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Cvet laboratoriumi naplojabal

Russian Botanist
Mikhail Tswett (1872-1919)

From Tswett's notebook (1910) on early
chromatographic experiments



A kromatografia egy folyéhoz hasonlit
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Az elvalasztas folyamata es a
Kromatogram
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Megoszlasi hanyados

Ki =Cgi/Cpy

ahol K:: az i-dik komponens megoszlasi hanyadosa,

C. az i-edik komponens alléfazison adszorbealddott (vagy az allo folyadékfazisban
oldddott) koncentracioja,

C.,: az i-edik komponens koncentracioja a mozgofazisban.

A zonak haladasi sebessége a megoszlasi hanyadostdl flugg. Ennek oka az, hogy a megoszlas
kovetkeztében az alléfazishoz éppen kotéddé molekulak aramlasi sebessége nulla.



C mozgdfizis A

A

stacionarius
C

A

aramlas

* A mozgofazisban haladd analat a
mozgofazis sebességével halad,
jeloljuk ezt u-val.

* Az alléfazison kotott analat

v

SZOTrpcio

> sebessége pedig eéppen nulla (0)
b4

Az analat atlagos sebessége (v) tehat attol fiigg, hogy hany %-ban van az éllo-
fazishoz kotve, illetve milyen aranyban mozog a mozgofazissal. Az analat dtla-
gos sebességét igy irhatjuk le:

v = (allofazisban 1évo hanyad) - 0+(mozgofazisban 1évo hanyad) - u.
Tehat mindig igaz, hogy v < u.

g 0+ Ny s N, a
; = u,
s n4n, ng+n_
ahol n: dll6fazisban 1évo mennyiség és

n,,: mozgofazisban lévé mennyiség

V=



Kromatogram

Kromatogram: regisztralt detektorjel az id6 fiiggvényében.

tw; az i-edik anyag retencios ideje: egy fajta molekula atlagos tartozlkodasi
ideje az oszlopban = allds ideje + haladas ideje, megegyezik a csticsmaximum
Cdetektalt . g regisztraldsanak idejével, ha a cstics szimmetrikus.
A jobban kotédik L
tp = —
I\I Ri v;
/ \ ty a redukdlt retencios id6: A komponens dlldideje (t,;) = a teljes dtjutds ideje
.4 4 as " L] |I 81 L £
eluens kevésbé kotddik \ (tw) — a haladasi i3 (to).
athaladasi ideje / \ ty =ty —t
to / \ / I'\. ki a retencids tényezd:
J V.
: H " b kl = Ki I_s
tR.l } H vy V m
(Erznnnsnrnesmmmanasinnasan t- ------- ¥ H idé (t) i L vV, vV,
o e R R i s 132.. ______________________ _.: tm:‘—ri:u Ki.\rm‘f'l :to Kiv_m+l :to(ki+1):tsi+tg
Vpg;a retencios térfogat:
t=0
minta injektalasa

o V: térfogat aram = keresztmetszet - sebesség
Retencio szamszeriisitése

e Vi a retencios térfogat: tr; id6 alatt az oszlopon atfolyo eluens térfogata.
Vg = Vt]-u
e V,, eluens térfogata az oszlopban:t, id6 alatt V., = V - t; térfogatu eluens
halad at az oszlopon.
to az eluens retencios ideje: Az eluensnek az oszlopon valo athaladasi ideje,
illetve barmely komponensnek a mozgdssal toltott ideje.

Vi = V=V, (K., \Y +1) =K,V4V,,
Ha két komponens megoszldsi hényadogé; kozel van egymashoz, pl. 9 és 10, ez
mar jelentds tartézkoddsi id6-, illetve retencios térfogat-kiilonbséget jelenthet.
0 u
ahol L a kolonna hossza, u az eluens linedris sebessége.



