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Teorie chromatografie

= Chromatografie je separaé€ni technika zalozena
na déleni latek mezi dvéma fazemi, z nichz jedna
je stacionarni a druha mobilni

Prehled chromatografickych technik

Mobilni faze | Stacionarni Chromatograficka | Symbol
faze technika
Plyn Kapalina Plynova rozdé€lovaci GLC
Plynova chromatografie
chromatografie | Pevna faze Plynovéa adsorpcni GSC
chromatografie
Kapalina Kapalina Kapalinova rozdé€lovaci | LLC
Kapa]inov{l chromatograﬁe
chromatografie Gelova permeacni GPC, SEC
chromatografie
Pevna faze Kapalinova adsorpéni | LSC
chromatografie
[ontové vyménna [EC
chromatografie
Iontova chromatografie | IC e




Tridéni technik podle formy loze sorbentu:
= Chromatografie sloupcova

» Chromatografie na tenké vrstvé

1. Princip chromatografické separace

Pojmy: Stacionarni faze, mobilni faze, sorbent, vzorek, slozky,
retardace slozek
Srovnani Sifky zon, jejich postupné rozsSifovani - nastfik,
slozka A, slozka B
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—— Mobile phase

1—— Sample mixture
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Usporadani chromatografie

1.

Frontalni chromatografie:

Na kolonu je kontinualné vnasen roztok vzorku, ten slouzi
soucCasné jako mobilni faze. Na koloné dojde k déleni slozek
vzorku, ale pouze nejméné zadrzena slozka je ziskana v Cisté
podobé. Druha eluovana slozka je ve smési s prvni, treti s prvni
a druhou slozkou atp.

. Vytésnovaci chromatografie:

Mobilni faze se velmi silné adsorbuje na sorbentu, silnéji nez
kterakoli slozka vzorku. Mobilni faze je vytésnovacim Cinidlem.
SloZzky naneseného vzorku na kolonu jsou tlaceny pfed zénou
mobilni faze a nemusi byt plné rozdéleny

. Eluéni chromatografie:

NejrozSifenéjSi forma chromatografie

Vzorek je nanesen do proudu mobilni faze. Na koloné dochazi
k déleni slozek podle sily interakce mezi slozkami a sorbentem.
SloZzky mohou byt rozdéleny do vzajemné zcela oddélenych
zOn a jsou zfedény mobilni fazi
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Separaci dvou slozek Ize ovlivnit dvéma zpUlsoby:

1. Podminky separace upravime tak, aby rozdil v reten¢nich
Casech slozek byl co nejvétsi. Toho dosahneme zménou
velikosti interakce jednotlivych slozek se stacionarni fazi,
tj. ovlivnéni déleni slozek termodynamickym aspektem
separace

2. Podminky separace zménime tak, aby Sifka piku byla mensi.
Zuzenim Sifky pikd, 1ze dosahnout uplnéjsiho déleni, tzn.
mensiho prekryvu pikl, dokonce i pfi snizeném rozdilu
retencnich €asu slozek
V tomto pripadé jde o uplatnéni kinetického aspektu separace
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2. Interakce mezi fazemi a mezi molekulami

Interakce slozky v separacnim systému mohou byt posuzovany ze dvou
hledisek:

a) v makroméfitku — rovnovaha mezi dvéma fazemi

b) v mikroméritku — intermolekulové sily

2.1 Interakce mezi fazemi

Gelova permeacni chromatografie GPC/vyluc¢ovaci
chromatografie (SEC)

= Jednoduchy chromatograficky princip
= Déleni podle rozdil hydrodynamickych objemu analytt

= Nedochazi k interakci se sorbentem
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Plynova rozdélovaci chromatografie GLC

= ZaloZena na rozdélovacim procesu slozek mezi plynnou mobilni
a kapalnou stacionarni fazi

» Rovnovahu je mozno popsat distribu¢ni konstantou Kp:

(1)

(ca)s a (ca)m jsou koncentrace slozky A ve stacionarni (kapalné)
a mobilni (plynné) fazi, (na)s a (na)m jsou latkova mnozstvi slozky A
ve stacionarni a mobilni fazi, Vi, a Vs jsou objemy mobilni a stacionarni
faze

= Na nepolarnich stacionarnich fazich rozhoduje o retenci nepolarnich
analytu predevsim jejich tékavost, na polarnich fazich pfi interakcich

Vi viiwv s
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Kapalinova rozdélovaci chromatografie LLC

Technika je zalozena na rozdélovacim procesu slozky mezi dvé
zcela nemisitelné kapaliny

Hnaci silou procesu je zase rozdil koncentraci slozky v jedné

a druhé fazi

Systém projevuje snahu dostat se do rovnovahy, v rovnovaze
musi byt splnéna termodynamicka podminka:

