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SEPARACNIT (DELICI) METODY

Jsou vétsinou zaloZeny na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé
riizné nemisitelné faze.

Zvysuji selektivitu a specifi¢nost v analytické chemii.

Lze je vyuzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu (tj. dikaz, identifikaci
a stanoveni); pro izolaci slozek v chemicky Cisté formé.

déleni srazenim, elektrolyza, destilace, krystalizace, dialyza, extrakce

elektromigraéni separaéni metody
chromatografie :
a) plynova (GC) (adsorpéni a rozdélovaci)
b) superkriticka fluidni (SFC)
c) kapalinova (LC)
- kolonova (HPLC)
(adsorpéni, rozdélovaci,
gelova a iontové vyménna)
- planarmni (plosné)
(papirova (PC) a tenkovrstva (TLC))

ROZDELENT SEPARAENICH METOD

Pracovni Druh faze Mechanismus separaéniho procesu
postup rozpustnost  adsorpce vyména iontd  tenze par
tuhd |./kapalina srazeni
elektrodepozice  x X X
extrakce
jednostupfiovy
kapalina/kapalina extrakce X X X
kapalina/plyn X X X destilace
tuha I./plyn X X X sublimace
tuhd |./kapalina kontinualni LSC 1EC X
extrakce
mnohostupfovy kapalina/kapalina  kontinualni X X X
extrakce, LLC
kapalina/plyn GLC X X rektifikace
tuhda I./plyn X GSC X

!

EXTRAKCE

Princip extrakce: separacni (délici) proces, pri kterém jsou v kontaktu
dvé vzajemné nemisitelné faze. Latky (analyty) se rozdeluji mezi tyto faze
na zékladé riizné rozpustnosti (rozdilnych rozdélovacich koeficientl)

v pouzitych rozpoustédlech. Cim vétsi je rozdil mezi rozdélovacimi
koeficienty latek, tim dokonalejsi je jejich oddéleni.

Cil extrakce: selektivni az specifické oddéleni analytu od ostatnich sloZek
nebo naopak oddéleni rusicich latek od analytu.

KLASIFIKACE EXTRAKCE:

a) podle zplisobu provedeni

1. jednostupriova - dochazi k ustaveni jedné rovnovahy mezi fazemi p
roztrepani v délici nalevce.

2. mnohostupfiova - proces ustaveni rovnovahy se mnohokrat opakuje

v oddélenych krocich P nékolikandsobné roztrepavani v délici nalevce
nebo extrakce v zarizeni podle Craiga.

3. kontinualni - faze jsou pri protiproudném pohybu v neustalém styku b
extrakce v Soxhletové extraktoru i extraktorech na extrakci kapaliny

kapalinou
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Protiproudé Craigovo extrakéni zarizeni

Otvorem E se do zarizeni vpravi
& extrahovand latka a obé faze.

V prostoru A probihé vlastni

protrepavani. Faze se promichavaji

kyvanim. Poté se trubice vychyli o vice

B nez 90° a lehéi faze pretece trubici B do

D E oddéleni C a pri vraceni trubice do

pavodni polohy preteée trubici D do

otvoru E dalsiho élenu, ktery v prostoru

A jiz obsahuje teézi fazi.

Soxhletdv extraktor

metoda kontinudlni extrakce, zejména k déleni organickych
latek.

Do stredni ¢asti (3) pristroje se vklada papirova extrakéni
patrona, ktera ma valcovy tvar a kulaté dno a ktera se naplini
vzorkem. Barika (2) se naplni vhodnym rozpoustédlem, v némz se
dobre rozpousti slozka, kterou chceme oddélit. Barika se
zahFiva k varu rozpoustédla a jeho pary stoupaji postranni
trubi¢kou kolem stfedni ¢asti extraktoru do chladiée (5), kde
kondenzuji. Rozpoustédlo kape na vzorek obsazeny v papirové
patroné. Stredni ¢ast extraktoru se postupné pini
zkondenzovanym rozpou$tédlem, jehoZ hladina stoupa i v tenké
prepadové trubiéce (4). Stoupne-li hladina rozpoustédla ve
stredni ¢asti extraktoru k nejvyssi ¢asti prepadoveé trubiéky,
preteée roztok do destilaéni bariky, z niz se tékavé
rozpou$tédlo znovu destiluje.

Nakonec se ziska roztok jedné nebo vice sloZek v destilaéni
barice, z niz po ukonéené extrakci rozpoustédio vydestilujeme.

V barice tak zlistane jen izolovana sloZka, popF. slozky.
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b) podle zGéastnénych fazi

1. plyn - kapalina (GLE, gas - liquid extraction, headspace metoda)
extrakce tékavych latek plynem z kapaliny P v GC pro nakoncentrovani
tekavych slozek vzorku.

2. kapalina - kapalina (LLE, liquid - liquid extraction) - z analytickeho
hlediska nejdilezitéjsi, vytlatovana extrakcemi tuhou fazi (SPE, solid -
phase extraction)

3. tuha faze - kapalina (SLE, solid - liquid extraction, selektivni
rozpousteéni, louzent)

P v biologii, biochemii, organicke (extrakce tuhych organickych
materiall za tepla organlckyml rozpoustédly, napf. alkaloidy, hormony a
barviva) a anorganicke chemii (extrakce rozpustnych anorganickych soli
z tavenin horkou vodou)

c) podle charakteru extrahovanych latek
1. extrakce organickych latek

2. extrakce kovovych chelatd

3. extrakce iontovych asociatl

Proces extrakce Ize rozdélit do tiech po sobé jdoucich krokd:
1. vytvoreni extrahovatelné formy sledované latky - Uprava vzorku
2. ustaveni rozdélovaci rovnovahy - vlastni extrakce

3. izolace extrahované latky z organické faze - reextrakce, odpareni Kozp.

