[ CHROMATOGRAFIA




Chromatografia jest metoda rozdzielania sktadnikéw jednorodnych mieszanin w wyniku

ich réznego podzialu miedzy dwie fazy uktadu chromatograficznego ruchoma i
nieruchoma

faza nieruchoma (stacjonarna, sorbent)

ciato state lub ciecz unieruchomiona na nosniku, na ktérych zachodzi proces rozdzielania

sktadnikdw badanej mieszaniny.

faza ruchoma (eluent)

ciecz lub gaz wykorzystywane do rozdzielenia sktadnikow badanej mieszaniny.

elucja

wymywanie sktadnikow rozdzielanej mieszaniny przez eluent.



UKLADY CHROMATOGRAFICZNE

faza stacjonarna

ciecz ciato state

[fazaruchoma] [gaz] [ciech Lgaz] ‘ciecz]

PODZIALU TECHNIK CHROMATOGRAFICZNYCH mozna dokona¢ ze wzgledu na:

1. Stan skupienia fazy ruchomej

¢ gaz - chromatografia gazowa,
¢ ciecz - chromatografia cieczowa,
¢+ fluid - chromatografia fluidalna.

2. Stan skupieniafazy stacjonarnej

+ cialo state - chromatografia adsorpcyjna,

+ ciecz naniesiona na nosnik - chromatografia podziatowa.




3. Nature zjawisk bedacych podstawg procesu chromatograficznego

¢+ chromatografia adsorpcyjna

rozdziat mieszanin nastepuje dzieki roznemu powinowactwu adsorpcyjnemu
poszczegolnych sktadnikow mieszaniny wzgledem fazy stacjonarnej

+ chromatografia podziatowa

rozdziat mieszanin nastepuje dzieki réznicom w wartosciach wspotczynnikow

podziatu sktadnikdw miedzy dwie nie mieszajgce sie fazy: stacjonarng i ruchomg

¢ chromatografiajonowymienna

podstawg rozdzialu jest wymiana jonowa miedzy jonami z roztworu, a jonami
zwigzanymi z fazg stacjonarng, ktoéra stanowig jonity

+ chromatografia zelowa (chromatografia sitowa, saczenie molekularne)

o rozdziale decydujg rozmiary czgstek substancji oraz zelu wypetniajgcego kolumne



Chromatografia
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ISTOTA ROZDZIELANIA CHROMATOGRAFICZNEGO

ti=0
gé faza ruchoma (f) W momencie wprovyadzema mieszaniny §ubstanc1| A
___________________________ I B do fazy ruchomej (czas t=0) zaczyna sie proces jej
faza nieruchoma (f) 5 rozdzielania.

W czasie t; obserwuje sie rézny podziat sktadnikow mieszaniny
t f B miedzy obie fazy.
1 > B /\ Substancja A wykazuje mniejsze powinowactwo wzgledem fazy
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e substancja B, a co za tym idzie porusza sie wzdtuz sorbentu

znacznie szybciej niz substancja B.
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T chromatograficzny.
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[ CHROMATOGRAFIA PLANARNA ]




Chromatografia planarna jest odmiang chromatografii cieczowej, w ktérej faza

nieruchoma jest umieszczona na ptaszczyznie

chromatografia planarna

chromatogrgfig/bibutowa chromatografia cienkowarstwowa

{ faza stacjonarna ’ warstwa sorbentu
naniesiona na nosnik




CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

TLC - Thin Layer Chromatography

faza stacjonarna sorbent osadzony na nosniku
(sorbent) PLYTKA CHROMATOGRAFICZNA

faza ruchoma - : — pojedynczy rozpuszczalnik
[ (eluent) } 7 [ lub mieszanina rozpuszczalnikow




ETAPY PROCESU
CHROMATOGRAFICZNEGO W TLC




ETAP | - PRZYGOTOWANIE PLYTKI

linia konca
\\

Z arkusza np. 20x20 cm wycina sie ptytke
o wymiarach odpowiednich do przeprowadzanego
oznaczenia.
W odlegtosci 1-2 cm od brzegu ptytki rysuje sie tzw.
linie startu, na ktoéra bedzie nanosic sie probki. Na linii :
mozna delikatnie zaznaczy¢ miejsca nanoszenia ]
probek. ~

linia startu Dot
Od drugiego konca ptytki w takiej samej odlegtosci od \\ 2
jej brzegu wyznacza sie tzw. linie konca.

