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Metody rozdzielcze — podstawy teoretyczne,
podziat metod.

Metody chromatograficzne: TLC, HPTLC, HPLC, GC, SFC.
Detektory w metodach chromatograficznych.




Metody rozdzielcze

Kryteria klasyfikacji:
« cel
* rodzaj mieszaniny

« fizyczne i chemiczne zjawiska wykorzystywane w rozdzieleniu

Podstawowe grupy mechanizmow wykorzystywanych w separacji

analitycznej:
* podziat
« adsorpcja

« filtracja
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Techniki separacyjne w chemii analitycznej

« Techniki ekstrakcyjne:
Ekstrakcja gazem
Ekstrakcja cieczg
Ekstrakcja do fazy statej
* Techniki elektromigracyjne:
Elektroforeza zelowa na ptaszczyznie
Elektroforeza kapilarna
« Techniki chromatograficzne:
Chromatografia cieczowa (Chromatografia kolumnowa, planarna)
Chromatografia gazowa (Chromatografia kolumnowa)

Chromatografia cieczg w stanie nadkrytycznym (Chromatografia kolumnowa)
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Techniki separacyjne - ekstrakcja

Ekstrakcja prébek ciektych

» Ekstrakcja ciecz-gaz, np.
statyczna/dynamiczna analiza fazy nadpowierzchniowej
wymywanie i wychwytywanie

» Ekstrakcja ciecz-ciecz, np.

klasyczna ciecz-ciecz
ekstrakcja ciggta
mikroekstrakcja

ai-) b-"

Ekstraktor ciggty do rozpuszczalnikow
a) Izejszych od wody, b) ciezszych od wody.

» Ekstrakcja ciecz-ciato state, np.

ekstrakcja/mikroekstrakcja do fazy statej
mikroekstrakcja poprzez membrane do fazy stacjonarnej
ekstrakcja do fazy statej w strzykawce
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Techniki separacyjne - ekstrakcja

Ekstrakcja prébek statych

Gaz —» [ =——» Gaz

» Ekstrakcja cialo state-gaz, np.

ekstrakcja do fazy statej w uktadzie statycznym, ===l

ekstrakcja do fazy statej w uktadzie dynamicznym. St

« Ekstrakcja ciato stale-ciecz, np.

ekstrakcja rozpuszczalnikiem wspomagana

promieniowaniem mikrofalowym.
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Techniki separacyjne - ekstrakcja

Ekstrakcja probek gazowych
 Ekstrakcja gaz-ciecz
Ekstrakcja do fazy ciektej
Ekstrakcja przez btony potprzepuszczalne
 Ekstrakcja gaz-ciato state
Ekstrakcja do fazy stacjonarnej
Mikroekstrakcja do fazy statej

Ekstrakcja przez membrany porowate
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Techniki elektromigracyjne - elektroforeza

Rozdziat mieszaniny makroczgsteczek pod wpltywem przytozonego pola

elektrycznego.

Miejsca na
probki
ATOHS (studzienki)

Elektroda o ladunku | | // 7 /
; ] ’
dodatnim (czerwona) / 2
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Elektroforeza

- elektroforeza kapilarna (ang. capillary electrophoresis),
- elektroforeza pionowa (ang. vertical electrophoresis),

- elektroforeza pozioma (ang. horizontal electrophoresis).
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Elektroforeza kapilarna

lapilara Detektor

Uktad
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Elektroforeza pionowa

o |lo J\ Bufor

Rurka elektrodowy

*

elektroforeza rurkowa elektroforeza ptytowa
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Elektroforeza pozioma

Bufor
o elektrodowy .
= ] | +
B Zel
e o e re e |

A. elektroforeza zanurzeniowa
B. elektroforeza pétsucha
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Chromatografia

Michail Siemionowicz Cwiet ros. Tsvet, uset = kolor
1872 — 1919 gr. chromatos = barwa

grapho = pisze
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Chromatografia

Podstawowa technika analityczna lub preparatywna stuzgca do

rozdzielania i identyfikacji zwigzkéw chemicznych w mieszaninie.

Uktad chromatograficzny sktada sie z:

- fazy nieruchomej
- fazy ruchomej

- mieszaniny rozdzielanych substancji
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Chromatografia

Rozdzielenie chromatograficzne
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Techniki chromatograficzne

 planarne i kolumnowe

« cieczowe, gazowe i z fazg ruchoma w stanie nadkrytycznym
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Chromatografia planarna

- bibutowa (Paper Chromatography, PC)
- cienkowarstwowa (Thin Layer Chromatography, TLC)

- wysokosprawna cienkowarstwowa

(High Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC)

Faza
stacjonarna

Czoto fazy
ruchomej

-
- ™~ Rozdzielone
— zwigzki
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Chromatografia kolumnowa

- kolumnowa grawitacyjna (Liquid Chromatography, LC)

HPLC)

- gazowa (Gas Chromatography, GC)
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Faza stacjonarna (nieruchoma)

Faza stacjonarna jest unieruchomiona w odpowiednim miejscu wewnatrz

kolumny lub na ptaskiej powierzchni — geometria metody.

Faza stacjonarna ma charakter i spetnia role sorbentu — na zasadzie
zatrzymywania substancji rozdzielanej na powierzchni (adsorpcja)
lub w masie (absorpcja).