1. Vytvoreni extrahovatelné formy sledované latky

ORGANICKE LATKY: Ize pFimo extrahovat vhodné zvolenym organickym
rozpoustédlem. Polarita rozpoustédla musi priblizné odpovidat polarité
extrahované latky. Polarita je kvantitativné popsana relativni permitivitou
rozpoustédla. Nepolarni rozpoustédla maji nizkou permitivitu (benzen ¢, =
2,30), polarni rozpoustédla se bliZi svou permitivitou vodé (e, = 80,4).
Rozpoustédla serazena podle rostouci polarity tvori tzv. eluotropni Fadu.
Rozpoustédla umisténa v eluotropni Fadé blizko sebe jsou dobre misitelna,
rozpoustédla z protilehlych koncl jsou nemisitelna.

Nepolarni organické latky extrahujeme nepolarnimi rozpoustédly
(s vodou malo misitelnd).

Vhodné rozpoustédlo pro extrakci polarnich organickych latek je ¢asto
misitelné s vodou (misitelnost roste s rostouci polaritou rozpoustédla),
coZ ztézuje proces extrakce. Organickou polarni latku je tedy nutno
prevést do Iépe extrahovatelné formy. K tomu Ize vyuzit:

a) vedlejsi asociaéni reakce (dimerizace, polymerace) a disociaéni déje
- ovlivnény vlastnostmi vodné faze jako pH, iontova sila, teplota
b) chemické reakce




Eluotropni rada rozpoustédel

Rozpoustédlo Relativni permitivita Rozpustnost ve vodé
___________________________ oS A N
Pentan 1,84 0,04
Hexan 1,90 0,14
Cyklohexan 2,00 0,10
Tetrachlormethan 2,20 0,80
Benzen 2,30 1,80
Toluen 2,40 0,47
Sirouhlik 2,60 2,20
Diethylether 4,30 74,2
Chloroform 4,80 10,0
Octan ethylnaty 6,00 86,0
Tetrahydrofuran 7,60 misitelny
Pyridin 12,4 misitelny
Isopropylalkohol 19,9 misitelny
Aceton 20,7 misitelny
Ethanol 24,3 misitelny
Methanol 32,6 misitelny
Acetonitril 37,5 misitelny
voda 100,0 ®

ANORGANICKE LATKY: ionty nepirechéazeji do nepolarnich rozpoustédel, a proto
je nutné je prevést chemickou reakci s vhodnym chelataénim ¢inidlem na
nepolarni latky - nepolarni komplexy b stabilni chelaty cyklického tvaru.
Stabilita chelatii roste:

n s rostoucim po&tem kruhii ve strukture

n s rostoucim nabojem a zmen3ujicim se polomérem kovového iontu

n s rostouci bazicitou donorové skupiny

Chelataéni €inidla: ¢asto selektivni pro uréity druh iontu

- acetylaceton, dithizon (difenylthiokarbazon), kyselina salicylova, kupferon (N-
nitrosofenylhydroxylamin), 8-chinolinol

Vznikly komplex (chelat) mize byt:
n nenabity - pFima extrakce do organické faze

n nabity - asociace s opaéné nabitym iontem pomoci elektrostatické interakce p
nenabity komplex - iontovy asociat, ktery lze extrahovat polarnéjsimi
organickymi rozpoustédly.
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2. Ustaveni rozdélovaci rovnovahy

Rozdéleni latky mezi dvé heterogenni faze se rFidi Gibbsovym zakonem
fazi:

f+v=s+2
Extrakce: 2 faze (plynnou zanedbame), déleni 1 sloZky - systém ma 1
stuperi volnosti (pri konstantnim tlaku a teploté). Ur¢enim koncentrace
slozky v jedné fazi je uréenai jeji koncentrace ve fazi druhé.

Rozdélovaci rovnovaha je kvantitativné popsana distribuéni konstantou

(ay) - _I¥
=~ X% termodynamicka K'px =% koncentra&ni

(a'x )aq. [X]an

D,x

a rozdélovacim pomérem

- (Cx )orgA
(€)a,

_ (mx )orgA

= hmotnostni
(My) g,

ox koncentraéni Dx
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Uéinnost extrakce

- udéva se jako procentuélni podil latky E (%), ktery se vyextrahoval do
organické faze, tzv. procentudlni vytézek extrakce

100:D
E@)=——3%
Dc,x +
org.

Cim je Vorg. VEBI, tim je extrakce G¢inngjsi. Pomér objemd organické a

s Vorg P PR .
vodné faze ——— se oznacuje jako fazovy pomeér p.

ag.

U¢&inngjsi je dvojnasobna (opakovand) extrakce vzdy s poloviénim
(rozdélenym) objemem organické faze !!
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Zavislost vytézku extrakce E

Zavislost vytézku extrakce E

na poméru Vag. / Vorg. na rozdélovacim poméru Dc

----D_=10 | |

40 !
; b=10

----b=10
—b=01] |

1000 1E-3 001 0.1 1 10 100 1000

VvV IV
ag! Vorg. c
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Zvétseni ucinnosti extrakce: rozdélit objem organické faze na vice Casti
a extrakci vodné faze opakovat, poté vysledné extrakty spojit

Celkova G€innost po n opakovanych extrakcich
€ a800-Eg'L

E, (%) =1004l-c——=
n (%) ?1 €100 ¢
udéva vysledny procentovy obsah extrahované latky ve spojenych
extraktech.
100D
o) = C,X

PFiklad E (%) "
Dc=2, Vorg=Vag E=100-2/(2+1)=66,6% Dex+y

org.