Nosnik, na ktérym osadzony jest sorbent moze by¢ z
aluminium, szkta lub poliestru.




ETAP Il - NANOSZENIE PROBEK

Na linie startu nanosi sie probke rozdzielanej mieszaniny oraz wzorce.

Probki nalezy nanosic tak, aby nie uszkodzi¢ sorbentu.

Gdy roztwor jest rozciehczony i musimy nanies¢ wiekszg ilos¢ substancji
wowczas nanosimy probki kilkakrotnie, za kazdym razem odparowujgc
rozpuszczalnik.

Srednica pojedynczej plamki nie powinna by¢ wieksza niz 2 mm.

Prébki nanosi sie za pomoca:

+ automatycznych aplikatorow (100 nl — 100 pl),
+ mikropipet,

* mikrostrzykawek.
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ETAP Il - ROZWIJANIE CHROMATOGRAMOW

[ komory chromatograficzne ]

[ pionowe ]




ZASADA DZIALANIA KOMORY POZIOMEJ
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1 - plytka chromatograficzna, 2 - ptytka szklana, 3 - zbiornik eluentu,
4 - plytka dociskowa, 5 - pokrywa szklana, 6 - przestrzen kondycjonujaca.




KOMORY TYPU ,,SANDWICH”

¢ pionowe

1 — ptytka chromatograficzna,

2 — ptytka szklana ograniczajgca
przestrzen komory,

3 — zbiornik eluentu,

4 — eluent,

5 — pokrywa.

N

2-3 mm

Komory typu ,sandwich” majg bardzo matg objetos¢. Przestrzen, w ktérej znajdujg sie pary rozpuszczalnika

jest ograniczona dlatego nie jest konieczne kondycjonowanie komory.

Zastosowanie komory typu ,sandwich” zmniejsza 10-20 krotnie zuzycie eluentu.



¢ poziome

N
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plytka chromatograficzna ptytka szklana ograniczajaca
utlozona sorbentem do dotu przestrzen komory




ROZWIJANIE CHROMATOGRAMOW W KOMORZE PIONOWEJ

W komorze chromatograficznej znajduje sie eluent w takiej ilosci, aby po
wstawieniu ptytki nie przekraczat on linii startu.

W momencie zetkniecia sie z sorbentem eluent zaczyna sie poruszac b, W,

wzdtuz ptytki.

Rozpoczyna sie proces, ktéory nazywa sie rozwijaniem /PB Wi W, W

chromatogramu, ktéry konczy sie gdy eluent osiggnie linie konca.

(0]
W wyniku oddziatywania substancji chromatografowanych z sorbentem i
fazg ruchomg nastepuje rozdzielenie mieszaniny na poszczegdlne o)
sktadniki.
O O
Na ptytce otrzymujemy szereg plamek odpowiadajgcych poszczegolnym
sktadnikom mieszaniny. Otrzymujemy chromatogram .

Skfadniki, ktére oddziatujg silniej z sorbentem niz z eluentem dajg plamki

potozone blizej linii startu. Plamki potozone dalej od linii startu odpowiadajg
substancjom oddziatujgcym silniej z eluentem niz z sorbentem.



ROZWIJANIE CHROMATOGRAMOW W KOMORZE POZIOMEJ

¢ ,od brzegu do brzegu”,

+ jednoczesne rozwijanie od przeciwlegtych brzegéw,

+ odsrodkowe.

pojedynczej prébki kilku prébek
miejsce naniesienia probki miejsce doprowadzenia
i doprowadzenia eluentu eluentu

| |

a4 miejsca naniesienia prébek
e

}—\\ plamki rozdzielonych
skitadnikéw proébki

\

okregi rozdzielonych
skladnikéw prébki




+ dosrodkowe rozwijanie chromatogramu

miejsca naniesienia prébek

o\
4

plamki rozdzielonych
sktadnikéw prébki




Zalety dosrodkowego rozwijania chromatogramow

wykorzystuje sie stosujac ptytki

z trojkatnie uksztattowanymi w wyniku usuniecia sorbentu fragmentami.

