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Zaklady chromatoqgrafického procesu

K déleni dochazi v separaéni kolong&, kterd obsahuje stacionarni fazi
(sorbent) a mobilni fazi (eluent).

Rozdilné analyty (délené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi.
RUzné analyty podléhaji razné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni a
stacionarni fazi. Rozdilné analyty jsou rozdilné zadrzovany a rozdilné
zpozdovany (retardovany).
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Retencni veliciny

tR,i =1y +t'R,i

Retenéni €as t; je celkovy €as od nastfiku vzorku do zaznamenani piku detektorem.

Mrtvy €as t,, je retencni ¢as analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj. analytu, ktery
se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny analyty stravi v
mobilni fazi stejny ¢as - mrtvy ¢as kolony.

Redukovany retenéni €as t'; je €as, ktery pfisluSny analyt stravi ve stacionarni fazi.
3

MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Retencni velicéiny et ]

VR,i :VM +V IR,i

Retenéni objem V; je celkovy objem mobilni faze, ktera protece systémem od
nastfiku vzorku do zaznamenani piku detektorem.

Mrtvy objem V,, je reten¢ni objem analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj.
analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze. Je to objem
kolonové trubice minus objem napiné.

Redukovany retenéni objem V'; je dan rozdilem retenéniho a mrtvého objerfiu.
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Pratok mobilni faze ) \

Linearnirychlost mobilni faze u [cm/min] L

ty | L—délka kolony

Objemova prutokovéa rychlost mobilni faze F,, [ml/min]

Vy =F.-t, =V,

V,,— objem mobilni
faze v koloné
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Distribuéni konstanta

Distribuéni konstanta K, je pomér rovnovazné koncentrace analytu ve
stacionarni a mobilni fazi

_ (Ci)s _ (ni)s 'Vm

CC)n (N Vs

(c)s — koncentrace analytu ve
stacionarni fazi

(c), — koncentrace analytu v
mobilni fazi

V., — objem mobilni faze

V, — objem stacionarni faze
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Retenéni pomeér
k = th,i _ tR,i _tM
tM 1:M

(i) - Vi Vo, =V +Kp; -V,

Retenéni pomér k — jedna z nejuzivangjsich reten¢nich veli€in. Udava kolikrat
vice Casu stravi analyt ve stacionarni fazi nez ve fazi mobilni, tj. v kolikanasobku
mrtvého ¢asu (objemu) analyt eluuje. Je to i pomér latkovych mnozstvi analytu ve
stacionarni a mobilni fazi za rovnovaznych podminek. 7
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Separacéni faktor -~

Separacni faktor (selektivita) oo — parametr charakterizujici vzajemnou retenci
dvou analytu.
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Teorie chromatografického patra

Kolonu Ize hypoteticky rozdélit na mnozstvi tzv. pater, na kterém dochazi k
okamzitému ustaveni rovnovahy.

Tvar eluéni krivky — z teorie chromatografického patra vyplyva, ze eluéni kfivka
ma tvar Poissonova rozdéleni, které Ize pro vysoky pocet pater Ize nahradit
Gaussovou kfivkou.

—(t—tg,)°

2

-€X
P 20,

wy, — Sifka piku pfi zakladné

Wy 5 — Sifka piku v poloviné vysky
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Teorie chromatografického patra

Pocet teoretickych pater n — bezrozmérna veli€ina pro vyjadreni ucinnosti
chromatografické kolony. Vypocita se z Sirky piku v chromatogramu

2 2

t . t .
n=16.| = | =554. =
Wb WO,5

Vyskovy ekvivalent teoretického patra H — délka kolony pfipadajici na jedno
teoretické patro

10
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Van Deemterova rovnice

H=H:+H +H, +H;

K celkovému vySkovému ekvivalentu teoretického patra pfispiva:
— vyfiva (turbulntni) difdze v mobilni fazi He

— axialni difdze v mobilni fazi H,

— odpor proti pfevodu hmoty v mobilni fazi H,,

— odpor proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi Hg

VirFiva difuze — nepravidelnosti ve stacionarni fazi zptsobuiji, Ze nékterymi kanalky
proudi mobilni faze s analytem rychleji nez jinymi

He =24d,

A — geometricky faktor

d_ — velikost ¢astic
P 11
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Van Deemterova rovnice

Axialni difuze — koncentracni gradienty po stranach zony zpusobuji pohyb analytu
do oblasti s nizsi koncentraci
_ 2D,

- . H,
u

D,, — difuzni koeficient analytu v
mobilni fazi

u — linearni rychlost mobilni faze

Odpor proti pfrenosu hmoty ve stacionarni fazi — nékteré molekuly analytu
proniknou hloubéji do stacionarni faze nez jiné