8kdyz rozdélime plvodni Vorg na dvé poloviny a provedeme dvé extrakce:
1. Dc=2, Vag/Vorg=2 E=100-2/(2+2)=50%
2. vyextrahujeme 50% ze zbylych 50% , tj. 25%, celkem 50 + 25=75%

8kdyZ zvétsime objem Vorg dvakrat
Dc=2, Vag/Vorg=1/2 E=100-2/(2+1/2)=80,0%
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Zavislost vytézku n-stupnové extrakce En na E a n

P I Po&et extrakci nutnych
T k dosazeni vysledné acinnosti En

S 2400-Eng

—n=] || log 2P0~ End

T .98 100 5
i 10g B00-E0

§ 100 ¢

E, [%]

[T
S ENIN

EEERE]

E [%]

K dosaZeni 100% extrakce sledované latky by bylo zapotrebi nekoneéné
mnoho krok{. S rostoucim n se En asymptoticky blizi 100 % b 100%

extrakce nelze dosahnout

V praxi se voli experimentalni podminky tak, aby nebylo tfeba opakovat

extrakci vice jak trikrat (99,9% vytézek).
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Priklad

Latka X se extrahuje 3 stejnymi podily organické faze, pricemz plati
Dc=5 a Vag=Vorg. Jaky bude % podil z celkového mnoZstvi latky ve
spojenych extraktech? Kolik bude tfeba extrakci, abychom dosahli

V)'Itéiku 99,9%') é kY
_ E, (%)zlooél-géioig d
n po jedné extrakci: E=100-5/(5+1)=83,3% ¢ €100 a¢

n po t¥ech extrakcich E,=100{1-[(100-83,3)/100]3}=99,54%

npolet extrakci potrfebnych pro dosazeni En=99,9%

n=log [(100-99,9)/100]/log [(100-83,3)/100]=3,85 loq B00-Enp
. & 100 5
b extrakci je treba opakovat 4x - | 2A00-Ep
€100 ¢

Dc,

Ué&innost oddéleni 2 latek  separacni faktor oz:E
2
16




VOLBA ROZPOUSTEDEL:

n dilezita pro Gspésnou extrakci

n minimalni misitelnost pouzitych fazi

nvzajemné syceni rozpoustédel pred extrakci

n rychlost ustaveni rozdélovaci rovnovahy

n rozpustnost vzorku a nasledné reextrakce

n tvorba emulze s vodnymi roztoky (odstranéni ohratim, ochlazenim,
centrifugaci, filtraci, zménou pH, pridavkem elektrolytu ¢i dalsiho
rozpoustedla)

n jedovatost a hoflavost, cena, istota

3. lzolace extrahované latky z organické faze

- v pripadech, kdy neni mozné provést stanoveni oddélené latky primo v
organické fazi, napr. u spektrofotometrickych metod.

Prevedeni do vodné faze:
a) odpareni tékavého organického rozpoustédla (vodni lazen, vakuum)
b) reextrakce (pridavek mineralnich kyselin) 17

PRTKLADY APLIKACT LLE

1. Oddéleni Fe od V a Cr a jeho spektrofotometrické stanoveni

n Fe (I1) tvori intenzivni Cerveny chelat s 4,7-difenylfenanthrolinem,
ktery se da extrahovat do organické faze a spektrofotom. stanovit pri
533 nm. 10 ny Fe vedle az 1 mg V a Cr, specifické pro Fe (11) - predem
redukovat

2. Oddéleni Zn od Cu a Ni a jeho spektrofotometrické stanoveni

n Zn tvori s difenylthiokarbazonem (dithizonem) éerveny chelat, ktery se
da extrahovat do organické faze a spektrofotom. stanovit pri 540 nm.
Pro zabranéni chelatace s jinymi kovy se musi pridat maskovaci ¢inidla,
kteréa tvorbou konkurenénich chelatd zabrani reakci s dithizonem. Napr.
KCN maskuje Co, Ni a Pb, thiosiran Cu, Hg, Au, Ag, Bi, Pb a Cd.

3. Oddéleni Ni od Cu a jeho spektrofotometrické stanoveni

n Cu (1) aNi (11) tvori barevné aminokomplexy. Pokud je chceme oddélit
a stanovit pouze jeden z nich, vyuZijeme reakce s dithizonem. Oba kovy
tvori nenabité komplexy, které se vsak lisi stabilitou — v kyselém
prostredi je stabilni pouze komplex Cu-dithizon, komplex Ni-dithizon je
zcela disociovany. Takto mizeme oddélit Cu-komplex extrakci
chloroformem a spektrofotom. stanovit, nebo ve vodné fazi stanoviENi.

EXTRAKCE TUHOU FAZI
(SOLID-PHASE EXTRACTION, SPE)

jednostupfiovd metoda rozdéleni analytu mezi dvé nemisitelné faze,

Z nichZ jedna je tuha; do tuhé faze prechazi analyt z plynné ¢i kapalné

faze

n slouZi k odbéru a Upravé vzorkl b extrakt o vyssi Cistoté (oddéleni
latky od rusivé matrice ) a vy38i koncentraci Zadané latky

n spojeni se separa¢nimi — chromatografickymi - metodami

n rychle vytlacuje klasickou extrakci kapaliny kapalinou (LLE)

=}

Princip SPE: selektivni zadrzovani skupiny latek, nejéastéji organickych
molekul, na pevné fazi, ktera je umisténa ve formé sloupce nebo
membrény v kratké kolonce, tzv. cartridge.