Faze stacjonarng stanowia:

« Porowate ciata state o duzej powierzchni adsorpciji,
 Ciecze trudno lotne,

« Substancje o charakterze zelowym.
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Nosnik
Faza stacjonarna o zdolnosciach sorpcyjnych, rozmieszczona jest na
powierzchni nosnika.
W chromatografii cienkowarstwowej nosnikiem sa:
* ptyty szklane
* ptyty aluminiowe
* ptyty plastikowe
W chromatografii bibutowej:
* paski bibuty
W chromatografii gazowej:
* powierzchnia wewnetrzna kolumny
W chromatografii kolumnowej:
* nosnik nie wystepuje lub jest nim pozbawione zdolnosci sorpcyjnych

wypetnienie drobnoziarniste.
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Faza ruchoma (eluent)

Faza ruchoma moze byc:

« Cieczg — w chromatografii cieczowej (LC - liquid chromatography) —

wystepuje najczesciej, zarowno w technikach planarnych jak i kolumnowych.
« Gazem — w chromatografii gazowej (GC — gas chromatography)

« Plynem w stanie nadkrytycznym — w chromatografii fluidalnej (SFC —

supercritical fluid chromatography).

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI




Faza ruchoma (eluent)

« W celu utatwienia wyboru wtasciwego rozpuszczalnika jako eluentu,
rozpuszczalniki utozono w szeregi eluotropowe.

« W przypadku polarnych faz stacjonarnych (np. zelu krzemionkowego Iub
tlenku glinu) rozpuszczalniki utozone wg rosngcej mocy eluowania (miarg ktérej sg

indeksy polarnosci) majg kolejnos¢ nastepujgca:

n-pentan < n-heksan < cykloheksan < tetrachlorek wegla < toluen < benzen <
eter dietylowy < chloroform < dichlorometan <tetrahydrofuran < dichloroetan <
aceton < octan etylu < acetonitryl < pirydyna < etanol < metanol <woda < kwas

octowy.

* Moc elucji przy chromatografowaniu na niepolarnej fazie stacjonarnej (np.

weglowej fazie odwroconej) jest odwrotna.
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Faza ruchoma (eluent)

* Inne wazne cechy eluentow:
- lepkos¢
- wspoiczynnik zatamania swiatla

- granica diugosci fali promieniowania elektromagnetycznego
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Parametry chromatograficzne

Retencja (fac. retentio — zatrzymywanie) - w chromatografii charakteryzuje czas

przebywania substancji w kolumnie chromatograficzne;j.

FAZA

Wspoétczynnik retencji k: — 000 o o ¥ S RucHOMA
* FAZA

zawarto$é substancji w fazie nieruchomej o) O 0 x % NIERUCHOMA

zawartos$¢ substancji w fazie ruchomej ////////////////// NOSNIK,

k=45 k=224 k=3M1:3

Wspoétczynnik retencji zalezy od struktury molekularnej substanciji

chromatografowanej.
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia planarna

Wspoitczynnik migracji R;

czoto . Ri=A/B 0,0<R;<1,0
R; = 1/(1+k)
8 R, = log k = log ((1/R; ) - 1)
A Inne nazwy stosowane dla wspotczynnika migracii
START to: faktor retencji; utamek predkosci;

wspoiczynnik zatrzymania lub spowolnienia;

rate fraction.
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Chromatogram stanowi graficzng reprezentacje sygnatu

chromatograficznego.

II

Dostarcza informacii:

sygnal, m-';ur

* 0 sktadzie jakosciowym

* 0 sktadzie ilosciowym

] b E C czas
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

......................

P : k :f -I:l Maksimum piku |
[ [
Linia podstawowa (linia zerowa) B B
:I -: fﬁﬁk I .
. T Lo
Podstawa piku - -
| |
s 7 A | 1 Linia podstawowa | I
Wysokosé piku (h) [
T - T st
Cras Cras
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

czas retencji substancji .
niezatrzymywanej t,, (czas martwy; ‘ r,. i
zerowy) %‘ | pienasbsandl
catkowity czas retencji tg : ’
zredukowany czas retencji t'y
v - Pik substaneji ‘
fr= Rt _ e
objetosé retenc;ji substancji ™" H\ L || i ptawov

niezatrzymywanej V,, (objeto$é¢ martwa, B

zerowa) Vy =t F.

: L, . « wspotczynnik retencji k
catkowita objetosc retencji Vi; Ve =tg F,

zredukowana objetosé retencji V', k=t'g Ity
V'R =VR - VM
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Selektywnos¢; Wspotczynnik rozdzielania (a)

k, - wspotczynnik retencji pierwszego piku
kK, - wspotczynnik retencji drugiego piku
t=4 — czas retencji pierwszego piku

tr, — czas retencji drugiego piku

A A A

t
u tr1

tr2
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Sprawnos¢ kolumny; Teoretyczna liczba poétek (N)

I irni

L 00 1 O SRR NN S 0 T S0 T S O S0 0 N 0 S0 SV N N S N . .
1

— il

objetos¢ kolumny, w ktorej zostaje osiggniety stan (dynamicznej)
rownowagi pomiedzy stezeniem zwigzku w fazie stacjonarnej, a jego

stezeniem w fazie ruchomej.

Potka teoretyczna

Kolumna chromatograficzna

m
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

N = 16[t, / W, ]2 N = 5.545 [t / w, ]2
R b R h

‘h /\
Wh

3

LR

|

|

|

N = liczba potek teoretycznych
t. = czas retencji, catkowity czas jaki substancja spedza w kolumnie
w;, = szerokosc¢ piku w potowie wysokosci (w jednostkach czasu)
w,= szerokosc¢ piku w podstawie (w jednostkach czasu)

2
Liczba potek efektywnych N N, = 16(H\4]
Wy
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

H (WRPT) - odcinek dlugosci kolumny odpowiadajgcy jednostkowej objetosci

kolumny, w ktorej zostaje osiggniety stan rownowagi miedzy stezeniami substancii

chromatografowanej w fazie ruchomej i nieruchome;.