LN

linie tworzace boki tréjkata powstate przez
usuniecie sorbentu

plamki rozdzielonych
skltadnikéw proébki

miejsca naniesienia prébek



¢ dwukierunkowe rozwijanie chromatogramow

W przypadku ztozonych mieszanin, ktérych sktadniki nie rozdzielajg sie po jednokrotnym

chromatografowaniu stosuje sie rozwijanie dwukierunkowe prostopadte.

A
kierunek ruchu eluentu Il




ROZWIJANIE CHROMATOGRAMOW W KOMORZE CISNIENIOWEJ

plytka do rozwijania chromatogramu w komorze cisnieniowej

zaimpregnowany
brzeg plytki

miejsca
naniesienia prébek

o o ) 04

Tl

rowek w warstwie miejsce doprowadzenia
sorbentu eluentu




ETAP IV - WIZUALIZACJA CHROMATOGRAMOW

Gdy skfadniki rozdzielanej mieszaniny sg barwne na chromatogramie
otrzymuje sie serie barwnych plamek, dzieki czemu fatwo oceni¢ otrzymane
wyniki.

Czesciej jednak zdarza sie, ze wszystkie lub niektére sktadniki

mieszaniny sg bezbarwne.

Bezposrednia analiza wynikow jest wtedy niemozliwa.

Konieczne jest uwidocznienie plamek rozdzielonych substancji.

W celu uwidocznienia plamek przeprowadza sie tzw. wizualizacje
(wywotanie) chromatogramu.
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SPOSOBY WIZUALIZACJI CHROMATOGRAMOW

1. wizualizacja metodami chemicznymi
odczynniki w postaci roztworéw odczynniki w postaci gazowe]
spryskiwanie zanurzanie w r-rze nasycanie parami

(jod, brom, amoniak)

Odczynniki do wizualizacji chemicznej

¢ uniwersalne
reagujg z wieloma zwigzkami zawierajgcymi rozne grupy funkcyjne np. nadmanganian potasu, pary jodu

¢ grupowe
reagujg z z okreslong grupa zwigzkéw chemicznych np. ninhydryna (aminokwasy), sole diazoniowe
(aminy aromatyczne, fenole), odczynnik Dragendorffa-HBil, (alkaloidy, wiele zwigzkow o charakterze
zasadowym)



Pg W; W, W,
B

Pg W; W, W,
B
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2. Naswietlanie przy zastosowaniu lampy UV emitujacej promieniowanie o dt. fali 254 nm

lampa UV Iampa UV z komora

plytka nie naswietlana lampa UV plytka naswietlana lampa UV

;

- -




3. Metoda ciektokrystaliczna

W metodzie tej porowatg przezroczystg folie nasyca sie ciektym krysztatem. Folia w swietle spolaryzowanym
ma jednakowg barwe na catej powierzchni. Po docisnieciu folii do ptytki substancje znajdujgce sie na niej — po
rozdzieleniu mieszaniny — w postaci plamek przechodzg do cieklego krysztatu. W wyniku tego
uporzadkowana struktura ciektego krysztatu przeksztatca sie w ciecz izotropowg i na folii pojawiajg sie plamki

o barwie réznigcej sie w swietle spolaryzowanym od tta. Plamki te sg odbiciem chromatogramu znajdujgcego
sie na ptytce.



ANALIZA JAKOSCIOWA

Parametrem, ktory charakteryzuje substancje jakosciowo w danym uktadzie chromatograficznym tzn. w

okreslonych warunkach rozdziatu jest tzw. wspétczynnik opoéznienia R; (Retardation Factor).

Pg W, W,

o>

A — droga migraciji substancji chromatografowanej mierzona od linii startu do srodka plamki,

B — droga migracji eluentu mierzona od linii startu do czotfa fazy ruchomej (linia konca).

Identyfikacja substancji polega na poréwnaniu wartosci jej wspétczynnika R; z wartoscia R; wzorca
otrzymang w warunkach identycznych jak stosowane podczas analizy.




ANALIZA ILOSCIOWA

Cwl < CW2 < CW3

pB = CWZ

Przy wykorzystaniu chromatograméw plamkowych mozliwe jest zatem jedynie pétiloSciowe oznaczenie

zawartosé substancji prébce.