A csucsok alakjat kozelithetjiik a Gauss-gorbével
e A gorbe magassaganak kortilbelil 60%-an van az Ggynevezett csucsszé-
lesség, amely a gorbe két inflexios pontjat 0sszekoto szakasz hossza.
e A csucsszélesség fele a ¢ (szoras).
e Az inflexios pontokba huazott érinték az alapvonalbol éppen 40 hosszu-
sagu szakaszt metszenek ki. (Mas jeloléssel: 40 = W.)

inflexids pont 4t hazott érintd

inflexios pont ~40%
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A Gauss-gorbe tulajdonsdgai



Elméeleti tanyerszam

Cletektalt | perc -> 1 cm
7 § N =10 000

o, = 0,06 -

Ut.‘! = 0,08 U“ M Gﬂ
Gy = 0,12 ;h/ | /

tﬁ — 2 ,|| | I| II 'II |
| tp,=3t,=6 ! ! 5.6
(RTINS, + ity 1 e, PR : » ido (t
................... mtﬂz—‘itﬁg i -
............................................. tg=6t=12
t=0 N = (t/64)* = (tp/0n)? = (trs/C)?

Az elmeéleti tanyérszdm bemutatdsa kromatogramon
(harom kiilonbozo komponens csticsai) N = 10 000

10



A zOnaszelesedes aramlasi sebesseg
fuggese - A van Deemter egyenlet

B
H=A+—+Cu
U

H elméleti tanyérmagassag

A az orvénydiffuziora jellemzd tag

B a hossziranyu diffuziora jellemz6 tag

C az anygaatadasi ellenallasra jellemzé tag
u linearis aramlasi sebesség (pl. cm/perc)



Plate Height, H

van Deemter Plot
H=A+Bu+(C,+C_)u

A+ B/u+ Cu

/

Multipath Term, A

Mass Transfgr (both), Cu

Longitudinal diffusion, B/u

Linear Velocity, u

Ashaash Pandey 3



Mi okoz zonaszélesedést?
1. Orvénydiffazio - A

eltér6 aramlasi csatornahosszak és keresztmetszetek
— kolonna toltés inhomogenitasai
— szemcseatmérd nem teljesen egyforma

a kolonnaban az aramlasi sebesség sugariranyban
valtozik — laminaris aramlasi profil

Initial firtal
band profile band profile

A

distance distance

=
az aramlasi sebességtdl fiiggetlen

solute concentration

solute concentration

-




Mi okoz zOnaszélesedést? 2. Hossziranyu diffuzio - B

a beinjektalt mintadugo szélein a koncentraciogradiens miatt
longitudinalis (hossziranyu) diffuzio torténik

. legerdsebb az oszlopon
. oszlopon kivul is
tul hosszu, vagy tul nagy atméréja kapillarisok
csatlakozasok
detektor cella t
(a5 (b) 5 ~ t<t, Einstein 6sszefliggés
= = [
EI_ E t=t, 2
: : f\ O “1.p=2Dt
2 3 1
distance distance /S N\ ot
/i/' _ ) AN 7




Mi okoz zOnaszélesedést?
3. Anyagatadasi ellenallas - C
az allofazisbol a mozgofazisba torténd anyagatmenet nem
pillanatszerl (kvazi-egyensuly kialakulasa)

. a porusokon belul diffuzioval jut a fellletre a molekula — C_,
. a molekula az allofazisban/bal is diffundal — C,

moahile phase A%  mobile phase

fal (b

stationary phase # stationary phase

,5:"!'1'-:-':"";__ mobile phase muobile phase

(€

(d)

stationary phase stationary phase

az aramlasi sebességgel egyenesen ardnyos



Anyagatadasi ellenallas csokkentese

kisebb szemcseméreti all6fazis B

7 ” . J e s ” g ( 3.5 um Particle

aramlasi sebesseg csokkentése o] B0
\ .. 7\!‘\ACQUITY UPLC™ System

kolonnahémeérséklet emelése
(gyorsabb diffuzio)

3
Linear Velocitv lu. mm/secl

B
H=A+a+(CS+Cm)u



Anyagatadasi ellenallas

A folyadékkromatografiaban az anyagatadasi ellenallas
vagy masképp a kvazi-egyensuly eltérése az
egyensulyi allapottél okozza a legnagyobb
zonakiszélesito hatast.

