

* rodzaj detektora.

W detekcji zwigzkdéw przeszkadza rozpuszczony w rozpuszczalnikach tlen. Dlatego tez stosuje
sie odgazowywanie fazy ruchomej najczesciej poprzez przedmuchiwanie gazem obojetnym
przewaznie helem. Odgazowanie mozna przeprowadzi¢ réwniez podgrzewajac eluent do temp.

zblizonej do temp. wrzenia, badz za pomocg ultradzwiekow.



FAZA RUCHOMA - zasady doboru

Chromatografia adsorpcyjna i podziatowa

Zasada doboru fazy ruchomej jest analogiczna jak w GC. Dodatkowym czynnikiem jaki nalezy

wzig¢ pod uwage jest lepkosc¢ rozpuszczalnika.

NORMALNY UKLAD FAZ UKLAD FAZ ODWROCONYCH
niska polarns¢ fazy ruchomej wysoka polarnos¢ fazy ruchomej
czas —— czas -+

srednio polarna faza ruchoma

CcYsl/A AYBYC

czas——» s czas >

polarnosé¢ substancji rozpuszczonych A>B >C



FAZA RUCHOMA - zasady doboru c.d.

Chromatografia zelowa (wykluczania)

faza ruchoma——

czasteczki

zel (faza stacjonarna)

Jedyng rolg eluentu jest przenoszenie rozpuszczonych w nim sktadnikow chromatografowanej

mieszaniny wzdtuz kolumny.

Podstawowym kryterium doboru eluentu jest zdolnos¢ do rozpuszczenia substancji badane;.

Eluent powinien by¢ obojetny w stosunku do fazy stacjonarnej i substancji badanej.

Rodzaj eluentu zalezy od rodzaju wypetnienia kolumny:

+ usieciowane zele dekstranowe (sephadexy),
+ usieciowane zele poli(akryloamidowe),

* zele krzemionkowe o duzych srednicach porow,

+ szkto o kontrolowanej porowatosci,

+ usieciowany polistyren o makroporowatej strukturze.

\

rozpuszczalniki niepolarne

np. chlorek metylenu, chloroform,
toluen, tetrahydrofuran

rozpuszczalniki polarne

gtownie woda, alkohole



FAZA RUCHOMA - zasady doboru c.d.

Chromatografia jonowymienna
W chromatografii jonowymiennej faze ruchomg w wiekszosci stanowig wodne roztwory buforowe o pH

zaleznym od sktadu analizowanej mieszaniny i rodzaju sorbentu.

faza ruchoma

Jjon analitu

Najwazniejszym parametrem charakteryzujgcym eluent jest sita jonowa, ktora zalezy od:

+ rodzaju jonow o tadunku przeciwnym do tadunku jonow jonitu czyli przeciwjonow,

+ stezenia przeciwjonow.

Liczba przeciwjonéw decyduje o rownowadze jonowej w miejscach aktywnych wymieniacza jonowego oraz
oddziatywaniach substancji chromatografowanych z tym jonitem, dlatego tez musi by¢ kontrolowana.

Gdy stezenie przeciwjonow w fazie ruchomej jest za duze wowczas jony substancji analizowanej zbyt stabo
oddziatujg z fazg stacjonarng, a co za tym idzie krécej przebywajg w kolumnie (majg krétszy tzw. czasy
retencji).

Gdy stezenie przeciwjondw jest zbyt mate wowczas substancje analizowane sg zbyt diugo zatrzymywane na

jonicie co sprawia, ze dtuzej przebywajg w kolumnie (wydtuzenie czasu retenciji).



FAZA RUCHOMA - zasady doboru — chromatografia jonowymienna c.d.

O doborze sktadu eluentu, a co za tym idzie i o sile jonowej decyduje w duzej mierze rodzaj probki.

Jezeli rozdzielamy préobki sktadajgce sie z substancji dobrze dysocjujacych np. kwasy karboksylowe,

aminy organiczne najlepiej stosowac roztwory buforow silnie zdysocjowanych (mocnych eluentéw).

Substancje jonowe silnie zdysocjowane eluowane o stabym charakterze jonowym (stabym eluentem)

silniej oddziatujg z jonitem co sprawia, ze dtuzej przebywajg w kolumnie (wydtuzenie czasu retenciji).

Jezeli rozdzielamy probki sktadajgce sie z substancji stabo dysocjujacych np. witaminy, kwasy

nukleinowe najlepiej stosowac roztwory stabych eluentéw.

