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Chromatografia

Chromato-grafia (gr.): barwa +
pisanie

Michail Tswett (1872-1919)

M.S. Tswett. Ber.Dtsch. Bot. Ges. 24, 384-393 (1906)
D.T. Day. Proc. Am. Phil. Soc. 36, 112-115 (1907)
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Proste rozdzialy: ekstrakcja ciecz-ciecz

A

Exiracting
phase | 0 [ O

Initial
phass 1 1

Extract i

A

Separate
0.83(0.33 - 0.83(0.33

0.17|0.67

Add new
extracting phase

0 0 Combine

017|067

Extract

Separate
0.14(0.22 0.14(0.22

0.03|0.45
A

A

097

0.55

Extracting
phase
Initial
phase

A

0

0

1

1

Extract i

0.83

0.33

07

0.67

A

Separate
: 0.83

0.33

Add new
initial phase ¥

0.83(0.33

0

0

Extract

0.69

0.11

0.14

0.22

A

Separate
—_—

A

0.69

011

Wspotczynnik zageszczenia:
[A]/[l]=0.83/0.33=2.5
[AJ[l]=0.97/0.55=1.8

Wspodtczynnik zageszczenia:
[A]/[l] = 0.69/0.11 = 6.3
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przeciwpradzie
(Craig, 1940s)



Rozdziat chromatograficzny

Rozdziat chromatograficzny dokonywany
jest poprzez ciggte przemieszczanie
fazy pozbawionej probki (fazy
ruchomej) nad drugg, pozbawiong
probki, fazg, ktora pozostaje
nieruchoma (faza stacjonarna)

Probka zostaje naniesiona do fazy ruchomej. Poruszajac sie z fazg
ruchomg czasteczki analitu rozdzielajg sie pomiedzy faze
stacjonarng a faze ruchoma.

P F |

Detector signal

L { e
‘T‘ Retention time
Injection

Chromatogram — wykres zaleznosci
sygnatu detektora od czasu

Czas retencji — czas, ktory uptywa od
naniesienia prébki na chromatograf
do pojawienia sie maksimum piku

Czas martwy (objetos¢ martwa) — czas
przejscia przez ukfad analitu, ktory nie
reaguje z fazg stacjonarng kolumny

Poprawiony (zredukowany) czas retencji
t’, — czas retencji pomniejszony o
czas martwy ukiadu

Rozszerzanie pasma — rozszerzenie linii
podstawowej analitu w miare
przemieszczania sie od inzektora do
detektora



Podzial metod chromatograficznych

(a)

Chromatografia adsorpcyjna
Chromatografia podziatowa
Chromatografia jonowymienna
Chromatografia wykluczania
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Podstawowe pojecia

Wspé’fcz?_/nnik retencji (retention factor k); stosunek czasu przebywania

analitu w fazie stacjonarne] do czasu jego przebywania w fazie
ruchomej. Okresla on ile razy dfuzej skiadnik probki jest
zatrzymywany przez faze stacjonarhg niz potrzebowatby na
przejscie przez kolumne z predkoscig fazy ruchomej. Pomiedzy
wspotczynnikiem retencji a statg podziatu K. istnieje zwigzek:

K. = BK,
gdzie [ jest stosunkiem fazowym

Stosunek fazowy B — stosunek objetosci miedzyczgsteczkowej kolumny
V, do objnetosm fazy stacjonarnej V; B = V. /V,; dla kolumn
ck)f)vlvartyc V, zastepuje sie geometryczng objetoscig wewnetrzng

olumny

Stata ROdZia’fU (distribution constant K.) stosunek stezenia substancji
C r(ﬁmato_grafowanej w fazie stacjonarnej do stezenia w fazie
ruchome.
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Rozdzielczos¢

Rozdzielczosc jest ilosciowg
miarg stopnia rozdzielenia
dwaoch pikow
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Poprawienie rozdzielczosci poprzez:
« Zwiekszenie sprawnosci kolumny

« Zmiane selektywnosci kolumny
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Wspotczynnik selektywnosci (rozdzielania) a: (retencja wzgledna)

Stosunek wspoétczynnikow retencji dla
dwoch substancji (analitow)
obrazujgcy selektywnosc kolumny

Substancja A zawsze ma krotszy czas
retencji od substancji B

Rozdzielczos¢ pikow R
a — retencja wzgledna
K, — wspotczynnik retencji substancji 2

Sprawnosc¢ kolumny

Selektywnos¢ kolumny

Retencja zwigzku
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Figure 1.9 Observed change in resolution in a two peak

'different values of the separation factor or
number of theoretical plates. The average capacity factor: is

chromatogram for

indicated by k with a bar on top.

(Repxogueed twithe|@érmission fro

ref. 108. Copyright Elsevier Scientific Publishing Co.)



