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Chromatographie =
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Funktionsprinzip der Chromatographie =
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Physikalische Trennmethode, bei der die zu trennenden Komponenten zwischen einer
feststehenden (stationaren) und einer beweglichen (mobilen) Phase verteilt werden.
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jﬁh Chromatographie Grundlagen B

At Transpart durczhmoobile Phase theor etischer BEoden
[Gas oder Fliissig eit) HTEF

+||"_ ! ! M
L e - -

Y //l////%//%//% L
\ \ \ Ennepmk[:leta-:tu:r

Zone [Saulenanfang) Shoffaustausch statiordare Phase
[eine kot panente) [fliizsig oder fest)
- te -
Retenl ansz el

Analytical Chemistry, Department of Chemistry, University of Konstanz



Einflusstaktoren der Wandergeschwindigkeit einer
Verbindung in einem Chromatographischen System
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Verteilungskoeffizient K beschreibt das Verhaltnis der Konzentrationen der
Substanz A in der mobilen und der stationdren Phase im thermodynamischen
Gleichgewicht.

thermodynamischesGleichgewicht
€ N
mobil stationdir

K _ [A]Smﬁ(mf}'r
[A],.0»
mobil

Falls verschiedene Substanzen in einem gegebenen chromatographischen System
verschiedene K’s aufweisen, wird eine Trennung erreicht.
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Einflusstaktoren der Wandergeschwindigkeit einer
Verbindung in einem Chromatographischen System
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Retentionszeit t, beschreibt die Zeit die eine Substanz braucht
um ein chromatographisches System zu durchlaufen.
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Der erste Peak mit der Retentionszeit ¢, stellt eine Substanz dar, die von der
stationdren Phase nicht zurtickgehalten wird.

t,, wird haufig als dead time oder sovent delay bezeichnet.
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Einflusstaktoren der Wandergeschwindigkeit einer
Verbindung in einem Chromatographischen System
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Kapazitiitsfaktor k’ (auch Retentionsfaktor) beschreibt die
Wanderungsgeschwindigkeit von einer Substanz in einer Saule.

k, = 'k = I k, =K, ==
A / V
M
K , — der Verteilungskoeffizient von A4;
Vi — das Volumen der stationdren Phase;
V,,— das Volumen der mobilen Phase

Selektivitasfaktor a beschreibt die Wanderungsgeschwindigkeit zweier Substanzen
A und B relativ zueinander.

C{=& o = fR,B — Iy
KA IR._A - IM

tp g — die Retentionszeit der Substenz B,
tg 4 — die Retentionszeit der Substanz A.
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Auflosung
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b, s =2.354c

w = Basisbreite

w=4c

‘-“‘

:';' ‘." ."; 3 -
|<—w1 = 401—>| e w, =40, — tr

Die relative Position beider Peaks wird durch die relative Retention r definiert

t K, ty,
k9=_S r= ,2= S t =t +t
tm kl tsl R m S
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Theorie der Boden
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o -+-Eine Trennstufe ("theoretischer Boden™)
ist ein Teilstiick der chromatographischen
L ¢ Trennstrecke, in dem gerade mal eine
Gleichgewichtseinstellung zwischen

mobiler und stationéirer Phase stattfindet
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Detektionl l N= H
GLZ L2
Es folgt, daB N = i o2
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Effizienz einer chromatographischen Sidule -

Anzahl der theoretischen Boden Bodenhohe H
i r ) L
N=—% N =16|+L H=—
O w N

Bodenzahl und Bodenhohe fiir typische Gaschromatographie (GC)- und
Hochdruck-Fliissigchromatographie (HPLC)-Séaulen

Sulentyp N (pro Siule) H (mm)
GC, Kapillarsidulen, 25m
0,5 mm Innendurchmesser 207000 - 50’000 0,5-1.3
O0,Imm Innendurchmesser 30'000 - 100’000 0,2-0,6
HPLC, 25¢m
10mm Partikel 2’500 - 57000 0,05 -0,1
3mm Partikel 8’000 — 187000 0,02 - 0,05
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Einfluss der verschiedenen Faktoren auf die Auflosung:-
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Dynamische Theorie
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=Die dynamische Theorie beschreibt den chromatographischen i
Trennprozess in der Saule als dynamischen Prozess und
betrachtet Massentransfer- und Diffusionsvorginge.