Substancje stabo zdysocjowane eluowane silnym eluentem (o silnym charakterze jonowym) sg

szybko wypierane z wymieniacza jonowego, a co za tym idzie krocej przebywajg w kolumnie (majg

krotszy tzw. czasy retencji).

Najczesciej do regulacji sity jonowej stosuje sie roztwory buforowe zawierajgce jony:
+ dla anionéw: amonowy, pirydyniowy, sodowy, potasowy;

+ dla kationow: octanowy, cytrynowy, fosforanowy, boranowy, chloranowy (VII), azotanowy (V).



FAZA RUCHOMA - zasady doboru — chromatoqgrafia jonowymienna c.d.

Na wymiane jonow na stabych jonitach, a przez to na efekt rozdzielenia i czas retencji

sktadnikow probki znaczny wptyw ma pH fazy ruchomej.

Obnizenie pH zmniejsza jonizacje stabego wymieniacza kationowego np. -COO"H* co powoduje

skrocenie czasu retenc;ji .

Podwyzszenie pH zmniejsza jonizacje stabego wymieniacza anionowego np. -NH;*OH-,

skracajgc czas retencji.

Probki zawierajgce sktadniki nierozpuszczalne w wodzie trudno eluowa¢ wodnym eluentem.
Do fazy ruchomej dodaje sie wéwczas niewielkg ilos¢ tzw. modyfikatora organicznego czyli
rozpuszczalnika organicznego (acetonitrylu, metanolu, izopropanolu) ktory zmniejsza polarnosc¢

fazy ruchomej i przyspiesza elucje.

Moze sie zdarzy¢, ze przy ustalonym pH srodowiska niektére z substancji analizowanych np.
aminokwasy znajdg sie w punkcie izoelektrycznym, a co za tym idzie jako pozbawione tadunku

nie bedg oddziatywac z jonitem.



FAZA RUCHOMA - zasady doboru c.d.

Chromatografia par jonowych

Faze ruchomg tworzy mieszanina wody, rozpuszczalnika organicznego i przeciwjonu

tworzacego z analitem pare jonowg. Rodzaj przeciwjondw uzalezniony jest od sktadu probki.

przeciwjon

N /\(
)

jon oznaczany + przeciwjon S para jonowa

Najwazniejszymi cechami eluentu stosowanego w tym rodzaju chromatografii sa;

* rodzaj reagenta tworzgcego pare jonowg (przeciwjonu),
+ stezenie reagenta tworzacego pare jonowa,

+ skfad,

* pH.

Aby rozdziat byt skuteczny jony reagenta (przeciwjonu) powinny by¢ mozliwie mate, tak aby

0 rozdziale par reagent-analit decydowaty w jak najwiekszym stopniu indywidualne cechy
analitu.



FAZA RUCHOMA - zasady doboru — chromatoqgrafia par jonowych c.d.

Ogolnie:
kwasowe chromatografuje sie eluentem o pH 7-8, stosujgc jako przeciwjony

Prébki
tridecyloaminy, a takze bromek

fosforany: tetrabutyloamoniowy, tributyloaminy Ilub

cetylotrimetyloamoniowy (cetramid).
Probki zasadowe chromatografuje sie w sSrodowisku o pH 3, stosujgc jako przeciwjony sole

sodowe alkilosulfonianow.

W wielu przypadkach dtugi czas retencji moze byC skrécony przez dodanie do eluentu

modyfikatora organicznego.



FAZA RUCHOMA - zasady doboru c.d.

Chromatografia jonowykluczajaca

Najprostszym eluentem stosowanym w chromatografii

Faza

stacjonarna

dejonizowana woda.

Faza ruchoma
5  H0

HCl (Eluent)

CH:COOH (Prébka)

Membrana Donnana

wykluczania jonow jest czysta,

Wadg wody jako eluentu jest to, ze w pH bliskim obojethego spora czesc¢ stabych kwasow

zasad

jest

catkiem dobrze

w mechanizmie jonowykluczajgcym.

zdysocjowana a przez

to

stabo

zatrzymywana

Woda w pH zblizonym do obojetnego obecnie jest stosowana gtéwnie w oznaczaniu weglanow.



FAZA RUCHOMA - zasady doboru — chromatografia jonowykluczajaca c.d.

Ogodlnie do rozdziatu:

+ stabych kwasow stosuje sie jako eluenty roztwory kwasne - rozcienczone roztwory kwaséw
mineralnych solnego, siarkowego, a takze perfluoroheptanowego i oktanosulfonowego,

+ stabych zasad stosuje sie eluenty zasadowe.

