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Instrumentalni metody analyticke chemie

Separacni (delici) metody
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Uvod do analytickych separaénich metod

Separacni (délici) metody.

— Prvni krok zpracovani ropy — separace na
jednotlivé frakce podle teploty varu
(rektifikacni véze)

LI A" 4

jako prvni
— regulace teploty kotle a kolony — fizen
rozsah teploty varu kondenzuijici frakce
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Zakladni pojmy

— Jen velmi malo méficich technik pouzivanych v analyze je specifickych pro jednu chemickou

latku. |
Interferent (interference)

— Jak odstranit interference?

— separace

— uprava matrice vzorku

— redeni

— faze = homogenni Cast heterogenniho systému oddéelena od okoli ostrym fazovym rozhranim
(mobilni a stacionarni faze)

— separace (déleni) = proces oddélovani jednotlivych slozek néjaké smési za ucelem ziskani
Cistych slozek (vétsinou zalozeny na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé
ruzné nemisitelné faze)

4 Separacni (délici) metody.
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Zakladni principy separace

(a)

CasteCna separace

(b)

5 Separacni (délici) metody.

smes
BCD

separace x smeésovani
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Zakladni pojmy

— separace ——— analytické — cilem je stanoveni latek ze smesi
preparativni — cilem je ziskat (izolovat) Cistou latku ve velkém mnoZzstvi
jako produkt

podminky oddeleni dvou latek:

a) Vv bodu varu

b) v rozpustnosti

c) Vv rozdélovaci konstante

d) v disociaCni konstanté

e) v iontoveé pohyblivosti

f) ve velikosti a hmotnosti molekul

6 Separacni (délici) metody.

U=
m e
o=

meixil -




Zakladni pojmy

— Jina moznost rozdeleni delicich metod:

— podle toho, zda k déleni dochazi uvnitf jedné faze (napf. dialyza, elektroforéza),
nebo mezi dvéma fazemi (napf. chromatografie, krystalizace, destilace)

— https://www.youtube.com/watch?v=I7wJNRZpDT4

— Pozadavky na delici metodu:

— 1. dostateCna Cistota

— 2. dostate¢na Setrnost vuci poZzadované latce

— Podle téchto hledisek posuzujeme ucinnost prislusné delici metody.

schéma semipermeabilni membrany

MUNI
PED

7 Separacni (délici) metody.



https://www.youtube.com/watch?v=l7wJNRZpDT4
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Chromatografické separace

— chromatografie = technika, pfi které jsou slozky smési separovany na zakladé rozdilné
rychlosti, s jako jsou unaseny zafixovanou (stacionarni, nehybna) fazi kolem plynné nebo
kapalné mobilni (pohyblivé) faze

— vyuziti: a) separace

b) identifikace
c) stanoveni

— molekuly slozek (S; , S, , Ss....) délené smési vnikaji do obou fazi, ale setrvavaji v nich riizné
dlouhou dobu. Molekuly slozky S, travici vice Casu v pohybujici se mobilni fazi, jsou vice
strhavany, nez molekuly slozky S, , setrvavajici déle ve fazi stacionarni

— postupné se proto tyto latky (slozky) od sebe oddéli

Separacni (délici) metody.
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Klasifikace chromatografickych metod

mobilni faze

9 Separacni (délici) metody.

stacionarni faze

fazove

Kolona nebo plosné
usporadani

rozhrani
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Klasifikace chromatografickych metod

— Klasifikace podle usporadani:

— ploSna chromatografie

— papirova (PC, paper chromatography))
—tenkovrstevna (TLC, thin layer chromatography)

— sloupcova chromatografie :
— kapalinova (LCC, Liquid-liquid chromatography )
— vysoce ucinna, vysokotlaka (HPLC, high performance liquid chromatography)

10  Separacni (délici) metody.
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Klasifikace chromatografickych metod

— Zakladni rozdéleni podle separacniho principu (mechanismu):

— adsorpcni chromatografie
— rozdélovaci (particni) chromatografie
— iontova vymeéna