*"In der dynamischen Theorie wird die Trennstufenhohe mit
der Stromungsgeschwindigkeit der mobilen Phase verknupft.

van Deemter-Gleichung

H=A+3+C-u,

H = Bodenhohe
u_ = lineare FlieBgeschwindigkeit

1’1;1'1ir1 = V_CE
min: A + 2 ' LB C

u min
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van Deemter-Gleichung

Der A - Term beschreibt die Streudiffusion (" Eddy-Diffusion') in ‘
einer gepackten Saule i
Der B - Term beschreibt den Einflufl der molekularen Diffusion

entlang der Saulenachse (Axialdiffusion)

C - Term beschreibt, mit welcher Geschwindigkeit sich

Probemolekiile zwischen der mobilen und stationiren Phase verteilen
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Termen der van Deemter-Gleichung =NEN
1. A-Term - Streudiffusion (Eddy-Diffusion) i
f mﬂ‘m\ 1]
S | ®
\ / Zonenverbreiterung
unterschiedliche FlieB3strecken Zeit—=
d_. = Teilchendurchmesser A=2-A -dp

76 = Packungstaktor
2. B-Term - longitudinale Diffusion

B=2-D_ -y
r_. . ._bl y = “Labyrinthfaktor

Diffusion der Analytenmolekiile
D, = Diffusionskonstante in der mobilen Phase

3. C-Term - Massentransfer

@>~@~®>0—~ D_(mobile Phase) ( ~— . IO
o (1+k) D

D, = Diffusionskonstante in der stationaren Phase

S

Gleichgewichtseinstellung zwischen der mobilen
und stationaren Phase

Teilchen der

stationidren Phase
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Der Einfluss der Korngrofie und der Kornoberflache :
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Bei gleicher Korngrof3e flihrt eine
unregelmafigere und porosere
Kornoberflache zu breiteren Peaks
(schlechtere Auflosung)
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Bei kugelformigem Packungsmaterial
geringer Porositit erhdlt man bei kleinerer
KorngroBe eine schmalere Peaks
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Optimieren einer chromatographischen Methode
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Detector Selectivity
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SELECTIVITY
UNIVERSAL SPECIFIC

A selective detector allows one to see only
components of interest despite of their co-
clution with any others.
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Detector Sensitivity =NEN
L
hsignal = 2 X hnoise
Limit of detection
=[ owest concentration that can be detected
=Signal-to-noise ratio of 2:1 or 3:1 h
Limit of quantitation
0.001
=[owest concentration that can be 3 0.2AU AU
determined with acceptable precision No Noise
apparent ’
=Signal-to-noise ratio of 10:1 J noise
2.8 3.0 3.2 3.4 2.00 3.00 ‘ 4.00

Minutes

Minutes
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Baseline Stability
Noise and drift g

T
[
rA

SHORT
RANGE

LONG

.-'—’__-___l

—
-
_—__
-
ﬁ__-_—.
_—__

: ¥ Drit

Noise, drift, and
smallest detectable _,l_ o=
peak. -

——

J‘ Noise

Analytical Chemistry, Department of Chemistry, University of Konstanz




Linear dynamic Range
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LINEAR RANGE DYNAMIC RANGE

Max linear response

EBhnzOowhEX
HRZOTWLEHXA

=2 X detector noise

CONCENTRATION TIME (MIN)

The linear dynamic range of a detector is the maximum linear
response divided by the detector noise.
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