Im wieksza jest wysokosé poétki teoretycznej, tym mniej pétek teoretycznych
znajduje sie w danej kolumnie i tym mniej sprawna jest kolumna, co powoduje,

ze uzyskane piki rozdzielanych substancji sa szersze.
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Powigzanie sprawnosci i selektywnosci - Rozdzielczos¢ pikéw Rs

Rs =2 try —try
W T Wa,

tm

th1

tr2

t=4 - czas retenc;ji pierwszego piku

tr, - czas retenc;ji drugiego piku

W, - Szerokosc piku przy podstawie (w jednostkach czasu) — pik pierwszy
W,,, - Szerokosc¢ piku przy podstawie (w jednostkach czasu) — pik drugi

Petne rozdzielenie wystepuje przy Rs = 1,5.
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Detector signal

Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Rozdzielczos¢ pikéw Rs

0 Time, min

Rs = 0,75 - niekompletny rozdziat

Rs = 1,0 - istnieje obszar pokrywania sie
sygnatow sktadnikow

Rs = 1,5 - rozdziat prawidtowy
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Parametry chromatograficzne —
chromatografia kolumnowa

Zdolnosc¢ rozdzielcza pikow - wzér Purnella:

Rs=025 N2~ 1. K
o k+1
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Podstawowe mechanizmy retencji

Mechanizm retencji
podziatowy
adsorpcyjny
jonowymienny

zelowo-permeacyjny

Mechanizm sorpcji
podziat

adsorpcja

wymiana jonowa

wykluczenie
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Podzialowy mechanizm retencji

Podzial jest procesem podobnym do ekstrakcji rozpuszczalnikowe].
Substancje rozdzielane dzielg sie zgodnie z ich  rozpuszczalnoscig

(powinowactwem) w fazie stacjonarnej i ruchome.

Cs (stezenie substancji w fazie nieruchomej) O ==0

D==—m (stezenie substanciji w fazie ruchomej)

Fazg stacjonarng w mechanizmie podziatowym jest ciecz trudno lotna, zel lub inna
substancja peczniejgca.

Czysty mechanizm podziatowy wystepuje w chromatografii gaz-ciecz.
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Chromatografia podziatowa

- Chromatografia cieczowo-gazowa (gazowa, GC)

- Chromatografia cieczowo-cieczowa (np. bibutowa, PC)

Techniki: kolumnowa grawitacyjna, planarna, GC, HPLC
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Chromatografia podziatowa

Chromatografia cieczowo-cieczowa

uktad z normalnymi fazami (NP — Normal Phase)
« faza ruchoma — ciecz organiczna (np. heksan, benzen lub chloroform);

« faza stacjonarna — ciecz polarna osadzona na nosniku statym (np. woda na
celulozie);

uktad z odwréconymi fazami (RP — Reverse Phase)

« faza ruchoma - ciecz polarna (np. woda, metanol);

« faza stacjonarna —  niepolarna, np. rozpuszczalnik organiczny

zaadsorbowany na nosniku;
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Adsorpcyjny mechanizm retenciji

Absorpcja | Adsorpcja




Adsorbent

- Ciata state
- porowate, o silnie rozwinietej powierzchni
- nierozpuszczalne w wodzie i rozpuszczalnikach organicznych

zel krzemionkowy — SiO,
tlenek glinowy — AlL,O,4
wegiel aktywny
poliamid
glinokrzemiany
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DO NOT EAT
THROW AWAY
DESICCANT

SILICA
~EL

DO NOT EAT
THROW AWAY

Ziarno adsorbentu z widocznymi porami.
Ro6zne ksztatty porow:

a — stozkowy, b — cylindryczny, ¢ — cylindryczny otwarty, d - butelkowy
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Adsorpcyjny mechanizm retencji

Chromatografia ciecz - ciato state

Rozdziat nastepuje pomiedzy ciektg faze ruchomg a faze stacjonarng, na ktére;

odwracalnie adsorbujg sie czgsteczki rozdzielanych substancji.

..—
.

Na adsorbencie dochodzi do fizycznej adsorpcji sktadnikow. Te ktore silnigj

oddziatujg z adsorbentem sg eluowane poznie;j.
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Adsorpcyjny mechanizm retencji

Normalny uktad faz (NP)

Faza normalna

Z|—»
F _ Silanol
o]
; \ Z . z S Z
7 I\‘\‘CH s ..- .
\ H H H H
o & / r 4 Vi
o} (0} (o} o}
Siloksan | | |
\ Zel krzemionkowy
JO OH
S\/
/\OH
[}
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Adsorpcyjny mechanizm retencji

Odwrécony uktad faz (RP)

Faza odwrdocona

I
! Adsorbent

Oktadecylosilan (ODS) RP-18
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Rodzaje adsorbentow

* adsorbenty polarne (hydrofilowe), np. SiO,, tlenki metali);

« adsorbenty niepolarne (lipofilowe), np. wegle aktywne i modyfikowane
krzemionki o powierzchni pokrytej zwigzanymi chemicznie tancuchami
alkilowymi.