W celu otrzymania doktadnej zawartosci substancji rozdzielanych stosuje sie metode zwang densytometria.




Densytometria jest technika pozwalajaca zamieni¢ chromatogramy plamkowe na chromatogramy

pikowe.

10

3 e densytogram

4y

chromatogram plamkowy

12 34 56 7 8 9 101 12 13




densytometr praca z densytometrem

densytogram 2D densytogram 3D dla réznych dtugosci fali

Triamteren

Rhndamin boo 4

o 50.0
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FAZA STACIJONARNA

(SORBENT)




RODZAJ SORBENTU wywiera znaczny wptyw na przebieg i wynik chromatografowania

¢ zel krzemionkowy

OH Cl)H
' S—OH rupa silanolowa
O/SI\O O/| Jrap
|, o0\, @
Si Si | :
7 N\ VRN grupa siloksanowa
O O O @

7 N\ AN

Obecnos¢ grup hydroksylowych sprawia, ze jest sorbentem polarnym zdolnym tworzyc¢
wigzania z polarnymi zwigzkami chromatografowanymi. Im wiecej wolnych grup hydroksylowych, tym wieksza

efektywnos$¢ rozdziatu. Ma najwieksze znaczenie w TLC.



Zalety zelu krzemionkowego:
¢ uziarnienie o pozgdanej wielkosci i rozmiarach porow,
+ okreslona powierzchnia wtasciwa,

+ duza wytrzymatos¢ mechaniczna.

Wady zelu krzemionkowego:
+ higroskopijnos¢ zelu powodujgca dezaktywacje powierzchni zelu co wptywa niekorzystnie na jego

wiasciwosci i odtwarzalnos¢ wynikow analizy.



+ modyfikowany zel krzemionkowy (fazy zwigzane)

Modyfikacja polega na zwigzaniu aktywnych grup hydroksylowych krzemionki za pomocg  tancuchow
alkilowych o 2, 8 lub 18 atomach wegla.

REAKCJA SILANIZACJI

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

Schemat zelu krzemionkowego z chemicznie

/ zwiazana grupa n-oktylodimetylosililowa
I
O |
L
,O-T T = ™
- T = LA = | o
(7)) w [ O e . o O—I aza
//_\o/(/) \0/ \\O/ \\0/ \\O/\ 18
o o | r | r | x | T
I I ar - - L



¢ tlenek glinu
Sorbent polarny

Rozdzielanie mieszanin zawierajgcych np. alkaloidy, fenole, steroidy, witaminy, jony metali, lipidy.

+ krzemian magnezu (Florisil)

¢ celuloza

W postaci widknistej (bardzo cienkie witokna) i mikrokrystalicznej.

Rozdzielanie zwigzkéw hydrofilowych np.: kwasow fosforowych, fosforandw, glikozydow, aminokwasoéw,
alkoholi i cukrow.

¢ celuloza acetylowana
Niepolarny sorbent, stosowany w chromatografii z eluentami zawierajgcymi wode.

Rozdzielanie zwigzkow takich jak: alkaloidy, lipidy, antrachinony, nitrofenole.

¢ poliamid i poliamid acetylowany

Moze by¢ wielokrotnie regenerowany poprzez usuwanie po kazdym chromatografowaniu substanc;i
obecnych na ptytce eluentem o duzej sile eluciji.

Rozdzielanie np.: fenoli, glikozyddw, nukleozydow, pestycydow.



FAZA RUCHOMA

(ELUENT)




Pg W; W, W,

Prawidtowa analiza jakosciowa i ilosciowa TLC jest mozliwa gdy:

* badana mieszanina zostata rozdzielona,
+ plamki poszczegolnych sktadnikbw mieszaniny sg nierozmyte,

+ plamki poszczegolnych sktadnikéw sg dobrze rozdzielone.

Taki wynik chromatografowania osigga sie wowczas gdy kierujac sie oczekiwanym skiadem analitu

oraz rodzajem sorbentu dobierze sie odpowiednig faze ruchoma.

