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Chromatografie

separace latek na zakladé riizné prilnavosti ke stacionarni fazi
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Chromatografie

— [A]mob
- [A]stac
Retenéni €as - doba, kterou potfebovala dana latka k priichodu od

nastrikového zafizeni k detektoru t; = tr — tum

Distribuéni konstanta Kp

/
Retenéni faktor (kapacitni pomér) k = % = :—R

M
Retenéni objem VR = tr - Fup, kde Fpy je pritok mobilni faze

2 2
Pocet pater (=ucinnost kolony) N = 16 (tWPL) = 5,54 (;}"h)

2

W - sitka piku: b — u zakladny; g — v poloviné vysky piku
Vyska patra H = h L — délka kolony
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Chromatografie
Separacni faktor, nebo retencni pomér

/
o= Kpo _ ke _ Tre
Kpi ki tg,

Rozliseni a) odectenim z experimentalné naméreného chromatogramu

Re — trR2 — tR,1
0,5- (Wha + Wi 1)

b) odvozeny teoreticky vztah
\/N a—1 k2
4 « ko +1

Vysledky rozliSeni z obou vztahti se mohou mirné lisit.
Retenéni index

Rs —

log tf; (A) — log t}; (2)

I =100 |z +
/ /
log tf;(z 4 1) — log t (2)
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Priklad 1

Kapalinovou chromatografii byly na koloné délky L = 30cm (kolona 1)
pro latky A a B zjistény retencni Casy tgr(A) = 16,4min a

tr(B) = 17,6 min. Za stejnych podminek byl zjistén retencni ¢as
nezadrzované slozky tyy = 1,30 min. Sitky pikii na zakladné byly
Wp(A) = 1,11min a Wp(B) = 1,12min.

Vypocitejte:

a) pocet pater N pro obé slozky a priimérnou hodnotu,

b) vysku patra H,

c) rozliseni slozek A a B (ze vztahu uvazujiciho pocet pater),

d) délku kolony 2 potfebou k dosazeni rozliseni Rs = 1,5,

) ¢

e) Cas potrebny k eluci latky B na koloné 2.
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koloné délky L = 30cm (kolona 1) pro latky A a B zjistény retencni Casy

tr(A) = 16,4min a tg(B) = 17,6 min. retenéni Cas nezadrzované slozky

tw = 1,30min. Sitky pikii na zakladné byly W,(A) = 1,11min a W,(B) = 1,12min.
a) Géinnost kolony se vyjadfuje jako pocet pater (bezrozmérna velicina)

N(A) = 16 - <;5b((AA))>2 — 16 (%)2 — 3493

N(B) =16 - (lf\’;b((BB))>2 =16 (%)2 = 3951

gN = 3722

b) vyska patra - udava se zpravidla v mm a vypocita se z délky kolony L
(mm) délené poctem pater

L 30
H—N 372 = 0,0081 cm = 0,081 mm
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koloné délky L = 30cm (kolona 1) pro latky A a B zjistény retencni Casy
tr(A) = 16,4min a tg(B) = 17,6 min. retencni ¢as nezadrzované slozky
tw = 1,30min. Sitky pikii na zakladné byly W,(A) = 1,11min a W,(B) = 1,12min.

c) rozliseni je bezrozmérna veli¢ina, ktera vyjadfuje kvantitativné do jaké
miry jsou dv&, na chromatogramu sousedici slozky A a B, rozliseny

VN opa—1 hky _ V3722 10801 1254 _ .

R = . = .
BAT T4 Taga  kpt1 4 1,080 12,54 +1
_ < _ tg(B)—ty __ 17,6-130 __
kapacitni poméry kg = £ " M — 130 — 12,54
tr(A)—t 16,4-1,30 _
ky = BBt 164030 _ 47 61
apa = & = 1751 = 1,080

S pouzitim vztahu zahrnujici sitky u zakladny je

trR2 — tR,1
Rs = : : — 1,076,
0,5- (Who+ Wi1)

jelikoz dale chceme pokracovat se zjistovanim jak dlouhd ma byt kolona s
vyssim rozlisenim, pouzijeme vztah s poctem pater (nebo-li délkou kolony).
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koloné délky L =
t‘R(A) =

30cm (kolona 1) pro latky A a B zjistény retencni Casy
16,4 min a tr(B) = 17,6 min. retencni as nezadrzované slozky

tw = 1,30min. Sitky pikii na zakladné byly W,(A) = 1,11min a W,(B) = 1,12min.

d) pocitame-li s relativnimi retenénimi Casy, Ize napsat pomér

Ripa _ VN1 _ 1046 _ /3722

R2ga  /No 1.5 VN,

Ny =7654 a L, =H- Ny, =0,081-7654 = 62cm
e) absolutni €as, kdy projde slozka B je v3ak rtizny a zavisi na délce kolony.

tlr(B) L1 _. 16 _30
t2r(B) Lo t2r(B) 62

t2r(B) = 36,37 min
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Priklad 2