Sorpce - adsorpce, rozpousténi, iontova vyména, molekulové rozpoznavani
Desorpce - teplotou nebo rozpoustédly

Pouziti SPE:

1. odstranéni rusivych slozek matrice

2. selektivni obohaceni (nakoncentrovani) vzorku z velkych objemi

3. izolace stopovych latek

4. zména rozpoustédla vzorku 19

VZORKOVANY
CELEK

Nevyhody SPE:

1. pro nékteré specifické izolace
nejsou na trhu vhodné faze

2. sloZeni vysledného vzorku je
odligné od plvodniho - problém s
kalibraci

ODBER VZORKU POMOCT SPE
ZARTZENT

DESORPCE VZORKU
ZAKONCENTROVANI VZORKU I
ANALYTICKA
METODA STANOVENT

Vyhody SPE ve srovnani s LLE:
1. jednoduché provedeni
2. prace s mensimi objemy vzorki, vétsi bezpe&nost
3. rychlejsi a levnéjsi (snizena spotreba organickych rozpoustédel)
4. selektivitu Ize ménit volbou stacionarni (tuhé) faze
5. snadné skladovant a transport vzork{ prekoncentrovanych na kolonach
(skladovéani az 8 mésicu pri -20 °C nebo 3 - 4 mésice pri 4 °C)
6. snadna automatizace
20




Provedeni SPE

- sklada se z péti krokd

1. predlprava (kondicionovanf) kolonky
2. davkovéani vzorku

3. promyvani

4. suSeni

5. eluce (vymyvani)

PREDUPRAVA KOLONKY

- priprava kolonky na reprodukovatelnou interakci slozek
vzorku s pevnou Tazi, ktera je umoznéna solvataci pevné
faze.

Kolonka se proplachne predepsanim rozpoustédlem
(aktivace pevné faze pro interakce se vzorkem) a
nasledné rozpoustédlem podobnym vzorku (Gprava
prostredi pro vlastni vzorek).

Faze C18: aktivace metanolem, Gprava prostfedi vodou a
nasleduje vodny vzorek

DAVKOVANI VZORKU

- podle druhu pevné faze a vzorku dochazi ke specifickym

reakcim latek s pevnou fazi.

Z&dana skupina latek se selektivné sorbuje a

nesorbovaneé latky (matrice) prochazeji volné kolonkou.

n izolovana latka

PROMYVANIT

- proplachnuti kolonky vhodnym rozpoustédlem vede k
vymyti zbytku matrice vzorku z kolonky; Zadané latky

LA rusici slozky matrice

zustavaji sorbovany na pevné fazi.

SUSENI

- pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné Iisi od promyvaciho
roztoku, kolonku je treba vysusit proudem inertniho plynu,

nejcasteji dusiku.

ELUCE

- kolonka se promyva elu¢nim rozpou$tédlem, dochézi

k selektivni desorpci zadanY
k jejich vymyti z kolon

ch latek z pevné faze a
at se jimé a dale upravuje,

napr. pro chromatograflckou analyzu.

i
i
A

e ¢ (]

SPE Instrumentace

1. kolonky

2. extrakéni disky (vzorkovaci terce)
3. folie

4. vldkna (SPME)

Kolonky

n tvar injekéni strikacky bez pohyblivého pistu

n naplnény povrchové modifikovanymi sorbenty
0 ruzné velikosti ¢astic

sklenéng ehn 11 2anmhn 1.

Charakterizace SPE kolonek

1. typ pevné faze (adsorpce, rozpousténi, imprint)
2. objem kolonky [0,4 - 15 ml]

. maximalni pritokova rychlost

. kapacita [1-500 (2800) mg]

. minimaln{ elu¢ni objem [10 pl - 50 ml]

. materidl kolonky [PP, skio]

—
adsorbent e
—

(o) &) F SN ¢V)
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Princip Sorbent Vzorek Eluéni rozpoustédlo

Nepolarni C18,C8 PAH, PCB, pesticidy, hexan,dichlormetan

extrakce fenyl, CN antibiotika, aflatoxiny, acetonitril, alkoholy
kofein, nikotin, vitaminy

Polarni silikagel, NH,, antibiotika, pesticidy di- a trichlormetan,

extrakce CN, OH steroidy, vitaminy, ethylacetat, voda
aflatoxiny alkoholy

Kationtova silné kysely aminokyseliny, chlorofyl roztoky soli, pufry

vyména katex (SA) PCB kyseliny

Aniontova bazicky anex organické kyseliny roztoky soli, pufry

vyména (SB, NH,) kofein, sacharin zésady

Extrakce ve CN/SiOH
smésném modu NH,/C18

SA/SiOH
Nepolarni
extrakce PS-DVB
na polymeru kopolymer

PAH z plidy a vody
PCB z odpadnich olejd
téIni tekutiny

fenoly a pesticidy z vody
PAH z olejd

chloroform, aceton
ethylacetat,
metanol

ethylacetat
metanol, acetonitril

24




Extrakéni disky

n moderni forma SPE

n kompozitni tenké membrany z teflonu a prislusného modifikovaného
sorbentu (az 90 vah. %)

n velkd hustota disku, aplikace vakua

n membrany umistény v SPE kolonkach, predrazen sedmivrstevny filtr

Vyhody diskd:
1. neni omezena pritokova rychlost
2. nakoncentrovani vzorku ve velmi Gzké zéné membrany

3. k eluci staci radové pl rozpoustédla, a proto odpada odparovani
nadbytecéného rozpoustédla pred chromatografickou analyzou vzorku.

MoZnost pouZiti nékolika (aZ desitek) SPE kolonek i disk{ soucasné
zkracuje dobu potrebnou k pripravé vzorkd.

ADSORBENTY: aktivni uhli, grafitizované uhli, porézni grafit
(CARBOPACK), styren-divinylbenzenovy kopolymer (PORAPACK), silikagel,
alumina, polymerni 2,6-difenylenoxid (TENAX)

ROZPOUSTENT: stac. faze pro GC a LC - nepolarni PDMS
(polydimethylsiloxan), polarni PA (polyakryl), velmi polarni Carbowax
(polyethylenglykol) a jejich kombinace; modifikovany silikagel (C18, C8)
MOLEKULOVE ROZPOZNAVANT: vysoce selektivni vtisténé (imprinted) Faze

[

T 14

BILLTE BL wevers the skl IDIUTE rrordgases e
G H

n,
Tins ]

1 e m *
=L L
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On - Line SPE

n proces SPE je primo spojen s analytickou metodou, nejéastéji HPLC

Vyhody:

1. neprovadi se predrazena SPE

2. primé davkovani vzorkd, napF. télnich tekutin

3. plné automatizovany provoz

4. bezpeéna manipulace s infekénimi materialy

5. zvySena presnost a citlivost

6. zvySena produktivita a nizsi naklady pripadajici na jeden vzorek

MIKROEXTRAKCE TUHOU FAZI
(SOLID PHASE MICROEXTRACTION, SPME)

n vyvinuta specialné pro spojeni s GC a HPLC
n princip je shodny s klasickou SPE, li§i se technikou provedeni

Sorbent: nanesen na kratkém Useku povrchu kremenné kapilary ve
formé tenkého filmu. Sorbent je chranén ocelovou kapilarou - jehlou, do
které miize kapilara zajizdét. 27

Odbér vzorku (sorpce): zasunuti sorpéni kapilary do kapalného vzorku
nebo drZeni nad hladinou vzorku pri sorpci tékavych latek aZ do ustéleni
sorpéni rovnovahy (2 - 15 min).

Davkovani v GC: po propichnuti septa davkovace dochazi k tepelné
desorpci analytu do proudu nosného plynu, nasleduje separace na
analytické koloné.

n snadnd automatizace pomoci automatického davkovace plynového
chromatografu.

Déavkovéani v HPLC: v upraveném davkovacim ventilu dochazi k desorpci
latek v proudu mobilni faze.

Vyhody SPME:
1. nizké detekéni limity (v GC radové ppT)
2. 8iroka moznost pouziti (kapilary o rizné polarité a tloust’ce adsorbentu)
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APLIKACE: PESTICIDY Z VODY

metoda: SPE matrice: voda

Priprava vzorku: pomoci zfed'. NH, se upravi pH 1000 ml vody na hodnotu
7-8, prida se 100 pl vnitrniho standardu

Kolonka: CHROMABOND C18 Hydra
Kondiciovani: 2 x 5 ml methanolu, poté 2 x 5 ml destilované vody

Davkovéani vzorku: vzorek se nechd projit kolonou, vysuSeni kolonky
dusikem (2 bar) po dobu 2 hodin

Eluce: 10 ml methanolu

Eluat se odpari do sucha v rotaéni odparce pri 30 °C a ulozi se do ledni¢ky
na dobu 15 minut. Odparek se rozpusti v 200 pl n-hexanu a prenese se do
konickeé vialky. Nésleduje GC (kolona OPT IMA delta-3) nebo HPLC analyza
(Nucleosil 120-3 C18).

Vytézek: 95-100 % »

DOPINGOVA KONTROLA KONSKE MOCI

metoda: SPE matrice: mo¢

Priprava vzorku: 1 ml moci se smichas 1 ml 7 mM H,PO, a pH se upravi na
hodnotu 2 konc. H;PO,

Kolonka: CHROMABOND® SA (= SCX)
Kondiciovani: 1 kolonkovy objem methanolu, vody a 7 mM H,PO,,
Davkovéani vzorku: vzorek se nechd projit kolonou, vysuSeni kolonky vakuem

Promyvéani: 1 ml 7 mM H,PO,, 0,5 ml 0,1 M kyseliny octové,
1 ml methanolu; vysuSeni vakuem po dobu 30 sec.

Eluce: 2 x 1 ml methanolu s pridavkem amoniaku (1 %)
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PROTINADOROVE LEGIVO TEMOZOLOMID
Z PLASMY A MOCI

metoda: SPE matrice: plasma, mo¢

Priprava vzorku: biologicky vzorek se ihned stabilizuje pridavkem 1 M HCI
(pomér 10+1), zamrazi a skladuje pri 20 °C. 253 pl okyselené plasmy nebo
moci se smicha se 115 pl roztoku interniho standardu.