W wielu przypadkach dtugi czas retencji alifatycznych monokwaséw i kwaséw aromatycznych
moze by¢ skrécony przez dodanie do eluentu niewielkich ilosci modyfikatora organicznego

ktory blokujgc centra adsorpcyjne na powierzchni fazy stacjonarnej przyspieszajac elucje.



FAZA STACIJONARNA | FAZA RUCHOMA - zasady doboru c.d.

Ogolny schemat wyboru rodzaju fazy ruchome;j i nieruchomej w zaleznosci od rodzaju chromatografowane;j substancji

w odwréconym uktadzie faz

rxioka Rodzaj ch fi F i Faza ruch
rozpuszczalnosé | polarnosC lub odezyn odzaj chromatografii aza stacjonarna aza ruchoma
nieroz- niepolarna podziatowa (na fazach zwigza- zwigzana Cig metanol lub woda-
puszczalna nych); w odwréconym -acetonitryl (70:30)
w wodzie uktadzie faz zwigzana Cg woda-acetonitryl
_ : (50:50)
procingaiasna adsorpcyjna; w normalnym zel krzemionkowy | n-heptan-chloroform
uktadzie faz (95:5)
polarna podziatowa |w odwréconym zwigzana Cg woda-acetonitryl
(na fazach |ukladzie faz (70:30)
zwigzanych) [w normalnym zwigzana CN n-heptan-izopropanol
ukladzie faz (98:2)
rozpuszczalna |zasadowa |silnie jonowymienna kationit 0,01-0,1 mol/l
w wodzie Na,HPO,
stabo podziatowa (na fazach zwigzanych); |zwiazana Cyg woda (zawierajaca
w odwréconym uktadzie faz 0,005 mol/l kwasu
heksanosulfonowego)-
-metanol
kwasna |silnie jonowymienna anionit 0,01-0,1 mol/l
Na; HPO,
stabo podziatowa (na fazach zwigzanych); |zwigzana Cig woda-metanol (z do-

datkiem 0,005 mol/l
wodorotlenku tetrabu-
tyloamoniowego)

Z. Witkiewicz ,Podstawy chromatografii’ — WNT




FAZA STACJONARNA | FAZA RUCHOMA — zasady doboru c.d.

Przyklady zestawien faz stacjonarnych i ruchomych

f-‘aza Struktura E:hemicz_na Ervm e Chromatografowane
stacjonarna fazy stacjonarnej substancje
Chromatografia adsorpcyjna
Zel krzemionkowy| —Si—O—Si— | heksan, etery, estry,

OH OH
chloroform, porfiryny, mykotoksyny,
izopropanol witaminy rozpuszczalne
w oleju

Chromatografia podziatowa w normalnym ukladzie faz

Zwigzana faza —NH; heksan, cukry, steroidy,

aminowa chloroform, nitrozwigzki
izopropanol

Zwigzana faza —CN heksan, nitrozwiazki,

cyjanowa chloroform, aminokwasy
izopropanol

Chromatografia podziatowa w odwréconym uktadzie faz

Zwigzana faza dimetylosilan woda, metanol, | aminy, fenole,
metylowa acetonitryl witaminy roz-
(RP-2) puszczalne w wodzie
Zwiazana faza oktylosilan jw. katecholaminy,
oktylowa steroidy, olejki
(RP-8) eteryczne

Zwigzana faza oktadecylosilan | jw. weglowodory poli-
oktadecylowa aromatyczne
(RP-18, ODS)

Chromatografia jonowymienna
Silny wymieniacz kwas sulfonowy [0,01-0,1 mol/l |witaminy rozpusz-

kationowy Na;, HPO, czalne w wodzie,
puryny, aminokwasy,
nukleozydy

Silny wymieniacz amina czwarto- | jw. nukleotydy

anionowy rzgdowa

Staby wymieniacz —NH, jw. barwniki, weglo-

anionowy jw. wodany

Chromatografia sitowa
Zel wodny sulfonowany woda protony, peptydy,
diwinylobenzen cukry
Zel organiczny diwinylobenzen | chloroform, polimery
tetrahydrofuran

Zel krzemionkowy | zel krzemionkowy | tetrahydrofuran, | polimery, zwigzki

o okreslonych alkohole, woda | biologiczne

rozmiarach poréw

Szklo o okre$lonych | szklo porowate | jw. zwiazki biologiczne

rozmiarach poréw

Z. Witkiewicz ,Podstawy chromatografii” — WNT




POMPA odpowiada za przeptyw przez uktad fazy ruchomej w sposob ciggty, odtwarzalny

| z optymalng predkoscia.