Selektywnosé/sprawnosc¢ (potki teoretyczne)

ZALEZNOSC LICZBY WYMAGANYCH POLEK TEORETYCZNYCH
OD SELEKTYWNOSCI UKEADU CHROMATOGRAFICZNEGO

(k =3, R, =1)

Separation Required Number |
Factor of Theoretical Plates
1.005 1,150,000

1.01 290,000

1.015 130,000

1.02 74,000

1.05 12,500

1: 28 3,400

1.20 1,020

1.50 260 -

2.00 110
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Réownanie Van Deemter’a: GC

HETP (MM)

——

80 10 © 20 30" 40" 50

AVERAGE LINEAR VELOCITY

A — kolumna z cienkim filmem; B — kolumna z grubym filmem dla dwoch
substancji o réznych wartosciach wspotczynnika retencji k
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Chromatograf gazowy: schemat blokowy

. wprowadzenie
[ gaz nosny ]—)[ rébk H kolumna ]—)[ detektor ]
Qntrola temperatury [ elektronika ]

< analiza ilosciowa
obrobka

danych

analiza jakosciowa
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Inzektor split/splitless Detektor FID

Collector g
Detector electronics

S ,ll} 1

~ - 220 volts

Flamei_
-
\ /

J Signal output
SR < B e set” M corurmn |
Flow sensor controls total Pressur? Sensor cor‘1tr0IsA . / TO GC
floi proportional walve proportional valve in split vent line F electronics
split vent purge valve
trap open
1. Ptomien woddr/powietrze
2. Probka spala sie w ptomieniu
3. Wytwarzajg sie natadowane jony
4. Jony przyciggane sa do kolektora
5. Prad kolektora przeksztatcony przez elektrometr
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Kolumna chromatograficzna

|.D. (mm) Common Name
0.53 Megabore
0.45 High speed Megabore
0.32 Wide
0.20-0.25 Narrow
0.18 Minibore
0.10 Microbore
0.05 “Nanobore”
(:) 0.05 23,160
0.10 11,580
1:) 0.18 6,660
0.20 2830
0.25 4630
0.32 3660
0.45 2840
0.53 2060

Typ Dlugo$¢ | Srednica | Film [um] | HETP Liczba Liczba
kolumny [m] [mm] [mm] potek potek/m
Pakowana |2 2.16 10% 0.55 3,640 1,820
Kapilara 30 0.100 0.25 0.08 368,550 12,285
Kapilara 30 0.250 0.25 0.16 192,000 6,400
Kapilara 30 0.320 0.50 0.23 131,330 4,380
Kapilara 30 0.320 1.00 0.29 102,080 3,400
Kapilara 30 0.320 5.00 0.44 68,970 2,300
Kapilara 30 0.530 1.00 0.43 70,420 2,340
Kapilara 30 0.530 5.00 0.68 43,940 1,470

Copyright H. Jelen
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Selektywnosc¢ detektorow w GC

Copyright H. Jelen
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Spektrometria mas

* |dentyfikacja i kwantyfikacja zwigzku

* Oznaczenie masy czgsteczkowej

» Skfad elementarny (wzor sumaryczny)
« Budowa czgsteczki (wzor strukturalny)

« Czgsteczki muszg byc¢ jonizowane w fazie gazowej by mogty
by¢ rozdzielone wedtug wartosci m/z (preznosc¢ par) (<1970: El,
Cl)

« Jony mogg by¢ generowane wprost z fazy skondensowanej
(desorpcja/jonizacja, >1970: FAB, ESI, MALDI, )

« ZwigzkKi organiczne i nieorganiczne



Koncepcja spektrometrii mas jonizacjaw fazie gazowej

ionization
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\ ‘ ICP-MS |
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Elementy spektrometru mas

Cisnienie

Prdéznia
atmosferyczne
Dozowanie Jonizacja Analizator Obrobka
orobki 1 mas DBl danych
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Podstawowe definicje

- Srednia masa czasteczkowa — masa obliczona na podstawie $rednich mas atomowych
pierwiastkow wchodzgcych w sktad czgsteczki lub jonu i uwzgledniajgca ich naturalny sktad
izotopowy. Masa srednia CH;Br = (12.01115 + 3 x 1.00797 = 79.904)u = 94.93906u

« Masa nominalna - masa obliczona na podstawie zaokrgglonych liczb catkowitych mas
atomowych gtownych izotopow (najczesciej najlzejszych) pierwiastkow wchodzgcych w sktad
czgsteczki lub jonu. *?C'H;°Br = (12 + 3 x 1 + 79)Da = 94Da. Jest to masa mierzona przez
spektrometr o matej rozdzielczosci

« Masa monoizotopowa czyli masa doktadna — masa obliczona na podstawie doktadnych mas
atomowych wybranych izotopow pierwiastkdw wchodzgcych w sktad czgsteczki lub jonu, czyli
masa w ktorej uwzgledniane sa defekty mas poszczegdlnych pierwiastkow. 12CH,;®Br = (12.0000
=3 x 1.007825 + 78.918336)Da = 93.941011Da. Mase te oblicza sie najczesciej dla izotopow
najlzejszych. Jest to masa mierzona przez spektrometr mas o wysokie| rozdzielczosci.