Szereg aktywnosci adsorbentow pod wzgledem wigzania zwigzkow

organicznych:

celuloza < skrobia < sacharoza < CaSO, < silikazel < MgO < Al,O; < wegiel

aktywny

Szereg eluotropowy rozpuszczalnikéw

heksan < CCl, < benzen < CHCI; < (C,H;),0 < CH;COOC,H; < aceton <
C,H;OH < CH;0OH < H,0 < CH;COOH < pirydyna
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Jonowymienny mechanizm retencji

Wymiana jonowa jest procesem, w ktorym
jony substancji rozpuszczonej w fazie
ruchomej mogg ulegaC wymianie na
mobilne  przeciwjony obdarzone takim
samym tadunkiem i zwigzane z przeciwnie
natadowanymi, nieruchomymi  grupami,

chemicznie zwigzanymi z fazg stacjonarna.

Mobile O®—

phase

E®— Charged
~ — stationary

phase
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Jonowymienny mechanizm retencji

Wymieniacze jonowe: kationity i anionity

R—S0O3;"H" + Na* R—S0Os; Na®™ + H"

R—N(CH3);"OH + CI R—N(CH:);*CI' + OH-

R - czesc organiczna polimeru
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Zelowo-permeacyjny mechanizm retencji

N . , : £ & 4
Wykluczenie jest procesem, w ktorym Mobile i //

phase

czastki substancji rozdzielanej o rozmiarach

wiekszych od srednicy najwiekszych porow

fazy stacjonarnej pozostajg wytgcznie w fazie
ruchomej (k=0).

. 8 . Makropory (>250 A)

Mezopory (10-250 A)

Mikropory (<10 A)
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Mechanizmy retencji

Chromatografia adsorpcyjna Chromatografia podziatowa

Chromatografia jonowymienna Chromatografia wykluczania
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KLASYFIKACJA METOD CHROMATOGRAFICZNYCH

Rodzaj metody Geometria uktadu Technika
(Format)
Chromatografia cieczowa (LC)
Chromatografia bibutowa (PC) planarna podziat
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) planarna adsorpcja, podziat,

Wysokosprawna chromatografia

cieczowa (HPLC) kolumnowa
Chromatografia nadkrytyczna (SFC) kolumnowa
Chromatografia gazowa (GC)

Chromatografia gaz-ciecz (GLC) kolumnowa
Chromatografia gaz-ciato state (GSC) kolumnowa

wymiana jonowa,
wykluczanie

adsorpcja, podziat,
wymiana jonowa,
wykluczanie

podziat

podziat
adsorpcja
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Chromatografia bibutowa (PC)

Format — planarna

Mechanizm sorpcji (technika) — podziat

Nosnik — bibuta

Faza stacjonarna — ciekta — woda zawarta w higroskopijnej bibule.

Faza ruchoma — rozpuszczalnik organiczny lub mieszanina rozpuszczalnikow.
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Chromatografia bibutowa (PC)

Komory do chromatografii bibutlowej — rdézne naczynia o ksztattach

prostopadtosciennych, cylindrycznych, a nawet probowki.

Nanoszenie probki — podlega zasadom ogolnym chromatografii. Probki

nanoszone sg w postaci roztworow w rozpuszczalnikach tatwo lotnych.

Substancja rozdzielana przenoszona jest wraz z fazg ruchoma, ulegajgc
podziatowi pomiedzy dwie niemieszajgce sie ciecze: eluent i wode zwigzang

z bibuta.

Identyfikacja — poréwnanie z wzorcem chromatografowanym rownoczesnie.
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Chromatografia bibutowa (PC)

Metody zalezne od rodzaju przeplywy eluentu po powierzchni bibuty:

Metoda wstepujaca

Metoda zstepujaca lub splywowa i
------ Linieina bibule
Metoda pierscieniowa o, EHEETRMET
Czolo rozpuszczalnika I ﬂto :|
Miejsce Ill'g S R /
ranesens 7 ST LT

o punkty startu

Bibuta

//
4 Linia startu \
A
\

Krazek Plytki K s
bibuty Knot P'eyttriego I| :& ¥ II‘\
1 L —-D/

eluent szalka Petriego
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Chromatografia bibutowa (PC)

Metoda dwuwymiarowa lub dwukierunkowa — stosowana w przypadku
niewystarczajgcego rozdzielenia sktadnikbw po pierwszym rozwinieciu

chromatogramu.

Metoda elektrochromatografii — rozpuszczalnik porusza sie w polu
elektrycznym do 400V. Jest to przypadek potaczenia chromatografii z
elektroforezg. Stosowany wytgcznie do rozdziatu substancji ulegajgcych

jonizacji lub silnie polarnych.
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Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Format — planarna

i i — i Rozdzielone
Mechanizm  sorpcji podziat, Rodie e ok

adsorpcja, wymiana jonowa, <

Mosnik

— Faza stacjonarna

Fierunek

preephnag fazy
I machome

wykluczanie

Linia startu z naniesionymi
rozworami badanych substancji

Kierunek przeptywu fazy ruchomej

Nosnik — ptytki szklane, aluminiowe,

plastikowe
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Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Faza stacjonarna - zel krzemionkowy, celuloza, zywice jonowymienne, tlenek

glinu, ziemia okrzemkowa, selektory chiralne.

Faza ruchoma - rzadko pojedyncze rozpuszczalniki, czesto mieszaniny
rozpuszczalnikdw o roznej polarnosci — od niepolarnych weglowodoréw do

polarnych alkoholi, wody oraz rozpuszczalnikow kwasowych i zasadowych.
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Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Komory elucyjne — rozne naczynia o ksztaltach
prostopadtosciennych, cylindrycznych lub typu

horyzontalnego.

Nanoszenie prébki - podlega zasadom ogolnym

chromatografii.

Substancja rozdzielana przenoszona jest wraz z fazg

ruchomg przez ptaskie zioze fazy stacjonarnej

metodg pionowg (wstepujgcg) lub horyzontalng.