POMPY
statocisnieniowe statoprzeptywowe
wyporowe z ttokami i napedem strzykawkowe ttokowe
pneumatycznym
Parametry charakteryzujace pompe: Dobra pompa powinna sie charakteryzowac:
+ zakres wydatku objetosciowego, + odpornoscig chemiczng materiatu pompy na sktad

£ g fazy ruchomej,
+ maksymalne cisnienie robocze,

+ odtwarzalnos¢ wydatku objetosciowego, * A objejpcEiaweligtizna,

+ zakres pulsacji rozpuszczalnika. gl CIECpyWe fazyiugome),

+ mozliwoscig uzyskania cisnien rzedu 35 Mpa,

+ statym przeptywem fazy ruchomej z mozliwoscig jego
regulacji w zakresie 0.5-10 cm3/min.



POMPY WADY | ZALETY

ZALETY

WADY

pompy statocisnieniowe

+ brak pulsacji cisnienia dzieki czemu otrzymuje sie
dobrg linie podstawowa,

¢ prosta konstrukcja,

+ mozliwos¢ pracy przez dtugi czas pompy ttokowej,

+ fatwos¢ obstugi.

+ wystepowanie niepozadanych zmian przeptywu
fazy ruchomej na skutek zmian lepkosci cieczy
wywotanej zmiang temperatury,

+ staba odtwarzalnos¢ wynikow mogaca
uniemozliwi¢ analize jakosciows i ilosciowa,
+ w przypadku wyporowych koniecznosc¢

przerywania chromatografowania w celu
napetnienia cylindra pompy eluentem,

+ w przypadku pomp wyporowych rozpuszczanie
sie gazu w rozpuszczalniku co moze
przeszkadzacC w detekciji

pompy statoprzeptywowe

¢ utrzymanie statego przeptywu niezaleznie od
zmian lepkosci eluentu i oporu hydraulicznego
kolumny,

* powtarzalnos$¢ wynikow,

+ szeroki zakres wydatku objetosciowego pomp
ttokowych,

+ mozliwos¢ ciggtej pracy pomp ttokowych.

¢ W przypadku pomp strzykawkowych koniecznosc¢
przerywania chromatografowania w celu
napetnienia cylindra pompy eluentem,

+ W przypadku pomp ttokowych pulsacja cieczy
powodugca spadek czutosci detektorow.

Pulsacje mozna zmniejszy¢ poprzez:

¢ zmniejszenie objetosci cieczy pompowanej w

jednym cyklu ttoka dzieki zastosowaniu
cylindrow o0 matej objetosci i zwiekszeniu
predkosci ruchow ttoka.
¢ zastosowanie pomp dwuttokowych
wspotdziatajgcych w  cyklu  przesunietym

0 180°.



DOZOWNIK umozliwia wprowadzenie probki pod cisnieniem atmosferycznym do kolumny,

w ktorej panuje cisnienie rzedu kilkudziesieciu Mpa.

DOZOWNIKI

dozowniki strzykawkowe zawory dozujace z petlg

Z membrang gumowqg

zewnetrzng wewnetrzng
zmienna objetos¢ 0.01-0.5 ml stata objetos¢



DOZOWNIKI

¢ zawory dozujace z petla

Dozownik typu zaworu z pella

napelnianie petli wstrzykiwanie na kolumng
4

1 —petla,
2 — wlot fazy ruchome;,

3 — wylot fazy ruchomej do kolumny,
4 — wprowadzenie probki.

Zawor dozujgcy jest tak zbudowany, ze w jednym potozeniu dzwigni mozna pod ciSnieniem
atmosferycznym petle przeptukac i napetni¢ roztworem probki badanej. Probke dozuje sie zazwyczaj za
pomocg strzykawki. W drugim potozeniu faza ruchoma moze omijaC zawor. Najczesciej stosowane sg
zawory firmy Rheodyne, dlatego tez czesto zawory dozujgce z petlg nazywa sie reodyng. W zaleznosci od

rodzaju detektora i kolumny pojemnos¢ takiej petli dozownicze] moze by¢ rézna i wynosi¢ od 10 ul do 10 ml.



DETEKTOR jest czesciag uktadu chromatograficznego, ktory wykrywa poszczegodlne

sktadniki rozdzielonej mieszaniny.

DETEKTORY

pomiar wiasciwosci roznicowy pomiar wtasciwosci
charakterystycznej dla prébki probki i fazy ruchome;

Detektor stosowany w HPLC powinien sie charakteryzowac:

+ dobrg czutoscia,

+ niskg granicg detekcji,

+ szerokim zakresem liniowosci wskazan,

* matg objetoscia,

+ niewrazliwoscig na zmiany temperatury i predkosci przeptywu fazy ruchomej,

+ niezawodnoscig dziatania.



