separacni metody



Chromatografické metody
Distribuce latky mezi dvé faze:

stacionarni faze
nepohybliva - ukotveny material

mobilni faze
pohybliva - obsahuje délené latky,
které maiji riiznou afinitu ke stacionarni fazi.

Vzorek je unasen mobilni fazi.
Slozky s vysSi afinitou se zachycuji a zpozduji — nastava déleni.



Chromatografie - zakladni rozdéleni Separation by Chromatography

Dle povahy mobilni faze:
e kapalinova chromatografie (MF kapalina)
e plynova chromatografie (MF plyn)

Dle usporadani stacionarni faze:
e kolonova chromatografie (SF je umisténa v koloné)
e plosné techniky
- papirova chromatografie (SF je lokalisovana na papiru)
- tenkovrstva chromatografie (SF je v tenké vrstvé na podlozce - sklo, Al-folie, ...)

Dle povahy pfevladajiciho déje, ktery predchazi separaci:

e rozdélovaci chromatografie (rozdilna rozpustnost slozek ve SF (l) a mobilni fazi (I, g)

e adsorp¢éni chromatografie (rozdilna mira adsorpce slozek na povrchu SF (s)

e iontové-vyménna chromatografie (rozdilné elektrostatické sily mezi funkénimi skupinami
stacionarni faze — iontoménice a ionty vzorku)

e gelova chromatografie (separace slozek o rozdilné velikosti molekul podle velikosti péru
stacionarni faze gelu — molekulové sitovy efekt)

e afinitni chromatografie (na zakladé selektivni afinity slozek vzorku ke stacionarni fazi)



separacni metody

plosne chromatografické techniky



planarni techniky kapalinové chromatografie

Stacionarni faze na ploSe;
PC - papirova chromatografie (Paper Chromatography)
TLC - tenkrovrstva (Thin Layer Chromatography)

1. vzorek nanesen mikropipetou na start

2. podlozka se okrajem ponofi do mobilni faze

3. MF vzlina a unasi slozky (tim rychleji, ¢im méné se poutaji k SF)
4. pfred dosazenim konce plochy vyvijeni ukoneno a oznaceno ¢elo

Solvent
Tank -

Stacionarni faze:
papir (SF:voda poutana celulosou)

tenké vrstvy zrnitého materialu
' na podlozce (Al, sklo) - Al,O,, SiO,
Mobilni faze:
| . smeési rozpoustédel (voda, alkoholy,
Solvent Solvent organické kyseliny, ...)
Time Zero After Ten Minutes






planarni techniky kapalinové chromatografie

chemicka detekce skvrn

Anilin,
difenylamin

aceton

redukujici sacharidy

Bromkrezolov4
zelef

ethanol

organické kyseliny a zdsady

Oxid
molybdenovy

kyselina sirova

fosfolipidy

Ninhydrin

ethanol

aminokyseliny, aminy

Rhodamin B

ethanol

kovy (Au, Bi, Cd, Fe, Hg, Mo,
Sb, Tl, V, W)

Cinidla pouzivana k chemické detekci skvrn

)

et

%

vedeni postriku ¢inidlem




zviditelnéni skvrn pri separaci aminokyselin pomoci ninhydrinu



planarni techniky kapalinové chromatografie

kvalitativni analyza

start celo

a
Retencni faktor pro latku A: Rf — = 0<Ri<1

Hodnota R; odpovida kvalité, ,,intenzita” skvrny odpovida kvantité.




planarni techniky kapalinové chromatografie
kvantitativni analyza

denzitometricky - zjiStuje se stupen ztmavnuti v misté skrvny

y 2 3 % & 7 8 signal
s .
- skenovani »
chromatogramu o
1 svételny zdroj 5 chromatogram o
2 éodka & fotonasobid
3 monochromator 7 zesilovac
4 zrcadlo 8 zapisovad *poloha




separacni metody

kolonova chromatografie: kapalinova



kapalinova chromatografie (LC)
kolonové usporadani

MF: kapalina (interaguje) ], * l l
pfivod
mobilni faze
klasické provedeni = = = =1
vzorek — i
sklenéna kolona : sloupec
délka ~ 50 cm chromatograficka (- chromatografické
o kolona naplné
prumeér ~ 2 cm S—
o Y Y postupna eluce
napln " frakei vzorku
gz T ] L ]
zrnity sorbent (Al,O,), silikagel 4 4

MF gravitaci tlacena kolonou, -
slozky razné sorbovany naplini \J

— déleni -
postupné jimane frakce




HPLC

High Performance Liquid Chromatography - vysokou€inna kapalinova chromatografie

cerpadlo (pumpa)

pistové nebo membranové

prutok ~ 1 az 10 pl/min bez kolisani,
tlak 35 MPa

davkovaci zarizeni
injek&ni zafizeni
obtokovy davkovaci kohout (10 pl)

kolony

pouze naplfove, nerez
délka 10 - 25 cm,
v.prumér 0.5 cm

detektor
fotometricky, refraktometricky,
fluorescencni, vodivostni, hmotnostni

CHROMATOGRAM

=} bt

piky

=
™

odezva detektoru

4
L]

5 1) 15 _2[.1
retencni ¢as [min]

P TE=1
davkovaci pocitad
kohout se
smyckou

separacni

kolona detektor@




HPLC chromatograf

cerpadlo
pistové, membranové

00 =
B

1 - elektromotor

2 - pfevodni
mechanismus

3 - pist

4 - vytlagny ventil

5 - saci ventil

6 - 2dsobnik
mobilnf fize

kolony

pouze napliioveé
rozmanité moznosti

Sesticestny ventil

PLNENI SMYCKY NASTRIK

VZOREK

KOLONA KOLONA

ODPAD VZOREK ODPAD



HPLC chromatograf - detektory

fotometricky detektor

nejbéznénsi

méfi se absorbce eluatu

musi byt zajiSténa dostateCna absorpCni draha
moznost zmeény vinové délky

Detektor

MéFici cela

Stérbina

Disperzni prvek

Stérbina

dalSi detektory:
fluorescencni, refraktometricky, vodivostni

Lambert-Beertiv zakon

A=¢-c-l

A ... absorbance

€ ... absorpéni koeficient
C ... koncentrace latky

| .

.. délka absorpcni vrstvy



kapalinova chromatografie (LC) podle chemického principu déleni slozek

CHROMATOGRAM

“ F‘ piky

retenéni &as [min]
1] ===1
pocitat

adsorpéni chromatografie

odezva detektoru

mobilni

rozdélovaci chromatografie

[ kapalinova chromatografie

davkovaci
kohout se
smyc&kou

ionexova chromatografie

gelova permeacni chromatografie




Adsorp¢ni kapalinova chromatografie

princip

pfitazlivé sily mezi SF a analytem

pro polarni latky M<1000, SF v pevném stavu
vhodné pro: polarni latky (cukry), bazicke latky

adsorbenty

velky povrch, adsorp€ni mista
silikagel (polarni kysely)
ALO, (polarni bazicky)
aktivni uhli (nepolarni)

mobilni faze
nepolarni analyty: nepolarni MF
polarni analyty: polarni MF

CHROMATOGRAM
St

>
davkovaci
kohout se
smyckou

porézni nédpli do klasickych kolon
pruméru 50 - 80 pm

nebo mikropartikuldrni ndpli
do kolon HPLC
praméru 5 aZz 10 um

. ndplfi s povrchovou pérovitosti
- pruméru 20 - 50 Lm

solvatovand molekula

solutu
adsorbovany .. @ ??(b}

adsorbovmé
N roousadlo solut /(a )

0.0.01919. BOloYo 01000 (cJ
&éstice adsorbenty

eluéni sila mobilni faze:  pentan < benzen < ethanol < aceton
reten¢ni ¢asy analyta: uhlovodiky < aminy < alkoholy




CHROMATOGRAM
>

e ]

8
retencni cas [min]

Rozdélovaci kapalinova chromatografie

>
davkovaci

kohout se

princip e () M
rozdéleni analytd mezi dvé nemisitelné kapaliny (jedna kapalina MF, druha SF)

MF unasi analyty, SF je zakotvena kapalina

vhodné pro: mensi az stfedni molekuly; slabé az stfedné polarni (NPC) nebo vSech polarit (RPC)

>> Slozka vzorku travi vice ¢asu v té fazi, ve které je rozpustnéjsi <<

stacionarni faze

HO HO HO
tok nepoldrni mobilni faze L, P Ho{ Ho—< HOA{
= . polarni ,normalni faze- NPC o At o e d 4 4
il I%i?e_dr;é_k A = SF: napf. voda na silikagelu § § § g § ; g g
slozky polarni slozky slozky .,
J, MF: nepolarni (hexan) 909009 Q9 9Q 0 9 9
i i retence roste s polaritou - —_— -
W s i vhodné pro: mirné polarni analyty
tok polérni mobilni faze nepolarni .obracené faze« RPC
—— sifednd ol SF: uhlovodiky na S|I|kage?Iu. (napf. C18)
siocky poit e etky slozky MF: polarni (voda, acetonitril)
i i \L retence klesa s polaritou i g ;
nepolarni stacnonarnl faze vhodné pro: vétsSinu latek ? ? ? ? ? ? ? r: S
el -




Rozdélovaci kapalinova chromatografie

ukazka: déleni kapsaicinoidl z chilli papricky
SF: C18, MF: Acetonitril/Acetat

,ﬁ'\r

9
f

HO

I
CAPSAICIN |l
b 600 n
OCH, 0 U\ Capsaicin
)l\/\/\A/ 2 | | ||
NH = | |
2 WA | ~
Ho DIHYDROCAPSAICIN E} b, J Dihydrocapsaicin
\, i
OCH, 0jmV] II"I i =g L __.JL T . _U? E?’F}.Eﬂ
: 1 “ I |
JV\/ Norditlydrocapsaiciny | [ i 1
A i
& i ,'I \ || || ,|| | | I'I I|
WL L | | |I I| |
™ NORCAPSAICIN a0 J450[mv) b cad T 4 L EC +450 rﬂ
OCH [ o
- I I I I I I I
NH/U\/\/ 0 2 4 B B 10 12 14
Minutes
NORDIHYDROCAPSAICIN
OCH,



lontové vyménna chromatografie IEC

mobilni

P rinci P dévki

. , . . . kohout se
pusobeni elektrostatickych sil mezi + a - ionty smyckou :
déleni probihana zakladé: - elektrickych vilastnosti

- mnozstvi a druhu nabitych funkCnich skupin
lonty s vy§sSim nabojem
vytesnuji ty s nizsim.

Mix of amino acids

Stacionarni faze: 8 0®®
anex: kladny naboj (napf. -N'R,, NH,) g 8 go @8- _ga @8'
ménic aniont( D - O e@'@ @ O O
D - D @ - -
katex: zaporny naboj (napf. -SO,", -COO) g g g l 8 g g
ménic¢ kationtl oo sation @@i@
I B|i1ndin%uf negati vizly v
Kationty: nmazss el s soarston o sl

Ag">Cs*>K">Na*'>H*
Anionty:
NO, > PO, >0OH >F

Vhodné pro
- biochemické aplikace ( izolace bilkovin, separace nukleovych kys., ...)
- separace léCiv



wiki gif

Gelové permeacni chromatografie GPC

princip

molekuly separovany podle velikosti

- jsou zadrzovany v dusledku svého pronikani (permeace)
- nedochazi k interakci mezi latkou a SF

stacionarni faze:
pro latky rozpustné ve vodé: hydrofilni gely (sephadex)
pro nerozpustné ve vodé: hydrofobni gely (styragel)

vhodné pro:
analyty M > 500
proteiny
biopolymery

CHROMATOGRAM
St

e

retenéni Zas [min]

>
dévkovaci
kohout se

smyckou

d


https://cs.wikipedia.org/wiki/Gelov%C3%A1_chromatografie#/media/File:GPC_Trennung_Cartoon.gif
https://cs.wikipedia.org/wiki/Gelov%C3%A1_chromatografie#/media/File:GPC_Trennung_Cartoon.gif

separacni metody

principy separace



Chromatogram

ﬁvﬁka piku
2 _Sirka piku
) (v poloviné wyEky)
|
néstik t{v) > o (Vg)
t=0 (V=0) pro sledovanou latku

kvalitativni analyza
X
kvantitativni analyza




Uginnost separace v chromatografii teoretické patro H
pomysina ¢ast kolony, na které dochazi
k ustaveni rovnovahy

G Cm

—

mobllnf fize

z6na slo: zdna slo: %

ve staciondrni v mobiln{ fazi
fazi

smér pohybu |, l

signal
detektoru

! inert rovnovaha 1 porusenf rovnovdhy rovnovéha 2

pocet teoretickych pater n
- - popisuje ucinnost kolony

.:ﬂ_ | fﬁ__ | — n= 16(%)2 n=>5, 54( Ym)z

Y ... Sifka piku v zakladné
Y,, ---Sitka piku v polovine vysky

tr ... retenc¢ni ¢as




Uginnost separace v chromatografii van Deemterova rovnice

K rozSifovani zon v koloné pfispivaji tfi déje. B
Sleduje vliv rychlosti MF u na u€innost separace. "y D
H=A+ 5+ Cu

H, Turbulentni difuze
molekuly MF protékaji mezi zrnky SF.
Linearni rychlost nema zadny vliv.

O 2T 0 2%

H; Molekularni difuze
molekuly difunduji do mist s niZ8i koncentraci
narlista s Casem — nepfimo umérny rychlost

H. Odpor proti prevodu hmoty
molekuly pronikaji rGzné hluboko do SF
rychla MF zpUsobi, Ze ostatni vice uniknou
— pfimo umérny rychlost MF

o e A A s A A A S o S o A
—den b c— . - _.___. - _... - —- - 1

\__—

e L

et linearni rychiost mobilni faze u (em.s)




separacni metody

kolonova chromatografie: plynova



Plynova chromatografie (GC)

Vzorek se davkuje do proudu plynu,
kterym je unasen kolonou.

Déleni vzorku mezi MF (plyn) a SF -
kapalinu nebo tuhou latku.

MF = nosny plyn (He, N, H,)
SF = trubice naplnéné sorbenty nebo
kapilary s pokrytou vnitfni sténou

vhodné pro: snadno zplynitelné latky
(M<1000) - plyny, organické molekuly,
organokovové latky

regulaéni
| systém

vzorek vystup plynu do atmosféry

*

signl detektoru

X

Fe Y M

X

vyhodnocovaci

o . ¢
=

Cisticl zalfzeni

zdroj nosného plynu

zafizeni
dévkovag h]mwk‘m

termostat




Plynova chromatografie (GC) - instrumentace

zdroj nosného plynu

tlakova lahev - H, N, He, Ar

regulacni systém
staly/programoveé fizeny pratok

davkovaé
injek¢ni stfikacky (kapalina/plyn)

kolona :
napliiové nebo kapilarni \
délka1-60m

detektor

tepelné vodivostni,

vzorek vystup plynu do atmosféry

I ' signl detektoru

Fe Y M

\ b vyhodnocovaci

o . ¢
=

zafizeni
: ddvkovat hlona detektor

| regulalni

| systém

termostat

Cisticl zalfzeni

zdroj nosného plynu

plamenovy ionizaCni




Plynova chromatografie (GC) - pracovni postup

ndstfik vzorku
se sloZkami

-LM B lmyplﬂ_

B

chromatogram

AmB

&as

kolona

s e
A

pik litky A pik ldtky B

elucéni metoda
(nejbéznéjsi)
vzorek se jednorazoveé

davkuje do proudu plynu

z kolony vychazi nejdfive
nejméné zadrzovana slozka

Cas, za kteryvyjde slozka z
kolony je charakteristicky (pro
identifikaci)



Plynova chromatografie (GC) - kolony

naplnové

trubice naplnéné sorbenty nebo
nosici pokrytymi kapalnou fazi
pramér. 2-3 mm

délka: <4m

napln: silikagel, alumina

kapilarni

nosi¢ SF = vnitfni stény kapilary
pramer: 0,1-1 mm, SF 0.25 -5 ym
délka: 15-60m

zvnéjSi pokryta polyimidem

_vzorek
II0EI1
! 5, sorbent
plyn
S
o ]
% cof eludt
L —.-
":"‘ Onnﬂo
analyt
WCOT FLOT
stacionarni nosic a sorbent
faze stacionarni
faze

c18 cis

H\CSC/CI-3|H
e
c/|\
" on  gu o ons

Silikagel

g L[ @] ] e
CI o B [}
CH;CHZ—G*XI—CH;G{;CH;CH;CHEI o-H O—'Si
g
poly(50%-n-oktyl/50%-methylsiloxan) | o

SPB-Octyl
poly(35%-difenyl-65%-dimethylsiloxan)
SPB-35

o ]
PE] [ prmere] [ grovd
CHJ O-S5i OS5I
o | Sroweea] ||
“80%

20%
poly(80%-biskyanopropyl-20%-kyanopropylfenylsiloxan)
SP-2330

poly(dimethylsiloxan)
SPB-1



Plynova chromatografie (GC) - detektory

vystup

plynu

vstup
Zistého
plynu

WU
/ %
2 % 7 V)‘stup
% 7 2
% %7 7 > plynu
7 77 7
% 77 7
Z %% 7
zZ 27 Z
Z 2% Z
Z : :
z% %
2 7 7 vstup
% Z% /
7 7 g pl?(mu
% z kolony

Uil

Zzhaven4 vldkna

— vystup spalin

sbérni
ph—vod ClekU‘Od:l

ioniza¢niho napét

hofrak

vzduch

plyn z kolony

tepelné vodivostni detektor

univerzalni detektor

proudici nosny plyn ochlazuje Zzhavené viakno,
pritomnost jiné slozky zméni tepelnou vodivost
vychyleni el. odporu vlakna oproti srovnavacimu
(Wheatstonelv mustek)

plamenovy ionizaéni detektor
spalovani vystupniho plynu v plameni
pritomnost slozky zvySi ionizaci — proud
vhodné pro vétSinu latek

dalsi typy
detektor elektronového zachytu, atomovy emisni



Plynova chromatografie (GC)

chromatogram whisky

Acelaldehyde
Methanol

Ethanol

Ethyl acetate
n-Propanol
Isobutanacl

Acetic acid

Active amyl alcohol
Isoamyl alcohol

WENDW AW

Cislo piku Retenéni ¢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

6 9,63 1700

7 13,43 64

8 13,98 145

9 14,33 734

Tab.2: Hodnoty odectené z chromatogramu

—.




Plynova chromatografie (GC)

chromatogram plynta ze vzduchu

kolona : naplfhova, z nerezové oceli, 6' x 1/8" (183 cm x 3,2 mm)
stacionarni faze : molekuloveé sito 5A

nosny plyn : 30 ml/min He

davkovani : 100 mL (35 °C)

teplota termostatu kolony : 35 °C

detekce : TCD (140 °C)

=
oo

o’
i

signal deteltoru, mV
5 5

o
i

M

|
CH,4 'O
¥il A

=

7 4§ '_:'3
retencrd cas, min

10




Volba chromatografické metody (1.: volba SF)
analyty s M>2000:

syntetické polymery: gelova permeacni
biopolymery: gelova permeacni, obracené faze

analyty s M<2000:

rozpustné ve vodé: iontové molekuly (anorg. soli):

disociovatelné molekuly (kyseliny, zasady):

nedisociovatelné m. (polarni slouceniny):

rozpustné v org. r.: rozpustné v methanolu (stf. polarni):
rozpustné v hexanu:

iontové vyménna ch.
iontové vyménna ch., obracené faze
obracené faze

obracené faze, normalni faze
obracené faze