Identyfikacja — spryskiwanie odczynnikiem
wywotujgcym reakcje barwng Ilub wskaznikiem

fluorescencyjnym dla obserwacji w swietle UV.
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Fazy stacjonarne (sorbenty) w TLC

Sorbent Mechanizm sorpcji Rozdzielane substancje

Zel krzemionkowy (NP) adsorpcja aminokwasy, weglowodory, alkaloidy,
witaminy

Krzemionka modyfikowana zmodyfikowany podziat zwigzki niepolarne

weglowodorami (RP)
Celuloza sproszkowana podziat aminokwasy, nukleotydy, weglowodany

Tlenek glinu adsorpcja weglowodory, alkaloidy, barwniki
spozywcze, lipidy, jony met.

Ziemia okrzemkowa podziat cukry, kwasy tluszczowe

Celuloza jonowymienna wymiana jonowa kwasy nukleinowe, nukleotydy, jony
metali, halogenki

Zel Sephadex wykluczanie polimery, biatka, kompleksy metali

B-cyklodekstryny stereoadsorpcja mieszaniny enancjomerow
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Wykrywanie rozdzielonych sktadnikow
(analiza jakosciowa)

» Spryskiwanie ptytki odczynnikiem chromogennym (zawierajgcym w czgsteczce
grupy chromoforowe), ktéry reaguje ze wszystkimi rozdzielanymi substancjami
lub tylko z zawierajgcymi specyficzne grupy funkcyjne i tworzy barwne potgczenia

(barwne plamki).

» QOgladanie ptytki w swietle lampy UV (o dlugosci fali 254 nm lub 366 nm).
» Spryskiwanie ptytki stezonym kwasem siarkowym lub azotowym.
« Wystawianie ptytki na dziatanie par jodu w zamknietej komorze.

« Skanowanie powierzchni ptytki densytometrem.
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Wykrywanie rozdzielonych skitadnikow
(analiza jakosciowa)
Przyktady odczynnikéw wizualizacyjnych w TLC

Metoda detekc;ji

Barwa plamki

Rozdzielane substancje

Odczynniki ogdlne

Kwas fosforomolibdenowy + ogrzewanie
Stezony kwas siarkowy + ogrzewnie

Pary jodu

Odczynniki selektywne

Ninhydryna

2,4-Dinitrofenylohydrazyna

Zielen bromokrezolowa/btekit bromokrezolowy
Fluoresceina

Wanilina/kwas siarkowy

Rodamina B

Aldehyd anyzowy/chlorek antymonu (ll1)

Difenyloamina/cynk

ciemnoniebieska
zweglona brunatno czarna

brgzowa

rézowa—»czerwonofioletowej
pomaranczowa/czerwona
76tta

z6ttozielona

niebieska, zielona, rézowa
czerwona fluoresceina

rézne

rozne

wiele zw. organicznych
wszystkie zw. organiczne

wiele zw. organicznych

aminokwasy i aminy
zwigzki karbonylowe
kwasy organiczne
wiele zw. organicznych
alkohole, ketony
lipidy

steroidy

pestycydy
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Oznaczenie sktadu mieszaniny
(analiza ilosciowa)

 Metody bezposrednie — poprzez pomiar powierzchni plamki za pomocag

planimetru.

 Fotodensytometria — w oznaczeniu stosowany jest pomiar swiatta

odbitego lub przepuszczonego — gtownie UV/VIS.
*  Fluorymetria — pomiar natezenia swiatta emitowanego przez substancje
fluoryzujgce.

 Oznaczenie posrednie w eluatach — sorbent z powierzchni ptytki
zawierajgcy plamke ekstrahowany jest rozpuszczalnikiem a roztwor badany

poddaje sie analizie instrumentalnej (NMR, IR, UV lub inngj).
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Fotodensytometria w TLC

- o w g e

DENSITOMETER CD 60

y: 26.0, Signal: 14.2; Steigung: 5,781
2
19 i
./:33

1029
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Inne procedury TLC

Dwuwymiarowa TLC - stosowana dla petnego rozdzielenia substancji

o podobnych wtasciwosciach chemicznych.

pierwszy czoto drugi Cczoto
rozpusz-t(a b a b| rozpusz- b rozpusz- D rozpusz-
czalnik 0 czalnika czalnik Ml czalnika
—_— 0 B 3 o,
: PR punkt g obrét linia e ¢
pronka ce startu 0 90° S startu o
PO pierwszym po drugim
rozwinieciu rozwinigciu
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Inne procedury TLC

Wysokosprawna chromatografia Poréwnanie TLC z HPTLC
cienkowarstwowa (HPTLC) e =¥ HPNLE
Wielkos¢ ptytki [cm] 20x 20 10x 10
« Stosowane sg ptytki pokryte ciensza Grabose warstwy [m] Yoo 500 oo
warstwg (0,1 mm grubosci) bardzo [5G iclkose ziaren [um] | 20 515
drobnoziarnistego sorbentu | Rozklad srednicy ziaren 10-60 waski
(srednia wielkos¢ ziarna 5 um). Objetos¢ probki [pL] 1-5 0,1-0,5

I : ;s ] . S dni lamki
- Zwigksza sie czutosé i rozdzielczogg | Sredniea plamki lmm)

] w chwili startu 3-6 1,0-1,5
rozdziatu.
po rozwinigciu 8-15 2-6
*  Odczyty chromatogramow [ ] 30200 | 3-6
prowadzon € S przy pomocy Granice wykrywalno$ci
densytometru . absorpcja $wiatta [ng] 1-5 0,1-0,5
fluorescencja [pg] 50-100 5-10
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Chromatografia gazowa (GC)

Format — kolumnowa

Mechanizm sorpcji (technika) — podziat (gaz-ciecz GLC), adsorpcja (gaz-ciato state
GSC).