Kolonka: CHROMABOND® C18ec

Kondiciovani: 2 x 1 ml methanolu, pak 2 x 1 ml 0,5% kyseliny octové

Davkovani vzorku: 160 pl predupraveného vzorku, aplikace slabého vakua

Promyvani: po 1 minuté stani nasleduje promyvani 750 pl 0,5% kyseliny
octové a vysuSeni vakuem po dobu 5 minut

Eluce: 1,25 ml methanolu; eluat se odpari proudem dusiku pri laboratorni
teploté; odparek se rozpusti ve 200 pl 0,5% kyseliny octové,

odcentifuguje a davkuje na HPLC kolonu a

AROMATICKE AMINY Z VODY
(ANILINY, CHLORANILINY, NITROANILINY,
AMINONITROTOLUENY)

metoda: SPE matrice: voda

Priprava vzorku: pH vzorku se upravi roztokem 10 M NaOH na hodnotu 9
Kolonka: CHROMABOND® HR-P

Kondiciovani: 2 ml methanolu, acetonitrilu a 10-> M roztoku NaOH
Déavkovani vzorku: nasévani vzorku do kolony rychlosti 10 ml/min
Promyvéani: 2 ml destilované vody, poté vysuSeni vakuem po dobu 5 minut

Eluce: 2 x 1 ml smési methanol/acetonitril v poméru 1/1 obj.
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SUPERKRITICKA FLUIDNI EXTRAKCE
(SUPERCRITICAL FLUID EXTRACTION, SFE)

Nadkriticka tekutina (supercritical fluid, SF) je zvl&tni skupensky stav,
ktery spojuje vlastnosti kapalin a plynd. Vznikne zahFatim plynu nebo
kapaliny na teplotu vy3$inez je jeji kriticka teplota T, pFi sou¢asném
stlaceni na hodnotu vy33i nez je jeji kriticky tlak p,.

Nadkritické tekutiny se pouZivaji pri extrakci (SFE) i jako mobilni faze v
chromatografii (SUPERCRITICAL FLUID CHROMATOGRAPHY, SFC)

n SFE: extrakce kontaminant{i v plidé a rostlinném &i Zivo&isném materialu

n SFC: tam, kde selhdva GC - analyza malo tékavych nebo tepelné labilnich
latek. Tyto latky Ize analyzovat metodou HPLC, aviak s niZsi ucinnosti a
pri delsi dobé analyzy nez v SFC.
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Nadkritické tekutiny maji nékteré vlastnosti jako plyny, jiné jako

kapaliny:

n jsou stladitelné, Ize ménit jejich hustotu. Hustota nadkritickych
tekutin se bliZi kapalindm; rozpou$téci vlastnosti zaviseji do znacné
miry na hustoté b zménou hustoty lze ménit rozpoustéci vlastnosti

n viskozita je o vice nez 1 Fad niZsi u nadkritickych tekutin nez u kapalin;
dosahuje se rychlého prevodu hmoty v disledku pFiznivych
charakteristik toku

n vysokd difuzivita a absence povrchového napéti ma za nasledek
snadné pronikani nadkritickych tekutin do porl pevné faze, a tim
G¢innou extrakci v SFE i rychlé analyzy v SFC

fézovy diagram oxidu uhlic¢itého

120+
100~ superkriticka
g 80| R kapalina
<5 wha Oxid uhliity
= ol laka Jyn kritické teplota, T, = 35 °C
»ol kriticky tlak, p, = 75 bar
1|'c (1 bar = 105 Pa)
0750 60 40 20 0 20 40 60
teplota, °C
oxid uhli¢ity

40 °C: 72 bar ® 0,22 g/ml , 400 bar ® 0,96 g/ml
80 °C: 72 bar® 0,14 g/ml, 400 bar ® 0,82 g/ml

Hustota a rozpou$téci schopnost nadkritické tekutiny (superkritické
kapaliny) se bliZi hustoté a rozpoustéci schopnosti kapalin. Viskozita
superkritické kapaliny se blizi viskozité plyna. 5

Hustota (g ml) | Viskozita (Pas) | Difuzivita (cm? s)
Plyn ca 103 0,5-3,5 10° 0,01-1,0
Nadkritickd | 5 g9 0,2 -1,0- 10 3,3-0,1 104
tekutina
Kapalina 0,8-1,0 0,3-2,4-103 0,5-2,0-10°
3T
Vyhody CO,

n T, ap, relativné nizké a instrumentalné dosazitelné

n netoxicky

n nehorlavy

n shadno se Cisti

n pri SFC kompatibilni s plamenové ionizacnim detektorem (nehorlavy)

n kompatibilni se spektrofotometrickym detektorem (transparentni v
UV oblasti)

n kompatibilni s FT IR detektorem

Nevyhody CO,
n je nepolarni

n pro polarni latky: nutné zvyseni polarity pomoci modifikatord
(nejcastéji methanol, acetonitril, voda, tetrahydrofuran v
koncentracich 1-20 % - obdoba HPLC)
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CHROMATOGRAFIE PREHLED CHROMATOGRAFICKYCH TECHNIK
je separaéni (délici) a souasné i analytickd metoda
(tj. poskytuje kvalitativni a kvantitativni informace o vzorku). Mobilni faze Stacionarni  Chromatograficka Symbol
o s g . R faze technika
vyuziva distribuce latek mezi dve faze:
- mobilni (pohyblivou) plyn kapalina plynova rozdélovaci chromatografie GLC
- stacionarni (nepohyblivou) (plynova ch.)