« tapado réteg a szemcseék feluletén

« porusokon beluli nem aramlo, de a mozgofazis
osszetételével megegyezo folyadék

« adszorpciods feluleti réetegek a porusokon belul és a
szemcséken kivul, ebbdl tobb mint 99,9% a belso
felulet.



Detektor jel intenzitas

A kromatogram

fz : Retenciods idd

f, : Holtid6
T_NC
h : Csucs terulet
h :Csucs magassag

%_
N
—

|d6



Cel: a legrovidebb id6 alatt megfeleloen
elvalasztani a komponenseket
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A megfeleld elvalasztas a kromatografias felbontadssal jellemezhetd



A kromatografias felbontas
(R, — resolution)

| |
Wip1| | Wip2

T ! B | | S " L] | T |

wp, = 40

W1/2 — 2,354820-

_ (trz — tr1)
2(01 + 03)

R

Alapvonalon mért csticsszélességbdl:

trz — LR1 2(tgz — tgr1)
RS —

C (Wp1twp) /2 (Why+wpy)

Félérték szélességbdl:

_ L177(tp2 — tr1)
(W1/2(1)FtW1/2(2))

S



Absorbance

P

A kromatografias felbontas

|

Rs=1.5

2

i}
/
Absorbance

98% A 98% B\
2%B N7 2%A

4 hY

100% A

100% B

Volume

Volume >I<
P

R.=1,5 esetén alapvonal elvalasztas (ha a csucsok nagyjabol egyformak)



A kromatografias elvalasztast befolyasolo
tenyezok

Az elvalasztas alapeqyenlete:

1 O — 1 k ahol:
R g — N N N = elméleti tanyérszam
4 o k 4+ 1 o = szelektivitasi tényezd

k = komponens visszatartdsa,
retencios tényezo

hatékonysag  szelektivitds  visszatartas




Oszlop kromatografia / Réteg kromatografia

Elvalasztd
oszlop

Szemcseés toltet

Oszlop kromatografia

Papir, vagy
szemcsékkel
boritott szubsztrat

Papir kromatografia
Vékonyréteg kromatografia (VRK)




A mozgo es allofazis allapota

szerinti felosztas

Mozgo fazis
Gaz Folyadék Szilard
Gaz
Allo fazis | Folyadék
Gaz- il Folyadék
kromatografia kromatografia

Szilard




GC osszehasonlitasa HPLC-vel |.
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Tipikus GC kapillaris oszlop Tipikus HPLC oszlop
30 mx 0,25 mm i.d. I15cmx 4,6 mm x 5 um
Meghatarozhat6 anyagok
* illékonysag (250°C alatt megfeleld tenzid) * oldékonysag a mozgdfazisban
* derivatizalas hibat vihet be a kvantitativ mérésbe * sz€les polaritdsi tartomany,
» molekulatomeg: < 500 Da ionos vegyiiletek is elemezhetdk

» molekulatomeg: nincs fels6 korlat,
fehérjek is



GC osszehasonlitasa HPLC-vel Il.

Korilmények

magas hémérséklet (akar 350°C)
—hdstabilitas

sok GC detektor (pl. FID) destruktiv
tipikus érzékenység: ng-pg

szobahdmeérséklet (80°C-ig)
az UV detektor nem destruktiv
tipikus érzékenység: ng

Minta Kolcsonhatasok Minta

L
/ X / \
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All6 fazis Mozgo fazis All6 fazis
HATEKONYSAG

Mozgo fazis
SZELEKTIVITAS