DETEKTORY

1. Detektory dziatajagce na zasadzie pomiaru wlasciwosci charakterystycznej dla prébki

spektroskopii masowej state A (254 nm)
(LC-MS) .
uv / Zmienne A

/ spektrofotometryczne [ VIS \ diode array
IR

detektory / spektrofluorymetryczne

spektroskopowe AAS
spektroskopii atomowej /

AES
amperometryczne
woltamperometryczne

wiasciwosé detektory
probki elektrochemiczne sEomeuycane
potencjometryczne

detektory
radioaktywacyjne




DETEKTORY c.d.

Detektory UV

¢ pracujacy przy jednej dtugosci fali 254 nm — wiele substancji absorbuje promieniowanie
o tej dtugosci fali,

+ pracujacy w zakresie UV/Vis — z ptynna regulacjg dtugosci fali w zakresie 190-600 nm,

+ diode array (z matryca diodowa) — rejestrujg promieniowanie o dtugosci fali w zakresie
190-600 nm co umozliwia zdjecie catego widma analizowanej substanciji.

Detektory UV nie sg wrazliwe na zmiany temperatury i przeptywu fazy ruchomej. Granica
detekcji wynosi srednio 1 ng/probke.

’Wums 2487
{Oval ) Absorbonce Detector

o)




DETEKTORY c.d.

Detektor spektrofluorymetryczny

~ Istota detekcji polega na pomiarze intensywnosci Swiatta o okreslonej df. fali emitowanego
przez analizowany zwigzek w wyniku jego pobudzenia. Jest to detektor selektywny,
posiadajacy duzg czutos¢ wzgledem substancji wykazujgcych fluorescencje.

Granica detekcji w tym typie detektora jest ok. 100-krotnie nizsza niz w detektorze UV.




DETEKTORY c.d.

Detektory elektrochemiczne

Najczesciej stosuje sie detektory amperometryczne i kulometryczne do wykrywania substanc;ji
organicznych i nieorganicznych. Sg one stosowane gtdwnie do analizy zwigzkéw biologicznie
czynnych.

Charakteryzujg sie one duzg selektywnoscig i czutoscig wzgledem niektorych zwigzkow.

Ograniczeniem ich stosowania jest to, ze faza ruchoma musi przewodzi¢ prad co wymusza
stosowanie eluentéw zawierajgcych wode. Nie mozna ich zatem uzywa¢ w chromatografii
w normalnym uktadzie faz.




DETEKTORY c.d.

2. Detektory dziatajagce na zasadzie pomiaru réznicowego wiasciwosci probki i fazy
ruchomej

detektor
refraktometryczny
[ - \ detektor
réznicowy | konduktometryczny
detektor

adsorpcyjny



DETEKTORY c.d.

Detektor refraktometryczny

Jest to detektor najbardziej uniwersalny. Mierzy on w sposob ciggly roznice we
wspotczynnikach zatamania czystego eluentu i eluatu wyptywajgcego z kolumny.

Czutosc tego detektora jest tym wieksza, im wieksza jest r6znica wspotczynnikow zatamania
eluentu i eluatu. Jest to detektor najbardziej uniwersalny.

Czutos¢ jego jest mniejsza niz detektora UV, jest tez bardziej czulty na zmiany temperatury
| cisnienia. Stad tez koniecznosS¢ termostatowania z duzo doktadnoscig temperatury.
Wskazania tego typu detektora zmieniajg sie wraz ze zmiana sktadu fazy ruchomej. Z tego
powodu nie mozna go stosowac w przypadku elucji gradientowej.

Stosuje sie je do wykrywania weglowodanodw, alkoholi i kwasow alifatycznych.




DETEKTORY c.d.

Detektor konduktometryczny

Detekcja konduktometryczna (przewodnictwa jonowego) jest najbardziej uniwersalng metodg
stosowang w chromatografii jonowej. Metodg konduktometryczng moga by¢ oznaczane anality,
ktére po przejsciu przez kolumne analityczng sg w stanie dotrze¢ do detektora w postaci
jonowe.

W detektorze konduktometrycznym wykorzystuje sie zdolnoS¢ roztworow elektrolitow
umieszczonych w polu elektrycznym powstajgcym pomiedzy dwoma elektrodami
przeptywowego naczynka konduktometrycznego do przewodzenia pradu na skutek transportu
jonow.