Nosnik — sciana kolumny, drobnoziarniste ciato state

Faza stacjonarna — wysokowrzgce ciecze, oleje, woski, state drobnoziarniste

adsorbenty

Kolumny — dtugie, waskie rurki kapilarne (otwarte) z fazg stacjonarng pokrywajgcag
sciany lub kroétkie rurki o wiekszej srednicy, wypetnione sorbentem (kolumny

pakowane).

Faza ruchoma — obojetny gaz oczyszczany w absorbentach, a dostarczany z butli
przez zawory regulujgce cisnienie i przeptyw. Azot stosowany do kolumny

pakowanej, hel w kolumnach kapilarnych.
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Chromatografia gazowa (GC)

Dozowanie prébki — gazowe, ciekte lub state — wprowadzane przez dozownik
(mikrostrzykawka, zawor) do fazy ruchomej na szczycie kolumny w postaci

roztworu 0,5-20 pL.

Regulacja temperatury — kolumny znajdujg sie w termostatowanych piecach.
Temperatura rozdziatu jest stata lub regulowana (wzrastajgca w czasie rozdziatu).

Temperatura elucji 50-350°C.

Identyfikacja — substancje rozdzielane wykrywane sg w fazie ruchomej w kolejnosci

elucji przez detektory.
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Chromatografia gazowa (GC)

dozownik

regulator przeptywu / /\_/\

gazu no$nego
N\

\. komputer

+ wylot gazu
nosnego

"

N

detektor

zbiornik gazu

nosnego piec chromatograficzny

Schemat chromatografu gazowego.
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Kolumny stosowane w GC

«  pakowane (kolumny z wypetnieniem): analityczne, mikropakowane
| preparatywne
« kapilarne - kolumny o przekroju otwartym

kolumna pakowana kolumna pakowana kolumna kapllarna | koumna pakowana

stal nierdzewna szkto krzemowa stal nierdzewna
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Fazy stacjonarne stosowane w GC

Chromatografia gaz-ciato state, GSC
Adsorbenty weglowe, zele krzemionkowe, sita molekularne, polimery porowate.

Stosowane do analiz gazow i weglowodorow o niskich masach czgsteczkowych.

Chromatografia gaz-ciecz, GLC
- fazy niepolarne: weglowodory bedgce dobrymi rozpuszczalnikami substancji

niepolarnych, np. skwalan.

2,6,10,14,18,22-heksametylotetrakozan

‘fﬂa ‘Ims ‘Ima ?Ha ‘FH: ?Hs
B — (CHy) CH— (CHy);— CH— (CHys— CH — (CHys—CH—(Clys—CH
CH CH,
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Fazy stacjonarne stosowane w GC

- fazy Sredniopolarne: silikony. Sg to siloksany o rdéznej masie czgsteczkowey:

polidimetylosiloksan, polimetylofenylosiloksan, policyjanoalkilosiloksan.

dimetylopolisiloksan fenylometylopolisiloksan cyjanometylopolisiloksan
?“: “Il"': ‘fl".'.
cﬂrsj_ﬂ 5.— 51—1:]-]!_ CH;--S:—CI 51-'- S:I.-CH, {I[-Ig— i—0 EI|—-D—SE—D §i—CH,
I |
H; | CH, ('fH:}m CH,
C=N |,

- fazy polarne: glikole polietylenowe (np. Carbowax) oraz estry.

poliglikol etylenowy poliadypinian glikolu etylenowego
m—cnrmleo—m,—mH;n—m,—mI,OH Ecm—%—ﬂ—ﬂ—{ﬂ%—ﬂ—ﬂ
o n

- fazy polarne oparte o kopolimery styrenu i diwinylobenzenu.
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Fazy ruchome stosowana w GC

wodor, azot, argon lub hel

Przy wyborze gazu nosnego nalezy sie kierowaC przede wszystkim

rodzajem wybranego detektora oraz ceng, dostepnoscig i czystoscig gazu.

Wymagana czystos¢ gazow wynosi >99,999%.
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Detektory stosowane w GC

Detektory mozna podzieli¢ na:

 nieselektywne — detektory uniwersalne, reagujg na wszystkie sktadniki
probki,

 selektywne — reagujg na pewng grupe zwigzkow, ktore majg podobne
wtasciwosci chemiczne lub fizyczne,

» specyficzne — reagujg na pojedynczy zwigzek chemiczny.
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Detektory stosowane w GC

Granice
Rodzaj detektora Analizowane probki L

wykrywalnosci
Pomieniowo-jonizacyjny weglowodory 0,2 pg/s
Cieplno-przewodnosciowy uniwersalny 500 pg/mL
Wychwytu elektronéw zwigzki halogenoorganiczne 5 fg/s
Spektrometr mas dopasowany do kazdego 0,25-100 pg

rodzajow zwigzkéw

Termojonizacyjny zwigzki azotowe i fosforowe 1 pg/s (N)

0,1 pg/s (P)
Przewodnictwa elektrolitycznego zwigzki zawierajgce fluorowce, 0,5 pg/s (Cl)
(detektor Halla) siarke lub azot 2 pg/s (S)

4 pg/s (N)
Fotojonizacyjny zwigzki jonizowane przez 2 pg/s

promieniowanie UV
IR z transformacjg Fouriera zwigzki organiczne 0,2-40 ng
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Format — kolumnowa

Mechanizm sorpcji (technika) — podziat, adsorpcja, wymiana jonowa, wykluczanie,

powinowactwa i chiralna.
Nosnik — Sciana kolumny, drobnoziarniste ciato state.