R

® 30D, (k+1)

12




MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Van Deemterova rovnice

Odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi — pfi prachodu mobilni faze kanalkem

maji Castice uprostied mnohem vétsi rychlost nez u stény

a)-ds-u

\ m

o — faktor zavisly na typu naplné

H=H.+H +H, +H;

V praxi se pouziva zkraceny zapis Van Deemterovy rovnice — zavislost

vySkového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti mobilni faze

H=A+ E +C-u A,B,C — konstanty pro dany
u chromatograficky systém
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Van Deemterova rovnice

Uginnost separace roste se snizujici se velkosti ¢astic naplné (H~2,5d,).

Minimum kfivky udava prutokoveé rychlosti, pfi které kolona vykazuje nejvétsi
u€innost. Minimum je pro malé ¢astice ploché, tj. je mozno pracovat v SirSim

rozsahu pratokd bez ztraty ucinnosti.

14
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HPLC a UHPLC (UPLC)

UHPLC = Ultra High Performance
Liquid Chromatography

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie s ¢asticemi mensimi
nez 2 um a velmi vysokym
provoznim tlakem (do ~ 1000 bar).

Dosahuje se vysSich ucinnosti

separace a velmi kratkych
retencnich ¢asu.

15
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Velikost ¢éastic a tlak v systému

Tlak v HPLC systému je pfimo Umérny

: A , F.-n7-L
pratoku, viskozité mobilni faze a délce AP ~ M
kolony a nepfimo Gmérny druhé mocniné d?. dc2
velikosti ¢astic a pruméru kolony. i

4.6 mm x 250 mm, 5.0 pm

107 bar

4.6 mmx 150 mm, 1.8 pm

525 bar
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Teplota a jeji vliv na Uéinnost

Temperature gradients have negative
impact on the column efficiency due to
heterogeneous distribution of the mobile
phase linear velocity, viscosity and density
throughout the column, which affect the
equilibrium constant of a compound
distribution between mobile and stationary
phases (decreases with increasing
temperature), and retention factors of the
analytes. The difference between the
temperatures at the inlet and the outlet of Semi-quantitative and schematic representation of the temperature gradi-

ents 1n a chromatographic column when its wall is under strict adiabatic conditions

the COIumn can be as muCh as ZOK, and (top, longitudinal gradient) and is kept at uniform, constant temperature (bottom,

fully developed radial gradient).T, average temperature; ap, thermal expansion coef-

the d|fference between the temperatures Of ﬁcjenroftheeluemli‘.-_0]'. QP,pressu_r_edropalongthelco.lumn:fp.m.specjﬁc h'eatof
the eluent; F,, mob||e\pl-1a5e flow rate; &p, heat conductivity of the packed bed( p..aclf—
the center and the Column Wa” can reach ing material + eluent}; L, column length. In actual columns aperated under realistic
. . conditions, both gradients coexist.
up to 6K, if the column is operated under
regular convection conditions. The radial
temperature gradient increases slowly

along the column [17].

AT =(1+a,N——
T am L
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Mimokolonoveé prispévky k rozSirovani zon

v rv s v 7z

K celkové Sifce piku pfispiva nejen kolona, ale i ostatni ¢asti HPLC systému:

2 2 2 2 2 2
O-celkovy - O-inj + O olona + O-spoj + O get + O
o2, — pFispévek injektoru. Objem vzorku by mél byt co , Vi
nejmensi (< 1 teor. patro), nastfiknuta zéna by méla byt Oinj = K?
pravouhla.
K — faktor zavisly na konstrukci injektoru
stppj - pf’l’s,pé\,/ek sp,)ojo_vvagl’crj trybic. Spf)jo,vaci , 7-R*-1- F
trubice musi mit maly vnitfni prdmér a musi byt co Ospoj — 24D
nejkratsi m

R,l — vnitfni polomér a délka trubice

18
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Mimokolonoveé prispévky k rozSirovani zon

Profily rychlosti v trubici: o L L
Laminarni proudéni — vznika pfi béznych
rychlostech mobilni faze v HPLC. Kapalinu
|ze povazovat za soubor vrstev, mezi nimiz

pusobi viskozni sily.

Turbulentni proudéni — vznika pfi velmi
vysokych rychlostech (~100ml/min.),
usporadana distribuce rychlosti je naruSena,
pohyb mobilni faze je chaoticky, dochazi k
intenzivnimu promichavani.
024t — PFispévek detektoru. Zavisi na objemu a geometrii VE
detekéni cely o Kdezt

o?, — pFispévek elektroniky. Zavisi na ¢asovych

2 2
konstantach elektronickych obvodd (zesilova&u). oy =konst-F,
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Symetrie piku

Faktor asymetrie A, — mira soumérnosti chromatografického piku, ur€uje se v
10% vysKky.