Site oddziatywan danego rozpuszczalnika z okreslonym sorbentem charakteryzuje tzw. sita elucji

rozpuszczalnika.

sorbent site elucji wyznaczaja wzrost sity elucji wywotuje
| polarnosc¢ i polaryzowalnos¢ wzrost polarnosci i polaryzowalnosc¢ czgsteczek
olarn : :
P Y czasteczek rozpuszczalnika rozpuszczalnika
niespecyficzne sity wzrost rozmiaréw niepolarnych fragmentow

niepolarny Van der Waalsa czasteczek fazy ruchomej



Faza ruchoma jest najczesciej mieszaning dwdch Ilub trzech rozpuszczalnikow zmieszanych

w proporcjach zapewniajgcych optymalny rozdziat badanej mieszaniny.

SZEREG ELUOTROPOWY DLA SORBENTOW POLARNYCH

n-heksan, CCl,, toluen, chloroform....... acetonitryl, etanol, metanol, woda, CH,COOH

sita elucji rosnie

Dla chromatografowania na niepolarnych fazach stacjonarnych sita elucji rosnie w kierunku przeciwnym.

Ogdlna zasada wyboru eluentu jest nastepujaca:

polarna faza stacjonarna mniej polarna faza ruchoma normalny ukiad faz
np. zel krzemionkowy np. heksan, toluen chloroform
niepolarna faza stacjonarna ] bardziej polarna faza ruchoma ’ ‘ odwrécony uktad faz
np. faza C;g4 np. acetonitryl, metanol, woda

Zmiana sktadu eluentu w bardzo niewielkim zakresie wywiera duzy wptyw na jakosS¢ rozdziatu

mieszaniny.




analit faza stacjonarna polarnos¢ eluentu

polarny wieksza
polarna
stabo polarny , niepolarny mniejsza
niepolarny mniejsza
niepolarna .
P wieksza

stabo polarny , polarny

Rozdzielanie mieszanin za pomocga chromatografii cienkowarstwowej prowadzi sie w celu:

¢ analitycznym — grubosc¢ sorbentu 0.1-0.25 mm,

¢ preparatywnym — grubos$¢ sorbentu 0.5-2 mm.



Sorbent osadza sie na podtozu (ptytkach) z:
+ aluminium,

* fworzywa sztucznego,

+ szkia.




RODZAJE PLYTEK DO ROZDZIELANIA ANALITYCZNEGO
+ zwykte (TLC)

ptytki pokryte polarnym sorbentem (najczesciej zel krzemionkowy), stosowane w normalnym uktadzie faz.
+ wysokosprawne (HPTLC — High Performance Thin Layer Chromatography)

stosowane sg sorbenty o drobniejszym uziarnieniu i wezszych frakcjach sitowych niz
w przypadku TLC.

+ ptytki RP (RP-TLC — Reverse Phase Chromatography)

ptytki pokryte modyfikowanym zelem krzemionkowym, stosowane w odwréconym uktadzie faz.

* pokryte sorbentem zawierajagcym czynnik fluoryzujacy (F254)

Dodatek czynnika fluorescencyjnego (siarczek kadmu Ilub krzemian cynku) ufatwia obserwacje
chromatograféw przy zastosowaniu lampy UV emitujgcej promieniowanie o dt gosci fali 254 nm. W takich
warunkach widoczne sg plamki substancji gaszacych fluorescencje, albo majgcych inng dtugos¢ fali swiatta

emitowanego pod wptywem wzbudzenia niz czynnik fluoryzujacy.

Czynnik fluorescencyjny mozna stosowac sie do kazdego rodzaju sorbentow.



+ ze strefg koncentracji

strefa koncentracji pokryta
szerokoporowatym
zelem krzemionkowym

- L —— plamki naniesione w dowolnym
~ 0 0 OG— 9 | miejscu

koncentracja plamek na

; linia startu — zaczyna sie rozdziat
granicy faz \ /

chromatogram po
rozwinieciu




POROWNANIE PLYTEK TLC | HPTLC

parametr plytki TLC plytki HPTLC
grubosc¢ sorbentu [mm] 0,25 0,20
rozmiar czgstek sorbentu [um] ok. 12 ok. 7
frakcja sitowa szeroka waska
droga rozwijania chromatogramu [mm] 100 50
rozdzielenie mieszaniny na sktadniki dobre lepsze
wykrywalnos¢ analizowanych substanciji dobra lepsza
zuzycie eluentu mate mniejsze

wielkos¢ chromatografowanej probki [%] 100 ok. 10-20
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