Faza stacjonarna — modyfikowana krzemionka, niemodyfikowana krzemionka,

zywice polimerowe, zele.

Kolumny — proste rurki ze stali nierdzewnej (dt. 5-25 cm, sr. 4,5-10 mm) wypetnione

fazg stacjonarng drobnoziarnistg lub polimerem.

Faza ruchoma — mieszanina rozpuszczalnikow (do czterech sktadnikow).
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Dozowanie prébki — ciekte prébki i roztwory wprowadzane przez dozownik (zawor)

do fazy ruchomej na szczycie kolumny.

Identyfikacja — substancje rozdzielane wykrywane sg w fazie ruchomej

w kolejnosci wyptywu przez detektor — zaleznosc¢ stezenia od czasu.

Detektory — absorpcyjny; fluorescencyjny; elektrochemiczny, FTIR; spektrometr

mas; refraktometryczny; konduktometryczny.
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Kontrola
gradient

}_

Kolumna

Detektor

Faza ruchoma
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Kolumny HPLC

Typy kolumn do HPLC:
« konwencjonalne

* 0 malej srednicy

Kolumny: m
« mikrokolumny . g
« analityczne : w A

* preparatywne
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Kolumny HPLC

Poréwnanie kolumn konwencjonalnych z kolumnami o matej srednicy

Kolumny konwencjonalne

Kolumny o matej srednicy

Rurki

Stal nierdzewna

dt. 3, 10, 15, 20i 25 cm;

Srednica zew. 6,3 mm, wewn. 4,6 mm

Faza stacjonarna

Porowata, mikroziarnista krzemionka, chemicznie modyfikowana
krzemionka (fazy zwigzane) lub kopolimery styren/diwinylobenzen
$rednia $rednica ziaren 3, 5 lub 10 um i waski zakres rozmiardw ziaren.

Cisnienie pracy

3,5-21,5 MPa

Typowe fazy ruchome

Weglowodory + rozpuszczalniki chlorowane lub alkohole do
rozdzielania w normalnym uktadzie faz; metanol lub acetonitryl + woda
lub wodne roztwory buforowe do rozdzielania w odwréconym ukfadzie
faz.

Natezenie przeptywu 1-3 ml/min

Dziatanie

Sprawnos$¢ wzrasta, gdy zmniejszajg sie rozmiary ziarna, lecz czas zycia
kolumny z 3-um ziarnem jest krotszy.

Rozdzielanie na 3-cm szybkiej kolumnie trwa mniej niz 1 minute.

Rurki

Stal nierdzewna

df. 25150 cm;

srednica zew. 6,3 mm, wewn. 1 lub 2 mm

Faza stacjonarna

Porowata, mikroziarnista krzemionka, chemicznie modyfikowana
krzemionka (fazy zwigzane) lub kopolimery styren/diwinylobenzen
$rednia $rednica ziaren 3, 5 lub 10 um i waski zakres rozmiardw ziaren.

Cisnienie pracy

7,0-35,0 MPa

Typowe fazy ruchome

Weglowodory + rozpuszczalniki chlorowane lub alkohole do
rozdzielania w normalnym uktadzie faz; metanol lub acetonitryl + woda
lub wodne roztwory buforowe do rozdzielania w odwréconym uktadzie
faz.

Natezenie przeptywu 10-100 pl/min

Dziatanie

Bardzo sprawne i czute, lecz powolne.

Zuzycie rozpuszczalnika tylko % tego, co w przypadku kolumny
konwencjonalnej.
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Fazy stacjonarne w chromatografii HPLC

Faza stacjonarna

Mechanizm sorpcji

Charakterystyka

Niemodyfikowana
krzemionka, SiO,

Adsorpcja, NP

polarna, uniwersalna

FAZY ZWIAZANE

Krzemionka modyfikowana
weglowodorami C2, C4, C8,
C18

zmodyfikowany podziat, RP

niepolarne, uniwersalne,
ograniczony zakres pH 2,5-
7,5

Krzemionka z grupami
aminopropylowymi,

zmodyfikowany podziat, NP
lub RP

polarna do rozdziatu
weglowodandw, ograniczony
zakres pH 2,5-7,5

Krzemionka z grupami
sulfonowymi,

wymiana kationowa

ograniczona pojemnosc i pH
2,5-7,5

Krzemionka z
czwartorzedowymi grupami
amoniowymi, -(CH,)nNR;OH

wymiana anionowa

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI




Fazy stacjonarne w chromatografii HPLC

Faza stacjonarna

Mechanizm sorpc;ji

Charakterystyka

Krzemionka o regulowanej
porowatosci

wykluczanie zalezne od
wielkosci czastek

uniwersalna

Krzemionka z a,B, y-
cyklodekstrynami

selektywno$¢ chiralna

kosztowna, nietrwata

FAZY POLIMEROWE

Usieciowane kopolimery
styren/diwinylobenzen

podziat, wykluczenie, wymiana
jonowa

niepolarna, niemodyfikowana,
trwata w zakresie pH 1-13
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Fazy ruchome stosowane w HPLC

Faza ruchoma (eluent) - ciecz (najczesciej jest to mieszanina
rozpuszczalnikow) wttaczana pod wysokim cisnieniem, ktdra charakteryzuje

sie odpowiednig zdolnoscig elucyjng i zapewnia odpowiednig rozdzielczosc.
Elucja:
Izokratyczna - staty skfad fazy ruchomej