Na obr. je uveden chromatogram smési slozené z nerozvétvenych alkanii
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Priklad 2

Na obr. je uveden chromatogram smési slozené z nerozvétvenych alkanii
Cis5 (tr = 7,4 min), Cy6 (tg = 11,0min) a Cy7 (tgr = 17,4 min) a ze vzorku
obsahujiciho tfi derivaty naftalenu (tg: 8,6; 13,5; 15,4 min). Separace byla
provedena na kapilarni koloné o délce 50 m a vnitfFnim priiméru 0,2 mm se
stacionarni fazi polyfenyletherem pri 180 °C; mrtvy retenéni ¢as byl 2,0 min.
Z hodnot retenénich Casii odectenych na chromatogramu vypocitejte pro
slozky 1, 2 a 3 reten¢ni indexy a identifikujte tyto slozky na zakladé dat

v tabulce.

latka / latka /

naftalen 1539 | 2,6-dimethylnaftalen | 1749

2-methylnaftalen | 1646 | 1,6-dimethylnaftalen | 1764

1-methylnaftalen | 1674 | 2,3-dimethylnaftalen | 1800
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smési slozené z nerozvétvenych alkanti Ci5 (tr = 7,4 min), Ci6 (tr = 11,0min) a Cy7

(tr = 17,4 min) a ze vzorku obsahujiciho tfi derivaty naftalenu (tz: 8,6; 13,5; 15,4 min).

Identifikace ¢lend homologickych fad - separaéni faktor po sobé jdoucich
dvou ¢lent v homologické fadé je konstantni.
Retenéni index slozky A se vypocita ze vztahu

log tR(A) — log tir(z)
log th(z + 1) — log tir(z)’
kde tr je redukovany retencni ¢as, A znaci neznamou slozku, z znadi
nerozvétveny alkan se z uhlikovymi atomy a z + 1 alkan se z + 1
uhlikovymi atomy. Pfitom se dva uhlikové standardy voli tak, aby platilo:
th(z) < th(A) < th(z+1)
potfebné redukované parametry jsou:

t{Q(l) = tR(l) —ty= 86—2= 6,6min

I =100z + 100

t(2) =  tr(2) — ty= 135-2= 115min
t/R(3) = tR(3) —ty= 154—-2= 13 4min
tr(15) = tr(15) — ty— 74—2= 54min
t0(16) = tr(16) — ty— 11,0—2=  9,0min
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smési slozené z nerozvétvenych alkanti Ci5 (tr = 7,4 min), Ci6 (tr = 11,0min) a Cy7

(tr = 17,4min) a ze vzorku obsahujiciho tFi derivaty naftalenu (tg: 8,6; 13,5; 15,4 min)

postupné dosazujeme do vyrazu pro retenéni indexy

i log th(A)—log th(z)
Ia= 100z + 100Iog t’{?,(?z-i-l)—logg’R(z)

log 6,6—log5,4
= 100-15+ 100 - @—‘70—4225‘7 = 1539,3

porovnanim ziskané hodnoty s tabulkovymi hodnotami identifikujeme
neznamou slozku €. 1 jako naftalen. Stejnym zpiisobem se postupuje i u
slozek ¢.2 (2-methylnaftalen) a ¢. 3 (1-methylnaftalen).
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Priklad 3

Smés obsahujici metanol, etanol a dalsi nezndmou slozku byla analyzovéana
na plynovém chromatografu s kolonou pInénou Inertonem s 3% (m/m)
Carbowaxu 400 pfi teploté 80 °C a pritoku nosného plynu 20 ml/min. Na
chromatogramu byly odecteny retenéni Casy (tgr) a Sitky pikd u zakladny
(w).

nezadrz.slozka | metanol | etanol | neznama slozka

tr (min) 0,50 2,00 | 2,70 5,23

W (min) 043 | 0,68 0,56

a) Urcete, s jakym rozlisenim byly metanol a etanol separovany.

b) Uréete jejich separaéni faktor.

c) Zjistéte, zda neznama slozka je nerozvétveny primarni alkohol obsahujici
4 uhliky.

(Napovéda: logaritmus redukovaného retencniho Casu latky je amérny
poctu atomii uhliku z, tedy log tp = a+ bz, kde a a b jsou konstanty).
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SMESs

a)
tro — tr1 2,7—20
Rs = ’ = = = 1,216
* 05 -(Wo+W;) 05-(068+0,43)
b)
k th(2 tr(2) — t 2,7—05
o=te R @) —tw 27205,

ki th()  te(l)—tm 2,0-05

c) plati tyto 2 rovnice

log(tr(metanol) — ty) = a+b-1 = loglb= a+b
log(tg(etanol) — tyy) = a+b-2 = log22= a+b-2

fesit tuto soustavu rovnic a dostadvam hodnoty koeficientti a a b
a = 0,00976

b =0,166331
pomoci konstant a a b uréim pocet uhlikii z
z=4 ANO, je to butanol
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