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Spolecnym znakem vsech chromatografickych
metod je kontinualni deleni slozek analyzovaneée
smesi mezi dvema fazemi.

* Pohybliva faze (mobilni), eluent

* Nepohybliva faze (stacionarni)

Vysledek chromatografie chlorofylu



http://cs.wikipedia.org/wiki/Chlorofyl

Princip chromatografickeho deleni

Koncentrace latky mezi temito fazemi
je definovana distribucnim

koeficientem K, =c_/ C

Slouceniny se deli dle svych
distribuénich koeficientu pro zvolenou
mobilni a stacionarni fazi



RuUzna hlediska déleni chromatografie

Podle povahy mobilni faze

*» Chromatografie plynova
(GC; Gas Chromatography),

*» Chromatografie kapalinova
(LC; Liquid Chromatography)



Podle zpusobu provedeni

*+ Kolonova (sloupcova) - stacionarni fazi
(ukotvenou na vhodném materialu) je naplnéna
sklenéna Ci kovova kolona a mobilni faze protéka
kolonou pomoci gravitace nebo pumpy

“* Plosna (planarni) vhodny material pro stacionarni
fazi (silikagel, Al,O,) je nanesen v tenke vrstve na
sklenenou, plastikovou nebo kovovou desku a mobilni
faze se pohybuje tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil
- tenkovrstevna chromatografie (chromatografie na
tenke vrstve, TLC), papirova chromatografie



Podle principu separace

* Rozdelovaci

* Adsorpcni

* lontove vymenna (chemisorpcni)
* Gelova (sitovy efekt)

 Afinitni



Podle ucelu pouziti

v' Analyticka
v' Preparativni



Rozdélovaci chromatografie

je zalozena na ruzné velikosti rozdélovacich
koeficientu délenych latek mezi dvéma
nemisitelnymi nebo omezenée misitelnymi
kapalinami

e0 separaci rozhoduje ruzna rozpustnost
delenych latek v stacionarni a mobilni fazi

K=c1/c2

Kapalina 1 C1

butanol

Kapalina 2 C2

voda




Adsorpcni chromatografie

je zalozena na rozdilnych adsorpcCnich
schopnostech jedné latky k povrchu druhe
latky(adsorbentu) tvofici stacionarni fazi

estacionarni faze je adsorbent (sorbent)

“*Polarni (napr.silikagel, oxid hlinity a kremicity)
“*Nepolarni (napr. aktivni uhli)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Adsorbent

lontove vymenna chromatografie
deleni latek je zalozeno na schopnosti vymeny
iontl na pevném nosici (matrici)

stacionarni fazi je iontomenic (ionex )

“*Anexy (,pritahuji anionty”)
“»Katexy (,pritahuji kationty")

mobilni fazi jsou nejCasteji vodné roztoky


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ionex

Gelova chromatografie
také chromatografie na ,molekulovych sitech®
deleni latek na gelu je zalozeno na velikosti

molekul

estacionarni faze je neionizovany prirodni

nebo synteticky gel. ..«

mobdlnl faze
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Gel

Afinitni chromatografie

vyuziva vlastnosti biologicky aktivni latky
vytvaret specificky reverzibilni komplex s jinou
molekulou (chemicka reakce).

Stacionarni faze obsahuje zakotvené ligandy,
na které se rozdélovana latka vaze.

Jestlize jednu sloZzku navazeme na vhodny nosic, potom muzeme
druhou latku izolovat a kvantitativne stanovit.

Napr. antigen-protilatka, enzym-substrat, ...

Potom je zpravidla nutne zmeénit slozeni eluentu, aby nastala
disociace komplexu a abychom ziskali precisteny material.