Gradientowa - sktad eluentu jest zmienny
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Szereg eluotropowy rozpuszczalnikow
dla adsorbentow polarnych

Rozpuszczalnik Moc elucyjna
n-Pentan 0,00
n-Heksan 0,01
Cykloheksan 0,04
CCl, 0,18
Toluen 0,29
Eter etylowy 0,38
Chloroform 0,40
Dichlorometan 0,42
Tetrahydrofuran 0,45
Aceton 0,56
Acetonitryl 0,71
Pirydyna 0,88
Etanol 0,95
Metanol Bardzo duza
Woda kwas octowy Bardzo duza
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Szereg eluotropowy rozpuszczalnikow
stosowany do faz RP

Rozpuszczalnik Indeks’ .
polarnosci
Woda 10,2
DMSO 7,2
Glikol etylenowy 6,9
Acetonitryl 5,8
Metanol 51
Aceton 5,1
Dioksan 4,8
Etanol 4,3
Tetrahydrofuran 4,0
i-Propanol 3,9
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Detektory spektrofotometryczne UV-VIS

1. Fotometry z filtrami
2. Spektrofotometry o zmiennej dtugosci fali

3. Detektory typu photodiode-array
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Detektory systemu HPLC

Fluorymetryczny — reaguje selektywnie na substancje fluoryzujagce.

Refraktometryczny — najbardziej uniwersalny. Pomiar zmiany wspotczynnika

zatamania swiatta fazy ruchomej (réznicowy).

Elektrochemiczny — pomiar przewodnosci dla substancji jonowych lub prgdu w

reakcji elektrochemicznego utlenienia lub redukcji.

Spektrometr mas — mozliwosc¢ identyfikacji wszystkich substanciji.
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Odmiany HPLC

Chromatografia adsorpcyjna

Chromatografia podzialowa zmodyfikowana

Chromatografia jonowymienna

Chiralna chromatografia cieczowa

Chromatografia zelowa, wykluczania zaleznego od wielkosci czgstek
Chromatografia fluidalna

Chromatografia powinowactwa
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Chromatografia fluidalna

Chromatografia ptynem nadkrytycznym (SFC - supercritical
fluid chromatography)

Ptyn w stanie

nadkrytycznym

s

Isnienie

B}
=

unkkrytyczny
Poo Fazagazowa I para przegrzana
potrojny .- e

Tk
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Chromatografia powinowactwa
(Affinity Chromatography)

Wykorzystuje sie tu najczesciej przeciwciata lub enzymy unieruchomione na

nosniku.

Jesli w probce wystepuje odpowiedni antygen lub substrat, to jest on selektywnie

zatrzymywany na kolumnie.

Skiadniki probki =~ —0

T~

Ligand ———=

v

Nosnik ———=
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Analiza ilosciowa w technikach chromatograficznych

Mierzony parametr (pole powierzchni lub wysokosc¢ piku) jest funkcjg stezenia (lub

masy) chromatografowanej substancii:
P, =f(c), P, =f(m)
h, =f(c); h, =f(m)
P, — pole powierzchni piku, h, — wysokosc¢ piku,
c — stezenie substancji chromatografowanej, m - masa substanc;ji

chromatografowane;.

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W tODZI




Analiza ilosciowa w technikach chromatograficznych

Najczesciej stosujemy trzy metody analizy ilosciowe;j:
— metoda krzywej kalibracyjnej (wzorca zewnetrznego, kalibracja bezwzgledna),
— metoda wzorca wewnetrznego,

— metoda dodatku wzorca.
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Metoda krzywej kalibracyjnej

* Metode krzywej kalibracyjne] stosuje sie wtedy, kiedy znamy dokiadnie
objetosci roztworow dozowane do chromatografu (najlepiej dozowacé

doktadnie takg sama objetos¢ kazdego roztworu wzorcowego).

* Mierzony parametr (pole powierzchni lub wysokosc¢ piku) jest funkcjg liniowag

stezenia.
P N
P,=ac+b i P, =ac+b
h
(0 h,=ac+b
h,=ac+b
P, — pole powierzchni piku
h, — wysokos¢ piku S

c — stezenie substancji chromatografowanej
a — wspotczynnik kierunkowy prostej
b — wartos¢ stata

¢ [mg/ml]
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Metoda wzorca wewnetrznego

I:)pa = aa'Ca
PpW =a, C,
hpa = aa'Ca
how = @y Cy

— pole powierzchni piku analitu/wzorca
oas Now — wysokosc¢ piku analitu/wzorca

h
a,, a,,— wspotczynnik kierunkowy prostej
c., C,— stezenie analitu/wzorca w probce dozowanej do chromatografu

w

Poar Pow
h

a’
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Metoda dodatku wzorca

Metode dodatku wzorca stosujemy, jezeli rownanie krzywej kalibracyjnej ma
przebieg prostoliniowy, zas wartosc b jest rowna zeru.
Objetos¢ aplikowanej probki (na kolumne lub ptytke chromatograficzng) musi

by¢ stata.

Stezenie analitu wyznaczy¢ mozna na podstawie uktadu dwoch réwnan:

i

h,=a-c

h,=a(c+c,)

~——

c=h,c,/(h,-h,)
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Walidacja metod analitycznych

Walidacja metody (ang. method validation).

- jest to proces oceny metody analitycznej, ktorego celem jest zapewnienie
zgodnosci ze stawianymi tej metodzie wymogami, definiujgcy te metode, a takze

pozwalajgcy okresliC jej przydatnosc

- ma na celu zapewnienie, czy proces analizy przebiega w sposob rzetelny

| precyzyjny oraz czy daje miarodajne wyniki.
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