— Rozdéleni chromatografie podle skupenstvi fazi:
— kapalinova chromatografie (LC, liquid chromatography)
— plynova chromatografie (GC, gas chromatography)

11  Separacni (délici) metody.
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chl‘_‘:ﬁ::;:}:ﬂ; fie mic-;:-;:m staciondrni faze nazev zkratka anglicky nazev
: . plynova rozdélovaci o
plynova chr. kapalina “chromatoerafie GLC gass-liquid chr.
(GC —gass plyn plynova adsorpeni
chromatography) pevna latka E]m:anmmgraﬁe GSC gass-solid chr.
kapalinova rozdélovaci R T
chromatografie LLC liquid-liquid chr.
gelova permeaém GPC gel-permeation
kapalina chromatografie chr.
Lapalinova chr papirova chromatografie PC paper chr.
dpalinova clr.
(LC - liqud kapalina tenkovrstva . :
chromatography) chromatografie — thun fayer ctr.
kapalinova adsorpéni . .
chromatografie LSC liquid-solid chr.
pevna latka iontové vvménna EC ion exchange
chromatografie chr.
tenkovrstva . )
chromatoerafie TLC thin layer chr.

N *TLC chromatografie existuje jako rozdélovaci (stacionarni fazi je kapalina zakotvena na pevné latce) I\II U I\I I
12 Separacni (délici) metody. P E

i jako adsorpcni (stacionarni fazi je pfimo tuha latka) chromatografie D



Pojmy v kolonové chromatografii

— eluce (z lat. eluere = vymyvat) = proces, pfi kterém jsou slozky vzorku unaseny mobilni fazi
vrstvou stacionarni faze

— eluat = mobilni faze, ktera opousti kolonu

— eluent = rozpoustedlo, plyn nebo superkriticka tekutina, ktera unasi slozky vzorku stacionarni
fazi

Eluent

Stationary phase

Eluate
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13 Separaéni (délici) metody. chromatograficky sloupec
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Separacni (délici) metody.

vzorek

N

f

7

A+B

napliova
kolona

(2)

signal
detektoru

(®)

mobilni faze

Tr o

o—1— °—— —— A| o—— e—— detektor
fo h ) 13 14
A
P 32 ! g ‘I e
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Chromatogram

— zavislost veli€iny, ktera je funkci koncentrace analytu, vynesené proti eluCnimu ¢asu nebo
eluCnimu objemy

— kvalitativni udaj = pozice maxima piku na ¢asové ose

— kvantitativni udaj = plocha piku

KONcentrace s

Separacni (délici) metody.
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Efektivita separace

— rychlost separace
a rychlost rozSirovani zon

a) puvodni chromatogram

s prekryvajicimi se piky;

b) zlepSeni zplsobené vétSim
oddélenim zon;

c) zlepSeni zpusobené zuzenim

zon

16  Separacni (délici) metody.

signal detektoru —
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Rychlost pohybu latek kolonou

—A

mobilni — Astacionérnl'

— distribu¢ni konstanta K
— K= (ay)s/(@num
— K =cglcy

R =lgt+ 1y

— rerencni cas ti (angl. retention time), retencni objem

= ¢as, ktery ubéhne od nastfiku vzorku do prichodu zény analytu detektorem umisténym za
chromatografickou kolonou

— mrtvy Cas t,, (angl. dead time nebo void time)

= ¢as, ktery potrebuje latka nezadrzovana na stacionarni fazi k pruchodu chromatografickou
kolonou (vSechny slozky vzorku stravi v mobilni fazi takto dlouho dobu)

17  Separacéni (délici) metody.
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Rychlost pohybu latek kolonou
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18  Separacni (délici) metody.



Rychlost pohybu latek kolonou

— prumérna linearni rychlost pohybu latky v kolone

v=2L
_ i

— prumérna linearni rychlost molekul mobilni faze

—u :m

19  Separacni (délici) metody.
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Rychlost pohybu latek kolonou

— retencni faktor k,
— = Cas, ktery analyt stravi ve stacionarni fazi, v poméru k €asu, ktery stravi v mobilni fazi

_tR-tm _ ts
kA— -
tm tm

(idealni pripad k, = mezi hodnotami 1 a 5)

— separacni faktor a
— = pomér distribu¢nich konstant silnéji zadrzovaného analytu (B) a slabé&ji zadrzovaného
analytu (A)

a = Kg/K,
tpp —t
o= RB”tM
trA — tm

20  Separacni (délici) metody.
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Rozmyvani zon a ucinnost kolony

— rychlostni teorie chromatografie

popisuje tvary a $ifky eluénich zén pllc rozmyty vpfedn  pik rozmyty vzadu

—

——al

kvantitativnim zpusobem na zakladé /
mechanismu nahodného pohybu molekul

I

LSS

v koloné
— pik rozmyty vpredu (angl. fronting peaks)
— pik rozmyty vzadu (angl. tailing peaks)

signél detektoru ——3m

cas =

O =

21  Separacni (délici) metody.
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Popis chromatografického piku

4 slozka A H — vyska piku
| g W — Sirka piku v zakladné
S W, ,, — Sifka piku v poloviné
23 jeho vysky

tr — retencni cas (kvalitativni
charakteristika: zavisi na druhu latky)
t's — redukovany retencni cas

t,, — mrtvy retencni cas

plocha piku (kvantitativni udaj: zavisi
na mnozstvi latky)

22 Separacni (délici) metody.
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Rozliseni

= R, — parametr charakterizujici miru oddéleni dvou piku (slozky 1 a 2)

kvantitativni meritko grafické vyjadieni rozli$eni
ke >l
(22 —221) T A R
R . .=2. R2 R] R1 , !
1.2 = I I
(W?. + H’l) ! :
l
. !
w ...Sifka piku u zakladni linie :
(angl. base line) injection
Wl W2

U=
m e

23  Separacni (délici) metody.
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Ukazka separaci se tremi rozdilnymi hodnotami rozliseni

y

dosazeni pozadovaneého rozliSeni
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Separacni (délici) metody.

¢as/min

R = 1 dostatecneé
Rs= 1,5 témér dokonalé
Rg > 2 nadbytecné

REE Y (tm. —tm)
& (wz i W|)
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Vliv slozeni mobilni faze na vysledny chromatogram

t

li (1)

| 70 % methanol/
30 % voda

(h)
60 %% methanol
140 Y% yoda (c)
50 % methanol/
50 %% voda
I J
24 4
, ;
3
= o= 5 o o~
= s : o =

T
f—

_\r

() 10 2() ()

retenini Cas/min
25  Separacni (délici) metody.

- (d) 1
40 % methanol k
| /60 % voda
2
3
2 J i
40

analyty:

(1) 9,10-anthrachinon,

(2) 2-methyl-9,10-anthrachinon,

(3) 2-ethyl-9,10-anthrachinon,

(4) 1,4-dimethyl-9,10-anthrachinon,
(5) 5-terc-butyl-9,10-anthrachinon

U=
m e



Plynova chromatografie (GC, gas chromatography)

— slozky vzorku separovany na zaklade sve distribuce mezi plynnou mobilni a kapalnou nebo
pevnou stacionarni fazi

— eluce zprostfredkovana tokem inertni plynné mobilni faze kolonou

— 2 typy: — rozdélovaci — latky jsou separovany podle ruzného rozdélovaciho koeficientu
(stacionarni fazi je zde kapalina, ktera je ukotvena na pevném
nosici)

adsorpéni — k separaci dochazi na zakladé ruzné adsorpce latky z mobilni
faze k povrchu stacionarni faze (adsorbentu)
(stacionarni fazi tvofi silikagel, celuléza, aktivni uhli nebo oxid
horeCnaty Ci hlinity)

26  Separacni (délici) metody.
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Instrumentace GC

— zdroj mobilni faze a zarizeni pro kontrolu
prutoku nosného plynu systémem
(He, Ar, N,, H, - dle typu kolony a detektoru)

— davkovac pro naneseni analytu na kolonu
(alikvot vzorku v pl) — pres tzv. septum

— chromatograficka kolona pro separaci analytu
— termostat (pec) pro regulaci teploty kolony

zdroj

nosného :i

plynu

ﬁ davkovac
o

- detektor

termostatovany
prostor

— on-line detektor pro detekci separovanych analytt vychazejicich z kolony

— PC pro kontrolu systému a vyhodnoceni dat

27  Separacni (délici) metody.

fidicia
vyhodnocovaci
zarizeni
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Kolony v GC

Naplnoveé kolony — starsi typ, malo pouzivané Kapilarni kolony — kapilary z kfemenného skla
(vnitfni prumeér fadové mm) (vnitfni pramér 0,1 - 0,5 mm, délka 10 - 150 m)
2 - = — na povrchu potazeny polyimidem

e F i3
F r

angl. packed columns
angl. capillary columns
kapilarni kolony z taveného kfemene — nejpouzivangjsi
(angl. fused-silica open tubular columns)

28  Separacni (délici) metody.
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Napiné kolon v GC

pevne nosiCe — udrzuji kapalnou stacionarni fazi na misté (jeho Castice maji jednotnou velikost
a jsou pokryty tenkou vrstvou stacionarni faze)
— prvni a nejvice pouzivané pripraveny z prirodni kremeliny

schranky tisice druht jednobunéénych rostlin,
které obyvaly pravéka jezera a more

tyto nosiCe Casto chemicky zpracovany
dimethylchlorsilanem (DMCS)

mikrofotografie rozsivky, SEM

Separacni (délici) metody.
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Napiné kapilarnich kolon v GC

Stationary Solid support coated  Stationary
liquid with liquid solid phase WCOT

phase stationary phase particles - tenky film na vnitfni strané membrany

SCOT
- vrstva nosiCe se zakotvenou kapalinou

PLOT
- tenka vrstva adsorbentu

30 Separacni (délici) metody.
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Davkovani

— kalibrované mikrostrikacky

— déli¢ vzorku (angl. sample splliter)

— autosamplery = autoinjektory
(moderni plynové chromatografy)

mikrostrikacky Hamilton

31  Separacni (délici) metody.

autosampler

____

U=
m e
o=



GC detektory

plamenove ionizacni detektor (angl. flame ionization

detector, FID)

selektivni, destruktivni, velmi citlivy, pro uhlovodiky

efluent z kolony smisen s H, a vzduchem — analyty
spaleny v plameni — v plameni dochazi k
ionizaci a vzniklé ionty zvysSuji vodivost plamene

tepelné vodivostni detektor (angl. thermal conductivity

detector, TCD)
univerzalni, nedestruktivni,
stfedné citlivy

vsechny latky lisici se tepelnou
vodivosti od nosneho plynu

32  Separacni (délici) metody.

]
vsiup

plynu

_h.]
wstup

cistého |

N AL

plynu

Zhavena vldkna

T

—
vysiup
plynu

] 4—

vsiup

plynu
2 kaleny
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GC detektory

detektor elektronového zachytu
(angl. electron capture detector, ECD) Flow

selektivni, nedestruktivni, stredne citliva""\
halogenderivaty (pesticidy) a nitroderivaty

| -

Insulator

/ Source

Radioactive

Nitrogen or
Hydrogen

nosny plyn ionizovan radioaktivnim [3-zariCem —
analyty s elekronegativnimi skupinami vychytavaji
elektrony z 3-zafi¢e (°3Ni)— snizZeni ionizace

fotoionizacCni detektor

(angl. photoionization detector, PID)\ g
jonizace intenzivnim UV zarenim & -8\
— selektivni pro UV absorbujici latky e &?@ -

Negative (collector) electrode
33  Separacni (délici) metody.
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GC detektory

hmotnostné spektrometricky detektor

(angl. mass spectrometry detector, MSD)

vzorek

34  Separacni (délici) metody.

lontovy : Hmotn.
zdroj | : |analyzator
vakuum

(vakuum)g

Detektor
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GC chromatogram

vyska piku
Sirka piku

(v poloviné vyiky)

v
S —

|
nastik tiv) >t (Vy)

t=0 (V=0) pro sledovanou latku

kvalitativni analyza
X
35 Separatni (d8lici) metody. kvantitativni analyza
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GC-MS

Sample Column Electron Mass Analyzer
Injector lonization

(s

a T
a —

36  Separacni (délici) metody.
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Pouziti GC

chromatogram whisky

3

déleni nejen plynu,

ale i vSech tékavych latek
Stopova analyza
|dentifikace latek
(retenCni data) .

prumyslové, biomedicinské
a forenzni laboratore |

NESMi DOCHAZET

e ' 1 2 7
K ROZKLADU LATEK! - k_/[\f‘

Latky netékavé je treba |! L L L L1l
derivatizovat!

Separacni (délici) metody.

Acetaldehyde
Methanol

Ethanol

Ethyl acetate
n-Propanol
Isobutancl

Acctic acid
Active amyl alcohol
Isoamyl alcohol

CRNONEWN~

Cislo piku Retendni &as [min] Plocha piku [i.j.]

1 0,83 36

2 1.85 75

3 3,72 4800
4 5,83 120
5 6,41 1100
5] 9,63 1700
7 13,43 64

3 13,98 145
9 1433 734

hodnoty odecCtené z chromatogramu

MU
PE

|l
D

1



Pouziti GC-MS pri identifikaci metabolitu léciva v krvi

glutethimid ©

intenzita signdlu

4-hydroxy-metabolit
glutethimidu @)

H—O

HsC

38  Separacni (délici) metody.

| ———

o

GC chromatogram ;xtraktu kKrevni plazmy pacienta

MS spektrum eluce piku 1

. f 2?3 ]
T i BEELLE . e - it LAt g P '““‘I'
MS spektrum eluce piku 2
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Kapalinova chromatografie (LC, liquid

— separace zalozena na rozdéleni latek mezi
kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni

— vysokoucinna kapalinova chromatografie

— (angl. high perfomance liquid chromatography, HPLC
— jako nosi¢ pouzity ¢astice malého pruméru (5 um)

— Vv klinické laboratori nezastupitelné misto

— (vSechny principy déleni)

39  Separacni (délici) metody.

chromatography)
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Kapalinova chromatografie — kolonové usporadani

— MF: kapalina (interaguje)

— klasické provedeni

— sklenéna kolona

—délka ~ 50 cm

— prumeér ~ 2 cm

— napln

— zrnity sorbent (Al,O,)

— MF gravitaci tlacena kolonou,
slozky ruzné sorbovany naplni
— déleni (separace)

40  Separacni (délici) metody.

pfivod ‘ l 1
mobilni faze et - = N
- - -
vzorek — K :
- sloupec
chromatograficka e — chromatografické
kolona naplné
I
’ postupna eluce
T frakei vzorku
9 ¢
. ‘ » 4
\J
postupné jimané frakce i
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Kapalinova chromatografie — kolonové usporadani

— dle chemického principu déleni slozek:

/ adsorpcni chromatografie
[kapalinové chromatografie — rozdeélovaci chromatografie

iontova chromatografie (katex, anex)

gelova chromatografie

41  Separacni (délici) metody.
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Adsorpéni kapalinova chromatografie ~ #

— Michail Semjonovi¢ Cvét — botanik, objevitel

chromatografie (poC. 20. stol.)

— naplnil napf. sklenénou trubiCku inulinem (polysacharid)
a lil na ni chlorofylovy extrakt rozpusteny v ligroinu
(lehkém benzinu)

— nechal smeés ve sklenéné trubici stékat a shora lil dalSi

Cisty ligroin
— smes se rozdeélila na modrozeleny chlorofyl a, 2
Zlutozeleny chlorofyl b Vb e SR

— Cvét nazval proces, ktery objevil, chromatografie NG |

(Fecky termin znamenajici ,barevné psani”).

,Objevil chromatografii, rozdélujici molekuly, ale spojujici lidi.“

42  Separacni (délici) metody. I\g g II:\; I



Adsorpcni kapalinova chromatografie

— princip

— pritazlivé sily mezi SF a analytem
— SF v pevném stavu

— vhodné pro: polarni latky (cukry)
—adsorbenty

— velky povrch, adsorpcCni mista

— silikagel (polarni kysely)

— ALO; (polarni bazicky)

— aktivni uhli (nepolarni)

— mobilni faze

— nepolarni analyty: nepolarni MF
— polarni analyty: polarni MF

43  Separacni (délici) metody.

solvatované molekula
solutu
. adsorbovany (2 ‘ &
adsorbované solut
rozpoustedlo ,(a)

¢astice adsorbentu
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Rozdeélovaci kapalinova chromatografie

— princip

— rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné kapaliny, MF unasi analyty, SF je zakotvena kapalina
— slozka vzorku travi vice Casu v té fazi, ve které je rozpustnéjsi

stacionarni faze

tok nepolarni mobilni faze

T

polarni sifedné
slozky polarni slozky

=i LLLL L

nepolérni

slozky

!

. polarni stacionarni faze

HO

polarni “normalni faze” NPC Hah Ho NG

hapf. voda na silikagelu ? ? g

MF: nepolarni (hexan) Qo9
=

DOWD\)\.E

.5 .
§
?

o)~ E

$43

tok polarni mobilni faze

sl

nepolarni stredné
slozky polarni slozky

,__i S

L SRS

polarni

slozky

L

nepolarni stacnonarm faze

retence roste s polaritou ——— —
nepolarni “obracené faze” RPC
uhlovodiky na silikagelu (napr. C18)
MF: polarni (voda, acetonitril) g ; g
retence klesa s polaritou QO 00Q
e ™ (S S
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Instrumentace

— kolona pro separaci analytu

— zasobniky rozpoustedel
(mobilni faze)

— Cerpadla pro zajisténi pratoku
mobilni faze systémem
(fadové jednotky az desitky MPa)

— davkovac pro naneseni solvent Lo )
{Mabile Phase)
vzorku na kolonu Reservoir
— on-line detektor pro detekci Pump

HPLC Column
Packing Natorad
. = —a
- B
Injector
AuloSampler
Sample Manager

—@®
.

,I,—

—d

Solvent Manager
separovanych analytu Solvent Defivery System

— PC pro kontrolu systéemu,
sbér a vyhodnoceni dat
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Davkovaci zarizeni

Sesticestny ventil s vymeénitelnou smycCkou (objem od desitek nanolitru po mililitry)

Poloha A Poloha B

vzorek vzorek

v v
| }gpad ] ;gpad

smycka H,fll _ ~ N

) (

Kolona -=— —"'"\-. }\‘ kolona “%— — l/\‘
o | o

: :

mobhilni faze mobilni faze
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Kolony v HPLC

silikagely — nejrozsirenéjsi polarni sorbent
nejCastejsi velikost naplne 3, 5 a 10 um

N AN
AN

Si/o\a‘i/n\ Si/D\ li/o
| VAN vodikovy mustek

A
0—si—" T T T T~ C8

chemicky vazané nepolarni stacionarni faze
o—s(EMM ¢  vhodné pro separaci nasycenych a nenasycenych
sloucenin

R

0_s<1_@ Phenyl I NI
P

D

R
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Detektory v HPLC

— Generovany elektronicky signal zaznamenan ve formé chromatogramu
— Fotometry a spektrofotometry

— Méfeni absorbance UV a VIS zareni Detektor
— Detektory s fixni nebo variabilni vinovou délkou MéFici cela
— Detektory diodového pole (PDA) Stérbina

(schopné meérit v celé oblasti A)  Lambert-Beeruv zakon

Disperzni prvek

A=¢g-c-l

Stérbina

A ... absorbance

¢ ... absorpéni koeficient

¢ ... koncentrace latky

3 03¢

.. délka absorpéni vrstvy

— Fluorometry — pro detekci fluorescencnich latek
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Detektory v HPLC

— elektrochemické detektory

— amperometrické detektory

— elektroaktivni analyt v prutokové cele oxidovan nebo redukovan na povrchu elektrody s
konstantnim potencialem — zaznamenam vznikly elektricky proud
(pf. analyza katecholaminu v moci)

— coulometrické detektory

— oxidace nebo redukce analytu — méreni elektrického naboje
(pF. stanoveni metanefrind, vanilmandlové kyseliny, homovanilové kyseliny nebo
5-hydroxy-indoloctové kyseliny v moci)

— refraktometricky detektor

— meéri zmeny indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci analytu
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Vyvoj chromatografické metody

Validace metody
Separacni (délici) metody.
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LC-MS

Kapalinovy Hmotnostni spektrometr

chromatograf [

, Vysokotlaka lontovy Hmotnostni
— : ;
parnpd zdroj analyzator
2 Autosampler

Kolonovy
prostor Vakuum 1

Rotacni
Generdtor pumpa

dusiku

Zakladni ¢asti LC-MS instrumentace
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Pouziti

farmacie

biochemie
enviromentalni vedy
forenzni analyza
potravinarstvi
toxikologie
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Gelova permeacni chromatografie, GPC

— princip

— molekuly separovany podle jejich velikosti a tvaru EEE“ —";?;%
— (zadrzovany v dusledku svého pronikani = permeace) molekul OO0
— stacionarni faze: stac.faze—ar() ()
— pro latky rozpustné ve vodeé: hydrofilni gely (sephadex) 88
— pro nerozpustné ve vodé: hydrofobni gely (styragel) o o0
— vhodné pro: - LS, 8

analyty M > 500 \OWK

proteiny

biopolymery |

53  Separacni (délici) metody.
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Dalsi separacni metody

— planarni techniky kapalinové chromatografie

— stacionarni faze na plose;

— PC — papirova chromatografie (paper chromatography)

— TLC - tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)

Solvent

Tank
— Postup: . [l
— 1. vzorek nanesen mikropipetou na start
— 2. podlozka se okrajem ponofi do mobilni faze
_ 3. MF vzlina a unasi slozky e
tim rychleji, Cim méné se poutaji k SF . - - -
_ 4. pfed dosazenim konce plochy vyvijeni [Solvent s Sovent
P P y Vyvl) | | |
ukonéeno a oznaéeno éelo Time Zero After Ten Minutes
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Planarni chromatografie

Separace rostlinnych barviv na tenké vrstvé (Silufol)

stacionarni faze:
papir (voda poutana celulosou)

carotenes4———wun ___ ., e, .,
o tenke vrstvy zrnitého materialu
——_ na podlozce (Al, sklo) - Al,O,, SIO,
chlorophyllb.ﬂ\ g 7 gr
lutein —— mobilni faze:
——— violaxanthin ——— v s vyv
— | neoxanthin ————— smeési rozpoustedel (voda, alkoholy,
e : = %S organické kyseliny, ...)

U=

M &
O =
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Planarni chromatografie

Separacni (délici) metody.

papir
nasakne
propanon

H‘

4

chromatograficky
papir

naneseny
extrakt
z listQ

propanon
(aceton)

celo
rozpoustédla

ﬂ

= karotenoidy
T xanthofyly

——— karotenoidy

e antokyan

k=m0 ||
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Planarni chromatografie

— Vizualizace skvrn (kdyz nevznika barevny produkit)

— ususeny chromatogram lze vizualizovat:

— a) barvotvornym Cinidlem (postfikem s vhodnym chemickym cCinidlem (ninhydrin, H,SO,,
KMnQ,, 1,)

— b) osvicenim UV svétlem

R
l
- 0 )
(fluorescence) ¥ P ”/j)f 5
o"’ ©:§=O+HZO — & N)\n,o
o) 0 o) O
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Planarni chromatografie

— charakteristikou latky je retencni faktor Ry

— hodnota R; je pro dané usporadani experimentu stala

_R, pro latku A: | R, = 2

Z

0 < R;<1

— A...vzdalenost start — stfed skvrny

— Z...vzdalenost start — Celo rozpoustedla

— hodnota R;odpovida kvalité

— yintenzita” skvrny odpovida kvantité
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Planarni chromatografie

— chemické detekce skvrn

Anilin, aceton redukujfci sacharidy S
difenylamin )

Bromkrezolov4 | ethanol organické kyseliny a zdsady
zelen

Oxid kyselina sirova | fosfolipidy
molybdenovy )

a

Ninhydrin ethanol aminokyseliny, aminy

Rhodamin B ethanol kovy (Au, Bi, Cd, Fe, Hg, Mo, vedeni postfiku Cinidlem
Sb, Tl, V, W)

— Cinidla pouzivana k chemické detekci skvrn
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Planarni chromatografie

— kvantitativni analyza

— denzitometricky — zjistuje se stupen ztmavnuti v misté skvrny

signal

; 2 3 6 7 _8
X <H
—» skenovani
chromatogramu
1 svételny zdrog 5 chromatogram
2 ¢ocka 6 fotonasobié
3 monochromator 7 zesilovac
4 zrcadlo 8 zapisovac

o

o ———

_—

*poloha

Separacni (délici) metody.
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Dalsi separacni metody

— Extrakce
— prechod slozky mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi (separacni metoda)

— extrahované latky (analyty) na zakladé rozdilné rozpustnosti v pouzitych fazich
prechazeji do faze rozpoustédila

— rozdélovaci koeficienty

— cil:

— selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich slozek vzorku

—druhy:

— 1. extrakce z pevné faze

— 2. extrakce z kapaliny na pevnou fazi

— 3. extrakce z kapaliny do kapaliny

61  Separacni (délici) metody.
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Extrakce z tuhych latek

— Princip:

— S >slozka>L

— z tuhého materialu se rozpousti selektivné pozadovana slozka ve vhodném rozpoustedle
(ostatni slozky ne).

— macerace o’y

— digesce

— Soxhletuv extraktor — kontinualni extrakce (perkolace) -

— Aplikace:
— extrakce silic, stanoveni tuku !J
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Extrakce z kapaliny na pevnou fazi (SPE)

— Princip:
— L >slozka> S

— SPE (angl. solid phase extraction) — extrakce tuhou fazi (extrakce na pevné fazi)

— na povrchu pevné faze se selektivné
adsorbuje z roztoku pozadovana slozka

— nejpouzivanejsi technika

v analytickych laboratorich vsech zamereni

— Cisténi latek

— zakoncentrovani

63  Separacni (délici) metody.
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Extrakce z kapaliny na pevnou fazi (SPE)

sorbenty:

~ 50 um Castice silikagelu
s vazanou fazi:

polarni (-OH, NH,, ...)
nepolarni (C8, C18, ...)

pevna faze

\g

condition "

aplikace
vitaminy, pesticidy ve vode,
Kyseliny ve vine, ...

Priklad aplikace SPE k pfecisténi nebo zakoncentrovani vzorku
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Extrakce rozpoustediem — kapalné vzorky

Mikroextrakce (ME, angl. microextraction)

miniaturizace

(V =0,001-0,01ub
maly objem rozpoustedla
lenCi nez voda

65  Separacni (délici) metody.
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Extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE)

— L >slozka>L

— LLE (angl. liquid liquid extraction)

— rozdelovaci rovnovaha pozadovane slozky v soustave dvou nemisitelnych kapalin
— (Slozka prechazi do kapaliny, ve které je vice rozpustna)

— Nernstuv rozdélovaci zakon
(rozdélovaci konstanta kp)

— Aplikace

— extrakce chlorovanych aromatickych latek

— extrakce organickych polutantd,
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