GC tuhé latka plynova adsorpéni chromatografie GSC
ruzna hlediska deleni chromatografie kapalina kapalina kapalinova rozdélovaci chromatografie  LLC
1) povaha mobilni faze : plynova (GC) x kapalinova (LC) (kapalinova ch.) gelova permeaéni chromatografie GPC

LC
2) zplisob provedeni : kolonova (sloupcova) x plo3na (planarni) tuha latka kapalinové adsorpéni chromatografie ~ LSC

iontové vyménna chromatografie 1EC
3) princip separace : rozdélovaci x adsorp¢ni x iontové vyménna x gelova
kapalina papirova rozdélovaci chromatografie PC
4) pracovni zptsob : eluéni (analyticka ch.) x frontalni x vytésfiovaci tenkovrstva rozdélovaci chromatografie TLC
5) Géel : analyticka x preparativni (preparacni) tuha latka tenkovrstva adsorpéni chromatografie  TLC
37 38
SNE RADANT Princip déleni analytd pfi PC a TLC
CHROMATOGRAFIE V PLOSNEM USPORADANI rincip celeni analytu pri a
n Papirova chromatografie (Paper Chromatography, PC) vzorek se nanese ve .fo,”“,e malé kqlate’skvrn,ky na papir nebo ten!(ou
M . el . . - vrstvu a poté se mobilni faze necha vzlinat péry papiru nebo tenké vrstvy.
rozdélovaci - stacionarni faze je kapalina zachycena v papire a . et A 21z " ey s ie
mobilni faze je té kapalna Mobilni faze undsi délené latky ze vzorku, které se vice ¢i méné zpozd'uji
U interakci (rozpousténi nebo adsorpce) se stacionarni fazi, a tim se
- starsi a jednodussi metoda

vzajemné déli.
n Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography, TLC)

rozdélovaci - stacionarni faze je kapalina zachycend v tenké vrstvé a
mobilni faze je také kapalna

adsorpéni - stacionarni faze je tuhy adsorbent, ktery je soucasti . : ° . °
tenké vrstvy, a mobilni faze je kapalna
- jednoduch, lacind metoda, vyZaduje minimalni instrumentaci
n Vysokou€inna tenkovrstva chromatografie (High Performance Thin " Vzor'lf)’/ rozpusterje v tekavém rozpouvsteC!Ie Se nanasi na start.
Layer Chromatography, HPTLC) Nanésime 0,1% aZ 5% roztoky v mnozZstvi 200 nl aZ 20 nmi do skvrn o
- vyuZziva (¢inné stacionarni faze o malé a jednotné velikosti ¢astic, prumeru 2 az 6 mm. . . . .
instrumentaci pro automatické davkovani, vyvijeni (Cerpadlo) a n Chromatogram se vyviji v uzavrené chromatografické komore, ktera je

detekci b srovnatelnd metoda s GC ¢i HPLC dobre nasycena parami mobilni faze.
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vzestupné sestupné kruhové
vyvijeni vyvijeni  (radialni)
vyvijeni

opakované vyvijeni (eluent o jiné polarité)
dvojrozmérné vyvijeni

n Vyvijeni se ukon¢i vybranim chvrgmato_?ramu z vyvijeci komory, kdyz
celo mobilni faze dosahne témér protilehlého okraje papiru ¢i tenké
vrstvy.

n Celo mobilni faze se ozna&i mékkou tuzkou.
n kdyz latky migruji velmi pomalu - technika preteceni mobilni faze

n Chromatogram se vysusi a skvrny nebarevnych gn@lytﬁ je treba pred
vyhodnocovanim chromatogramu detegovat pouZitim vhodné detekéni
metody. i

Detekéni metody

a) ponoreni nebo postrik chromatogramu vhodnym ¢inidlem

konc. H,SO, (pouze TLC), KMnO,, I, (organické latky); dithizon (ionty
kovl); ninhydrin (aminy, AMK, aminocukry), fluorescamin (aminy,
peptidy, sulfonamidy); acidobazické indikatory (kyseliny nebo zésady)

b) fluorescence luminoford v UV zafeni (excitace pri 254 nm)

c) zhé&eni fluorescence tenkovrstvé desky nadopované fluorescenénim
indikatorem (napr. hor¢ ikem aktivovany kremicitan zine¢naty)

42

Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu

Jednotlivé separované analyty se charakterizuji tzv. retardaénim
faktorem R..

Ui _di 1)
AU dy 14k

rychlost skvrny i-tého analytu

o u,, rychlost (¢ela) mobilni faze

0 dm d; vzdalenost stredu skvrny i-tého analytu
od startu

oo d,, vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu

O] dj R: <0, 1>

R- =0 latka nemigruje, zlstava na startu

Re =1 latka se nezadrZuje, migruje s ¢elem
rozpoustédla

Nizka reprodukovatelnost R.: zejména pokud stacionarni faze, mobilni
faze a jeji pary nejsou v rovnovéze. 43

Analyty identifikujeme:

a) porovnanim poloh skvrn analytl a standardli chromatografovanych na
témze chromatogramu

b) porovnanim hodnot retarda¢nich faktor{l R; analytd s publikovanymi
hodnotami zmérenymi za stejnych experimentalnich podminek

c) porovnéanim R,, hodnot 21 )
Ry =lo - 1-=log k
M g 5': P g

Ry na rozdil od Ry zavisi aditivné na strukturnich prvcich analytu

d) porovnanim hodnot relativnich retarda&nich faktor{
REi
Res

R« J€ relativni retardacni faktor tj. retardacni faktor
chromatografované latky vztazeny k retardac¢nimu faktoru standardu

RErai =

44
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PAPIROVA CHROMATOGRAFIE (PC)

rozdélovaci chromatografie

a) Analyty muieme stanovit primo na chromatogrameu pomoci celulozovy filtra&ni papir (99 % a-celulozy)
fotodozimetru, ktery ndm prevede skvrny analytu na chromatogram s
piky, jejichZ plocha je Umérnd mnozstvi prislusného analytu ve skvrné.

Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu

Stacionarni fazi je vétSinou voda zachycena na papire.

Jako mobilni faze se pouzivaji organicka rozpoustédla nebo jejich smési,
které se s vodou nemisi nebo misi omezené.

Chromatogramy lze vyvijet sestupné, radialné popr. vzestupné. Vyvijeni

%34 6 7 8 signal
= 3 2 <H | e

— skenovani

chromatogramu o L
1 svételny zdroj 5 chromatogram o L;Z
2 ¢otka 6 fotondsobid
3 monochromator 7 zesilovag
4 zrcadlo 8 zapisovaé poloha

b) Analyty se extrahuji z chromatogramu (vystrizeni ¢i seSkrabanf) a
stanovi se vhodnou metodou v roztoku.
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chromatogramu v PC je pomalejSi nez v TLC.

Sestupné PC aminokyselin
dinitrofenylderivaty aminokyselin
o Asp
eluent
o Gly cyklohexan 60%
@ Al isopropanol 36%
0 Met 50 mM benzoat draselny 4%
0 Val detekce
o Leu Zluté skvrny
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TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

n jednoduchd, rychla a ¢asto pouzivana chromatograficka metoda, se
kterou se daji realizovat vSechny metody kapalinové chromatografie.

n Tenkovrstvou chromatografii 1ze charakterizovat jako chromatografii
v otevrené koloné.

n Na tenké vrstvé je podstatné méné stacionarni faze, a tudiz analyza
na tenké vrstvé mize byt velmi rychla v porovnani s kolonou.

n VSechny nanesené latky se musi objevit mezi startem a ¢elem
rozpoustédla; nic nemize zstat v koloné.

Tenkovrstvou chromatografii je moZno realizovat v klasické (TLC) nebo
vysokoUéinné (HPTLC) experimentalni podobé.
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TLC

PouZivaji se prakticky viechny stacionarni faze jako pro kolonovou
chromatografii se zrnitosti 5 az 40 mm.

Stacionarni faze :

oxid hlinity, silikagel,

celuléza, iontoménice, polyamid

silikagel s -C18, -NH, nebo -CN skupinami

Stacionarni faze jsou naneseny na sklenénych deskach nebo
hlinikovych féliich.

Tenké vrstvy mohou obsahovat fluorescenéni indikator UV,, k
usnadnéni detekce analyzovanych latek.

Mobilni faze : ,,podobné se rozpousti v podobném*

cyklohexan, toluen, chloroform, dichlormetan, aceton, ethanol,
methanol, voda, amoniak, kyselina octova a jejich smési

Hnaci silou pohybu mobilni faze (MF) jsou kapilarni sily. Rychlost

pohybu MF zavisi na velikosti porl stacionarni faze b pratok MF neni

konstantni a nelze ho kontrolovat (plati pro TLC a PC) 8

12



HPTLC

n PouZivaji se stejné druhy stacionarni faze jako v TLC, aviak s velmi
malou zrnitosti a velkou homogenitou zrnitosti.

n Mobilni faze se dodavaji na vrstvu pomoci mikrocerpadel (F,, » 1 m/s)
pro zajisténi rovnomérného toku eluentu tenkou vrstvou b umoZzriuje
dosazeni vyssi separacni u¢innosti nez v TLC a PC

n Vyvijeni chromatogramu probiha ve vyvijecich komorach s moZnosti
regulace sloZeni plynné faze, nebot’ priitok eluentu tenkou vrstvou
zavisi na tlaku a sloZeni pary (plynné faze) nad vrstvou.

tenkd vrstva

-« -«
plynna plynna
aze aze
mobilni
faze
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TLC STEPU NUKLEOVYCH KYSELIN

tenkd vrstva: Nano-SIL NH, /7 UV

eluent: aceton/voda 30/70 (v/v) + 0,2M (NH,),SO,
objem vzorku: 0,3 m

detekce: fotodozimetr, UV pri 254 nm

piky: 1. UTP (uridinmonofosfat)

2. UDP (uridindifosfat) 4
3. UMP (uridintrifosfat) 3
4. uridin (uracil-rib6za)
I =]
= i=]
c 2 g
2 =
“ ©
g =
< =
@ N5t
S————

poloha na tenké vrstvé
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TLC BARBITURATU

tenkd vrstva: RP-18W / UV254
(W = wettable, smocitelnd, nesilanizovand)
eluent: methanol/voda 45/55 (v/v)
detekce: fotodozimetr, UV pri 254 nm
piky: 1. Revonal
2. Prominal 1
3. Luminal

signal
Selo eluentu

start

poloha na tenké vrstvé
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TLC PESTICIDU

tenkd vrstva: Nano-DURASIL-20 UvV254

eluent: chloroform/aceton 95/5 (v/v)

detekce: fotodozimetr, UV pri 254 nm

piky: 1. Desethylatrazin
2. Hexazinon 5
3. Simazin
4. Atrazin
5. Crimidin

signal

¢elo eluentu

start

poloha na tenké vrstvé
52
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TLC STEROIDNICH HORMONU

tenkd vrstva: Nano-SIL CN / UV

eluent: petroleter(40-60 °C)/aceton 80/20 (v/v)

objem vzorku: 1 m

detekce: 0,2 g MnCl, v 60 ml methanolu s 2 ml H,SO,

fotodozimetr, UV pri 366 nm

piky: 1. estriol 2
2. estradiol
3. estron

signal

Celo eluentu

poloha na tenké vrstvé
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