(AG),, =0 2)

kde (AG)r, je zména volné entalpie pfi konstantni teploté
a tlaku

Pokud je slozka A distribuovana mezi dvé nemisitelné kapaliny,
|ze dosazeni rovnovahy popsat pomoci chemickych potencialu,
protoze chemicky potencial je roven parcialni molarni entalpii,
v rovhovaze tedy plati:

()5 =y ), (3)

(ua)s @ (na)m jsou chemické potencialy slozky A ve stacionarni
a mobilni fazi
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Hodnotu chemického potencialu slozky A v kterékoli fazi Ize
vyjadrit:

My =K, +RTIna, (4)

kde n’, je chemicky potencial slozky A ve standardnim stavu
a aa je aktivita slozky A

Pfi dosazeni rovnovahy plati:

(% ) +RTn(a, ) =(u), +RTIn(a,), | (5)

RTIn (®2)s = (%), — (1% )s (6)

(a,),

kde (aa)s a (aa)m jsou aktivity slozky A ve stacionarni a mobilni
fazi
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= Pomeér aktivity slozky A ve stacionarni fazi k aktivité v mobilni
fazi je znam jako termodynamicka distribuéni konstanta K’ |
plati:

RTIn K} =-Ap; (7)

Rovnice (7) je Nernstlv distribuéni zakon, dava do souvislosti
termodynamickou distribu¢ni funkci a rozdil standardnich
chemickych potencialu

» P¥i experimentalnich mérenich jsou aktivity obtizné dostupné,
proto se Casto uziva tzv. distribuCni konstanta Kp, ktera je
s termodynamickou distribuCni konstantou spojena pomoci
vztahu:

Uoea)n (ra)s

kde (ya)m a (ya)s jsou aktivitni koeficienty slozky A v mobilni
a stacionarni fazi, (ca)m a (ca)s jsou rovnovazné molarni
koncentrace slozky A v obou fazich

K. = (CA)S (YA)m K(I)) (8)
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= Spojenim rovnic (7) a (8) Ize dostat vztah pro distribu¢ni
konstantu:

K, =%:exp(‘ A“%T) 9)

Pokud se pracuje pfi malych koncentracich slozky A, je volen
jako standardni stav slozka A pfi nekoneCném zfedéni. Pak se
aktivitni koeficienty blizi 1 a distribu€ni konstanta je zavisla jen
na rozdilu standardnich chemickych potenciall a teploté

PRA[HA
A Jrrnls EVROPSKA UNIE




Plynova a kapalinova adsorp¢éni chromatografie
GSC, LSC

Ve srovnani s GLC a LLC, kde dochazi k déleni mezi fazemi,
které zaujimaji jisty objem, probiha separace slozek v pfripadé
GSC a LSC odlisné. V tomto pripadé se ustavuje rovnhovaha
mezi jednou fazi zaujimajici ur€ity objem a povrchem
adsorbentu

Pfi adsorpci molekul na pevny sorbent se predpoklada, Ze tyto
molekuly jsou zachycovany v silovém poli na povrchu sorbentu,
a ze setrvavaji na tomto povrchu

Pokud molekuly pronikaji pfes rozhrani pevné faze a difunduiji
do jejiho objemu, jedna se o absorpci

Nékdy dochazi k obéma procesim soucasné

Kromeé toho se dale rozliSuje fyzikalni adsorpce a chemisorpce

Fyzikalni adsorpce

Je zalozena na van der Waalsovych silach pusobicich mezi
adsorbatem a adsorbentem. Energie téchto interakci jsou
vétSinou malé, ale rychlost fyzikalni adsorpce velka. Pri
adsorpci z roztokd vytvari slozka na povrchu adsorbentu
vétSinou monomolekularni vrstvu, protoze slozka musi pfi
sorpci nejprve vytésnit uz adsorbovanou mobilni fazi. Pfi sorpci
plynt na pevnych sorbentech muze dojit k interakci mezi prvni
sorbovanou vrstvou a molekulami vzorku v plynné fazi
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Chemisorpce

= Dochazi ke vzniku kovalentni nebo iontové vazby a energie
fadové odpovida vzniku vazby pfi chemické reakci. Kapacita
povrchu je podstatné nizsi nez pfi fyzikalni adsorpci, protoze
sloZka reaguje jen na aktivnich centrech adsorbentu. Rychlost
chemisorpce je mensi a zrychluje se s teplotou exponencialné

Skuteéné chromatografické separace se zpravidla déji mezi
témito dvéma extrémy. Obvykle nedochazi ke vzniku vazby,

I kdyz v nékterych pfipadech jsou interakce spojeny s velkymi
energetickymi zménami

Vedle van der Waalsovych sil, které jsou podstatou interakci mezi
nepolarnimi slozkami a nepolarnimi sorbenty, se nékdy

na adsorpci podili také intermolekularni vodikové mustky

a prenos elektronl mezi adsorbatem a adsorbentem
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K popisu adsorpcni rovnovahy se uzivaji adsorpc€ni izotermy
Principialné se tyto izotermy nelisi, at' jde o adsorpci z plynu
nebo z kapaliny