Jaka doktadnos¢ pomiaru masy jest wymagana?

°Compounds containing 381.07828 [M+H]+ 381.07828
C, Hy O, N
100 *Ci5-35]N10-101O0-151H0-40] e
T
§80; 100 ppm 34
2 - 50 ppm 17
£70 -
§ - 30 ppm 11
60 —
- 10 ppm 4
50 —
- 5 ppm 2
40 —
] 3 ppm 2
30 -
20 —
10 -
OEI‘M ‘i“\llnﬂj_ﬂm‘\n\‘\‘\”n” : “‘H : \‘ lLA — — “ : ‘ — ‘HHH HH‘\‘ : — — ‘1 —
34~O 35~0 36‘0 37~0 38‘0 39‘0 40‘0 4l~0

m/z



Techniki jonizacji (GC/MS 1 LC/MS)

Jonizacja elektronowa (El)
Jonizacja chemiczna (Cl)
Wymiana tadunku

Kwasy/zasady Wzrost

Wychwyt elektronow energii
Jonizacja pod cisnieniem atmosferycznym

(API)

APCI

Electrosprej (ESI)




El —jonizacja elektronowa

Najczesciej uzywana technika jonizacji w spaktrometrii mas.

Jony tworzone z analitu w fazie gazowej.

Do jonizacji wykorzystywane elektrony emitowane z

rozgrzanego filamentu. Energia elektronéw 10-1000eV,
najczesciej 70eV, potencjat jonizacji najczesciej 7-10eV. Okoto 1
molekuta na 1000 ulega jonizacji.

Efektywnos¢ jonizacji

Wymagana wysoka préznia (= 10-*Pa) — minimalizowanie liczby

kolizji jon/czgsteczka

STABILNE i POWTARZALNE WIDMA

» M+e=M+e

» M+ e=[M]*. + 2e
» M+ e=[M]* + 3e
» M+ e=[M].

najczestsza reakcja
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Jak pracuje kwadrupol

FILTERING NEGATIVE
HIGH MASS - I, ~©°°
+
M \/\/\/

FILTERING
SELECTED POSITIVE

vass I DS
u \/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
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Diagram stabilnosci jonow (Mathieu)

Linia skanowanpi

\ ‘ nachylenie = AMU GAIN
Napiecie DC
502
219
AMU 69 Mathieu Stability Diagram
OFFSET
Napiecie RF

MASS

j€&— scancYCLE TIVE —3)
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SIM a SCAN

SCAN DATA ACQUISITION

1‘

Quad
voltage
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«&——— SCAN CYCLE TIMB—>
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Kwadrupol — zalety | wady

Zalety

Wady

Prosty w obstudze, duza pojemnos¢ probki
i przepustowosé

Niska rozdzielczo$¢, zazwyczaj 0.3m/z
pomimo podawania mas z doktadnoscia
do 0.05 lub 0.1m/z

Idealne rozwigzanie do MS/MS (QQQ)

Limit MS/MS, ostatecznie MS3 (CAD —
collisionally activated dissociation)
niemozno$¢ MS"

Stata rozdzielczos¢ w catym zakresie m/z

Wolne skanowanie — czesto peten zakres
mas/sek, mozliwy waski zakres
skanowanych mas

Mozna monitorowac jony o bardzo duzych
réznicach w m/z (SIM i SRM)

Analizator o maksymalnym zakresie mas
4000, zazwyczaj 1500 — 3000m/z

Duza liczba producentéw

Analizator obnizajgcy parametry pracy z
czasem

tatwosc napraw i dostepnos¢ czesci

SIM do analizy ilosciowe;j

Niski koszt spektrometru

Niejednorodnos¢ widm w obrebie piku
(Spectral skewing)

Copyright H. Jelen
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DZIEKUJE ZA UWAGE!

Materiat powstat w ramach projektu ,,Najlepsi z natury! Podnoszenie
kompetencji oséb dorostych przez UPP”, wspotfinansowanego ze srodkéw
Europejskiego Funduszu Spotecznego Plus, w ramach programu Fundusze

Europejskie dla Rozwoju Spotecznego 2021-2027, na podstawie umowy
nr FERS.01.05-1P.08-0469/23

Fundusze Europejskie Rzeczpospolita Dofinansowane przez
dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska



