Metody separacni

Klicovy pozadavek
- rozdeleni vzorku na jednotliva

chemicka individua nebo
alespon na jednodussi smesi

DULEZITE POJMY

- SELEKTIVITA

- ROZSAH POUZITELNOSTI

- FRAKCIONACNI KAPACITA



Metody separacni

SELEKTIVITA

+ SCHOPNOST LATKY DELIT NA ZAKLADE
JEDNE CI VICE JEJICH VLASTNOST!

— dle bodu varu

— dle tekavosti (tenze par)

— dle distribuce v ruznych kapalnych fazich
— dle molekulove hmotnosti

— dle strukturnich vlastnosti

— dle opticke otacivosti



Metody separacni

ROZSAH POUZITELNOSTI

+ JAKE TYPY LATEK LZE DANOU METODOU
DELIT - otazka ,,univerzalnosti“ ci
»Specificity” dané
metody

— nizkomolekularni / makromolekularni
— tekave /netekave

— polarni / nepolarni

— anorganicke / organicke



Metody separacni

FRAKCIONACNI KAPACITA

+ MAXIMALNi POCET SLOZEK, KTERY MUZE
BYT ROZDELEN V JEDNE OPERACI

— jednoducha extrakce - 2 casti
— frakcni destilace - nekolik desitek frakci
— GC na kapilarni koloné - nekolik set



Metody separacni

TYPY METOD

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— kapalina-para, kapalina-kapalina,
kapalina-pevna faze, plyn-pevna faze

» METODY ZALOZENE NA ODLISNE
POHYBLIVOSTI

—V SILOVEM POLI
- PRES MEMBRANU



Metody separacni

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— destilace

— plynova rozdelovaci chromatografie

— plynova adsorpcni chromatografie

— extrakce

— kapalinova rozdelovaci chromatografie
— gelova permeacni chromatografie

— frakcni krystalizace

— zonalni taveni



Metody separacni

« METODY ZALOZENE NA ODLISNE
POHYBLIVOST!

—V SILOVEM POLI

* elektroforesa

* jsotachoforesa

* termodifuse

* ultracentrifugace

— PRES MEMBRANU

o ultrafiltrace
» dialysa
* reversni osmosa



Metody separacni

» METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— rovnovazna distribuce slozek vzorku mezi dve faze

— pro kazdou slozku J - distribuce mezi faze 1 a 2
charakterizovana distribucni konstantou

oy =(cy)1 [ (cy), - pomér koncentraci

— prakticke analyticke vyjadreni pomoci koncentraci,
nikoli pomoci aktivit, a proto je korektnéjsi mluvit
o DISTRIBUCNIM KOEFICIENTU nez
o DISTRIBUCNI KONSTANTE



Metody separacni

» METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— rovnovazna distribuce slozek vzorku mezi dve faze

— popis KAPACITNIM POMEREM k; - pomér
latkovych mnozstvi

= ky=(ng)y ()= [(cy)y Vil TTcy), Vol = Kp s ViV,

— obvyklejsi popis v chromatografii
* oznaéeni tam téz jako KAPACITNI (RETENCNI) FAKTOR



Metody separacni

» METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— maji-li se latky delit - musi se lisit jim odpovidajici
hodnoty K, ; resp. k|

— SEPARACNI FAKTOR a,, (separaéni pomér)

* oy =Ko, [ Kp =k [k
» dosazuje se tak, aby pomer byl > 1
» JE VHODNEJSI PRIMO POSUZOVAT k, ki, ky ...



Metody separacni
» METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH
- VYTEZEK LATKY J
» pomér hmotnosti latky v jedné fazi vuci
jeji celkove hmotnosti v soustave

Ry =(my), I [(m,), + (m,),]



CHROMATOGRAFIE

 DELENI MEZI DVE FAZE

—1) POHYBLIVA (KAPALINA, PLYN) - MOBILNI
* plyn - PLYNOVA CHROMATOGRAFIE
» kapalina - KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
* tekutina v nadkritickém stavu - SFC

—2) NEPOHYBLIVA - STACIONARNI - velmi

siroka paleta ,,zakotvenych* fazi resp.
materialu

» obecny pojem - SORBENT - NAPLN KOLONY



CHROMATOGRAFIE

— STACIONARNI FAZE
 KAPALINA NA NOSICI
- GLC, LLC - ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

» TUHA LATKA
—GSC, LSC - ADSORPCNi CHROMATOGRAFIE
— |EC - IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

« KAPALINA V PORECH SORBENTU
— GPC - GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE



CHROMATOGRAFIE

— VZOREK - delena smes
— SLOZKA - latky obsazené ve vzorku

- ELUCNI CHROMATOGRAFIE
» vzorek je unasen MOBILNI FAZi

» MOBILNI FAZE postupuje kolonou naplnénou
SORBENTEM

» DELENE SLOZKY POSTUPUJI POMALEJI NEZ
MOBILNi FAZE - jsou RETARDOVANY,
dochazi k jejich RETENCI,
charakterizované RETENCNIM CASEM



CHROMATOGRAFIE

— VZOREK - delena smes
— SLOZKA - latky obsazené ve vzorku

-VYTESNOVACI CHROMATOGRAFIE
» MOBILNI FAZE je vytésfiujicim éinidlem
» MOBILNI FAZE tlaéi vzorek pied sebou
- FRONTALNI CHROMATOGRAFIE
+ VZOREK slouzi jako MOBILNI FAZE

— PRISTROJ - CHROMATOGRAF

— ZAZNAM - CHROMATOGRAM



CHROMATOGRAFIE

— KOLONOVA - priitok mobilni faze fizen
zvnejsku
» stacionarni faze je v objemu kolony ci na povrchu
kapilary

— PLANARNI - pohyb mobilni faze dan
kapilarnimi silami
» stacionarni faze je usporadana v rovinneé plose na
vhodném podkladu
— papirova chromatografie, tenkovrstevna - TLC
— orientacni ,,screening“ - levné, rychlé



CHROMATOGRAFIE

— CHROMATOGRAM
* retencni krivky, chromatograficke viny
» PIKY PRO JEDNOTLIVE LATKY (FRAKCE)
» ODEZVA DETEKTORU (umerna koncentraci) proti

- RETENCNI VZDALENOSTI
- RETENCNIMU CASU
- RETENCNIMU OBJEMU

- pro prepocty nutno znat
- rychlost posunu papiru
- objemovou rychlost mobilni faze - F_,



CHROMATOGRAFIE

— ZPUSOBY OVLIVNENi DELENi SLOZEK

* termodynamika separacniho procesu
—ovlivnéni interakce mezi slozkami a sorbentem
» zmeéna poloh piku

* kinetika separacniho procesu
— ovlivnéni pohybu slozek v mobilni fazi
—ovlivnéni prenosu hmoty ve stacionarni fazi
» ovlivnéni Sirky piku



CHROMATOGRAFIE

— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

» MRTVY retenéni éas - t,, - retenéni éas slozky,
ktera neni v kolone zadrzovana
— odpovida tomu MRTVY retenéni objem V,,
» kromeé GPC roven objemu mobilni faze v koloné V_
» W=ty F, (F,-objemova rychlost mobilni faze)

» LINEARNI RYCHLOST MOBILNI FAZE - u

— délka kolony L
»u=L/t,



CHROMATOGRAFIE

_ DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
» ZADRZOVANE SLOZKY -A B, ... J. Z
» LINEARNI RYCHLOST ZADRZOVANE SLOZKY J

- UJ = L / tR,J
—z toho vyplyva RETARDACNI FAKTOR - RELATIVNI
k=), (), RETENCE

—Rey = uylu=(ngy I (ny)y + ()] =1/ [1+k]
» pravdépodobnost vyskytu slozky J v mobilni fazi
A k, - kapacitni pomer latky J, dany vztahem
A ky=(ny)sl (ny)y = Kp y VIV,



CHROMATOGRAFIE

— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

* JAK Z CHROMATOGRAMU URCIT KAPACITNI
POMERY ?
*uy=LItg,;=ul[1+k]=(L/ty)/[1+k)]
o Al tg =1 ty[1+ k)]
‘= ty[1+ k]
k= (tgy-ty) [ty kde(tr, -ty) = &)
* t ' - REDUKOVANY RETENCNI CAS

» analogicky se definuje redukovany retencni objem
a redukovana retencni vzdalenost



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

» JAK Z CHROMATOGRAMU URCIT KAPACITNI
POMERY ?

» pro PLANARNI CHROMATOGRAFII
— VZDALENOST CELA ROZPOUSTEDLA OD STARTU

» d
— VZDALENOST STREDU SKVRNY SLOZKY J OD
STARTU
» d,

- RETARDACNI FAKTOR
»Rey=ujlu=d;/d=1/[1+k|]
» lze takto odvodit vztah mezi méerenymi
vzdalenostmi a kapacitnim pomeérem latky J



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

+ JAK POPSAT TVAR PIKU (PARAMETRY PIiKU) ?
— idealni tvar GAUSSOVA KRIVKY
h, - umerne c,
- hy=h . exp[-(V- Vg ) /(207

» 0, - smérodatna odchylka normalniho rozdéleni,
kde distribucni funkce odpovida Gaussove krivce

» 2 0, - Sirka piku slozky J v inflexnich bodech
(v objemovych jednotkach)

» 4 g, - Sirka piku na nulové linii - Y (Y, Y})

» Sifka piku v poloviné vysky - FWHM - Y, ,
» inflexni body - ve vysce 0.607 h

J, max



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
. JAK URCIT POCTY PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH
= Moy = (VRy! )%= (try/ Ak
- nteor,J = 16 (tR,JI Yt) 2= 16 (VR,JI YV) 2

- nteor,J = 5’545 (tR,JI YhIZ,t) 2

N nteor,J = 6’282 (tR,J h J, max/ A) 2
» kde h je vyska piku, A je plocha piku



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
. JAK URCIT POCTY PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH
— Ny )y = (VR,J,I 0,)%= (tR,J,/ Ak
— Ny y= 16 (fR )/ Y)2=16 (Vry'/ Yv)?

— Ny )= 3,945 (G )/ Yh/2,t)2

— gy = 6,282 (f " h) oy A)?
» kde h je vyska piku, A je plocha piku



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

+ JAK URCIT VYSKU (VYSKOVY EKVIVALENT)
PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH
—H

Jteor = LI Ny, y= 0,21 L (sOuvislost s rozptylem

[Sirkou/ zony slozky J)
— T ef =L nef,J
- mensi hodnota H, - ucinnejsi kolona

— slouzi k porovnavani kolon ruznych délek



CHROMATOGRAFIE

— teorie CHROMATOGRAFICKEHO PROCESU
+ Teorie chromatografického patra - ROVNOVAZNA

— Tato teorie postuluje pét vychozich zjednodus$ujicich pfedpokladu:

1.

2.

3.

4.
5.

Cela kolona je rozdelena na velké mnozstvi elementarnich
jednotek — pater.

Na kazdem patre dochazi k distribuci slozky mezi mobilni
a stacionarni fazi a tato distribuce dosahne rovnovazného
stavu.

Hodnota distribucni konstanty zustava stejna na vSech patrech.
Difuzi ve smeru toku Ize zanedbat.

Prutok mobilni faze neni kontinualni, ale probiha po malych
pfirustcich, které maji objem patra.




CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJiCi ROZSIROVANI ZONY
(SIRKU PIKU)
—van Deemterova teorie - DYNAMICKA
» VIRIVA DIFUSE V MOBILNI FAZI
» MOLEKULARNI /PODELNA/ DIFUSE V MOBILNI FAZI
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY V MOBILNI FAZI
+ ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY VE STACIONARNI
FAZI
—vlivy pusobi souasné a jsou vzajemné nezavislé
— H=H. + H_ + Hy, + Hq



CHROMATOGRAFIE

_ VLIVY ZPUSOBUJICi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKU PIKU)
- VIRIVA DIFUSE V MOBILNI FAZI

—ZAVISLOST NA VELIKOSTI A TVARU CASTIC
SORBENTU

» CO NEJUZSI DISTRIBUCE VELIKOSTI CASTIC -
idealné JEDNOTNA VELIKOST CASTIC

» JEDNOTNY TVAR CASTIC
idealné SFERICKE CASTICE
» otazka ,kvality* naplnéni kolony

» minimalni vliv linearni rychlosti mobilni faze -
prakticky nezavislé na u



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICI ROZSIROVANI ZONY
(SIRKY PIKU)
* MOLEKULARNI DIFUSE V MOBILNI FAZI
— pri nastriku vzorku - uzka zéna s vysokym obsahem
slozek (pres cely prurez kolony)
— okolo (pred a za zénou) mobilni faze s primarné nulovou
(nizkou) koncentraci slozek
» koncentracni spad - difuse latek v souladu s
Fickovymi zakony
» otazka hodnoty difusnich koeficientu slozek
» otazka setrvani slozek v mobilni fazi
» otazka volne difuse v naplnovych kolonach

» otazka vlivu linearni rychlosti mobilni faze - 1/u
» VySSi rychlost - omezeni rozsahu difusniho pohybu



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICI ROZSIROVANI ZONY
(SIRKY PiKU)
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY V MOBILNI FAZI

— tok mobilni faze kanalky - nizka rychlost toku u
povrchu stacionarni faze, vyssi ve stredu toku
kanalkem - ruzné ,,proudy*

— prestup molekul slozek mezi ruznymi proudy
difusnim pohybem - prekonavana vzdalenost
souvisi s prurezem kanalku, ktery je umérny
velikosti castic sorbentu

—vliv linearni rychlosti mobilni faze

- pfima umeérnost k u



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICI ROZSIROVANI ZONY
(SIRKY PiKU)
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY VE STACIONARNI
FAZI
— difuse slozek do vrstvy stacionarni faze -
- DO RUZNE HLOUBKY - riizné opozdéni
» otazka tloust’ky vrstvy stacionarni faze
zakotvené na nosici (na sténach kapilary)
— VLIV KAPACITNIHO POMERU
— VLIV GEOMETRIE NAPLNE KOLONY
— OTAZKA POROSITY NAPLNE KOLONY
— VLIV LINEARNI RYCHLOSTI MOBILNI FAZE
- prima umeérnost k u



CHROMATOGRAFIE

_ VLIVY ZPUSOBUJiCi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKY PiKU)

H=A+B/u+Cu = celkem

—— difuze Blu

—— odpor profi
pohybu Cu

turbulentni
0 O 10 difuze A




CHROMATOGRAFIE

— VLIVY OVLIVNUJICI TERMODYNAMIKU

SEPARACNIHO PROCESU
« VLIV OBJEMU STACIONARNI FAZE

Vry = Kp,y Vs

- vetsi objem stacionarni faze
- zvétsuje retenci slozky - zlepsuje
déleni slozek
- prodluzuje dobu analyzy
- komplikuje prenos hmoty ve stacionarni fazi

NUTNO VOLIT VHODNY KOMPROMIS



CHROMATOGRAFIE

— ROZLISENI SLOZEK - definice
‘R ,=(try - )10, (Y, + Yy)
— rozdil poloh dvou pikt déleny jejich prumérnou
sirkou na urovni zakladni linie

— BEZROZMERNA VELICINA

—vyssi hodnota - lepsi separace

— zadna informace o parametrech, ktere rozliseni
ovlivnuji

— CITATEL - vztah k termodynamice separaéniho procesu

— JMENOVATEL - vztah ke kinetice separacniho procesu