Typickym pfikladem pouziti afinitni chromatografie je isolace
albuminu z lidského sera.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ligand

Afinitni chromatografie
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Techniky upravy vzorku

» Extrakce kapalinou

» Extrakce pevnou latkou (SPE)
o Ultrafiltrace

 Derivatizace

» Extrakce plynem (headspace)




Planarni

| (ploSnha) chromatografie
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Priklad:
Papirova chromatografie
Toxilab (Merck)



Viozeni teréi filtr.papiru Odpareni extrakéniho €inidla







Casovy priibéh vyvijeni chromatogramu
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Kapalinova chromatografie

1. Adsorpcni

2. Rozdelovaci

3. lontove vymeéenna
4. Gelova

5. Afinitni



Priklad
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)



HPLC — pristro




HPLC — jednoduché schema
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Chromatograficky

Chromatogram
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Eluce latek v koloné



Reverzni faze = stacionarni faze je méné
polarni nez faze mobilni

Typ eluce:
*» Izokraticky

*»» Gradientovy = v prabéhu déleni se méni
slozeni mobilni faze



Hlavni soucasti kapalinoveho
chromatografu

Vysokotlaka pumpa
(v pripade gradientoveé eluce je nutna druha
pumpa a misic)

Injektor

Déelici kolona

Detektor

Vyhodnocovaci zarizeni
(zapisovac, PC, tiskarna)



"

Vysokotlaka peristalticka pumpa









Detektory
» UV/VIS

* Detektor s diodovym polem
(DAD, Diode Array Detector)

 Fluorescencni

 Elektrochemicky
(coulometricky, amperometricky,....)

* Hmotnostni spektrometr (MS)



Zakladni pojmy:

Faze

Prutok (flow rate, ml/s)

RetencCni Cas (minuty)

Pik

Vyska piku; Plocha piku; Sitka piku
Sum

Drift

Uginnost kolony

Teoretické patro = minimalni délka kolony nezbytna pro
ustaveni 1 cyklu rovhovahy mezi fazemi;
50 000 -100 000 teoretickych pater na 1m délky



Kvantifikace (vyhodnoceni)

1.Prime srovnani
plocha nebo vyska piku
srovnani s kalibratorem (externi standard)

2. Metoda vnitrniho standardu
plocha nebo vyska piku
srovnani pomeru plochy nebo vysky piku
stanovované latky s vnitrnim a externim
standardem

3. Metoda standardniho pridavku



Chromatograficky zaznam
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Priklad
Analyzator aminokyselin
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Plynova chromatografie (GC)



Delena smes musi prochazet kolonou v
plynnem stavu!

Plyn - Kapalina Rozdelovaci
Plyn - Pevna latka Adsorpcni



tor pro kolonu
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Detektory (u GC):

* Plamenovy ionizacni (FID)
 Tepelne vodivostni (TCD)
 Elektronoveho zachytu (ECD)

* Hmotnostni spektrometr (MS)



Plamenovy ionizacni detektor (FID)
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Obr, 14, Zapojeni meériciho obvodu s FID

Mereni zmeny ionizacniho proudu vodikoveho plamene v
dusledku pritomnosti iontu vzniklych pfi spaleni



Hmotnostni spektrometrie (MS)

Analyticka metoda slouzici k prevedeni
molekul na ionty v plynné fazi ve vakuu a
rozliSeni téchto iontu podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z)

Principem MS je pohyb iontu v elektrickem
nebo magnetickem poli v zavislosti na jejich
hmotnosti a naboji




Hlavni soucasti hmotovych spektrometru:
 lontovy zdroj (destrukce molekul na fragmenty)
* Hmotnostni analyzator

* Detektor dopadajicich fragmentt

Vzorek —| lontovy »| Hmotnostni » Detektor
zd roj analyzétor
(vakuum) (vakuum)

Magnetickeé pole



Méreni molekulovée hmotnosti

1. Prevedeni molekul na ionty
2. Urychleni iontu z pohybu Ize vypogitat pomér m/z
3. Detektor ur€i parametry drahy iontu

4. Zpracovani signalu a vypocet m/z



lonizace a iontove zdroje v MS

* lonizace narazem elektronu (El)

* Desorpce laserem (LD)

- MALDI(matrix assisted laser desorption/ionization)

- SELDI(surface enhanced laser desorption/ionization)
 Elektrosprej (ESI)

* lonizace chemicka, ....



Hmotnostni analyzatory

jsou tvoreny kombinaci elektrickych a
magnetickych poli nebo je separace zalozena
na mereni rychlosti iontu

* Magneticke

» Kvadrupolové

* lontove pasti

* Praletové (TOF)
 Tandemove (MS/MS)
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