Idealni chovani lze popsat rovnici (10):

— (CA )s = KD(CA)m (10)

kde (ca)s je rovnhovazna koncentrace sorbované slozky A
v pevne fazi a (ca)m je rovnovazna koncentrace sorbovaneé
slozky v mobilni fazi

V pfipadé popisu rovnovahy plyn-pevna faze se nekdy uziva
vztah:

—A =K _,p. (11)
WS

ma je hmotnost sorbované slozky, ws je hmotnost adsorbentu,
Pa je parcialni tlak slozky v mobilni fazi

Rovnice (10, 11) popisuji linearni adsorp¢€ni izotermu

Pro realné systemy tato linearni zavislost plati jen zcela S
vyjimecné, vétSinou jen pro malé koncentrace _



Realné izotermy v adsorpéni chromatografii maji nejCastéji tvar
popsany Langmuirovou rovnici:

_ k1k2(CA)m
(CA)S - 1+k2(CA )m (12)

kde k4 a kz jsou konstanty

|lzoterma vychazi z predpokladu, ze adsorbat tvori na povrchu
monomolekularni vrstvu

Pokud je koncentrace slozky nizka, je mozno zanedbat

ve jmenovateli soucin kx(ca)m a vztah (12) odpovida linearni
zavislosti

Pokud je koncentrace vysoka blizi se koncentrace slozky A
ve stacionarni fazi limitni hodnoté
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Obdobny pribéh zavislosti koncentrace slozky ve stacionarni
fazi-koncentrace slozky v mobilni fazi ma empiricka
Freundlichova izoterma:

(ca)s =k;(cy ), (13)

kde k3 je konstanta, n je konstanta > 1

Freundlichova izoterma na rozdil od Langmuirovy nelimituje
k ur€ité hodnoté pro koncentraci slozky ve stacionarni fazi
pfi zvySovani koncentrace slozky v mobilni fazi

V praxi je znama také izoterma anti-Langmuirova
Vyskytuje se v pripadech, kdy prvni vrstva sorbovanych
molekul usnadnuje adsorpci dalSich molekul analytu

V pfipadé chemisorpce je energie interakce velka a latka
byva i zcela ireverzibilné zadrzena na adsorbentu
Chemisorpce je nejCastéji spojena se vznikem silnych
vodikovych mustkl, acidobazickou interakci mezi slozkou
a povrchem adsorbentu, nebo pfenosem elektronu

V rovnicich (12, 13) Ize nahradit (ca)s a (Ca)m Vyrazy malws

a pa podobné jako v rovnici (11). V této formeé jsou Castéji

uvadény v GSC
e




Typ adsorpéni izotermy je obvykle spojen s tvarem
chromatografického piku

» Pokud separace probiha za koncentraci popsanych linearni
izotermou, jsou piky symetricke

= V pfipadé vysokych koncentraci slozky, tj. v oblasti nelinearni,
je Casto zjisténa asymetrie, chvostovani pikua (tailing) pro
slozky ridici se Langmuirovu izotermou. Maximum piku se
zvétSenym nastfikem posunuje ke krat§im retenénim ¢asum/
objemum. Tento tvar piku je pomérné Casty pfedevsim v LSC

= Pokud je chovani slozky popsano anti-Langmuirovu izotermu,
je zjisténo posunuti maxima piku k vétsim retenénim ¢asum,
objemum. Pik je nesymetricky, projevuje se nabéhem
(fronting). Tento tvar je méné Casty, Ize se s nim setkat v LLC,
kdy vétSi mnozstvi sloZzky ve stacionarni fazi zvysi afinitu této
faze k dané slozce

= Pokud nastane ireverzibilni sorpce na adsorbentu je zjiStén
velmi pomaly pokles odezvy detektoru, po velmi znacné dobé
se pik témérF nedostane na zakladni linii. Jev chemisorpce je
vétSinou nezadouci
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lontové vyménna chromatografie IEC

Lze charakterizovat jako vyménnou adsorpci

Sorbent zachycuje urcity iont a misto néj uvolnuje do roztoku
jiny iont

VétSinou se provadi ve vodnych roztocich

lontova interakce Ize popsat nasledovné:

R°AT+B, +C, &R B/ +A, +C__ |(14)

R’ je fixované misto na iontoménici, A;" je zaménitelny protiiont
a B.q a Caq jsou zcela disociované ionty slozky BC

lonty A", B*, C"jsou pohyblivé v systému. lont R je vazan

na iontoménici permanentné

Vyménna reakce je popsana distribucni konstantou

nasledovné:
K, = [B+MA ] (15)
[B" ] [A"]

[A"]aq a [A"]; jsou rovnovazné latkové koncentrace iontu A
v mobilni a stacionarni fazi, obdobné pro iont B* oA
Naboje obou iontul jsou pozitivni jednomocné ALl