Tailing faktor T,— obdobné veli€ina jako faktor asymetrie pouzivana ve
farmaceutické analyze. UrCuje se v 5% vySky piku.

T>1 pro piky asymetrické v sestupné ¢asti (“tailing” piky)

T<1 pro piky asymetrické ve vzestupné €asti (“fronting” piky) 20
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0.26 1

RozliSeni

RozliSeni — veli€ina kvantifikujici schopnost
chromatografického systému vzajemné
oddélit dva analyty.

1,2

tR,2 _tR,l

- 0’5 ) (Wb,z + Wb,l)

21
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RozliSeni
1/1 1/4 1/16
&=05/[w\L J/\\\ /ﬁ\\
Rs ] 08 /\/\ /\\ /L
o /\/\ /\/\ k
R8=L%y/\d/\\ //\\/\\ J/A\whh
22

Dva piky jsou rozdéleny “na zakladni linii” pokud je R>1.5
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RozliSeni

to
i | [
PUVODNI | I |
|
| [ i
n k | '
I
R,=—(a, -1 | —— 1 —
4 1+k ! Lo
1 | [
ZMENA | | |
/ \ \ ol = /\/\
;o .o |
ucinnost selektivita  retence f f i
: .
ZVYSENI | |
Ovlivnéni selektivity a retence a | : '
| |
Volba mobilni faze, volba stacionarni I I |
faze, teplota. ! ' |
I
ZvYSeEni | '
v . | 1| /!
Ovlivneni ucinnosti noo /1
[ IV

Délka kolony, velikost Castic, prutok.
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RozliSeni

beogq YR 1+k,

a

Nejvétsi vliv na rozliSeni —
zvyseni lze dosahnout
optimalizaci stacionarni i
mobilni faze.

n

Ma vyznam, ale rozliSeni roste
“‘jen” s druhou odmocninou n. W
0.0 I N RN T N T N TN T Y TN TN N T [N T SO S [ T S T

K

- 1.00 1.05 1.10 1.15 1.20 1.25 o
Pro vySSi retencéni ¢asy se
posledni ¢len blizi k 1 a nema
tedy smysl dale retenci
zvysSovat.

24
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Isokraticka a gradientova eluce

lzokraticka eluce: Slozeni mobilni faze (jeji eluéni sila) se b&éhem analyzy
nemeéni.

Gradientova eluce: Eluéni sila mobilni faze vzrasta béhem analyzy.

Vvhody gradientoveé eluce:

VhodnéjSi pro komplexni vzorky s velkym poctem analytd
LepsSi rozliSeni pro piky na za¢atku a konci chromatogramu
VySSi citivost pro piky na konci chromatogramu

VétSi kapacita piku (vic se jich vejde do chromatogramu)

Nevyhody gradientové eluce:

Naroc¢néjsi instrumentace (Cerpadla)

v v s

DelSi doby analyzy vyplyvajici z nutnosti ekvilibrace kolon 25
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Udinnost v gradientové eluci — kapacita piku

0.035

Pfi gradientove eluci se U_mJ

(téméF) neméni Sitka piku
s Casem a nelze tedy pro
hodnoceni ucinnosti

pouZit rovnici: COV
n :16-(ﬂ]

W,

Kapacita piku P: Veli€ina pro

srovnavani ucinnosti riznych

gradientt — podil celkové doby

gradientu a pramérné Sirky t
piku v chromatogramu P=1+ 9

) a/ n)zn: W,

P: 100-200 (gradient)
t, — doba trvani gradientu 26
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Ovlivnhéni separaéniho procesu v HPLC

ieju

B UAL

Separaci lze ovlivnit:

- zménou velikosti interakce mezi analytem,
stacionarni a mobilni fazi — termodynamicky aspekt
-ovlivnénim Sifky zon eluujicich slozek — kineticky
aspekt

Termodynamicky aspekt:
VR,i =Vy + KD,i Vg

Ovliviiujeme distribuéni konstanty analytd zménami
mobilni nebo stacionarni faze. Ky je zavisla na
teploté, teplota ovlivriuje separaci.

Kineticky aspekt:

Sitku pik{ 1ze ovlivnit vdemi parametry vyskytujici se
v pIné verzi Van Deemterovy rovnice, tj. linearni
rychlosti mobilni faze, velikosti ¢astic sorbentu,
difiznimi koeficienty (Ize ovlivnit teplotou!), délkou
kolony. 97




