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SEPARACNI (DELICI) METODY

zaloZeny na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé vzajemné
nemisitelné fdze

zvySuji selektivitu a specifi¢nost v analytické chemii

vyuziti pro kvalitativni i kvantitativni analyzu, tj. dikaz, identifikaci a
stanoveni

umoznuji izolaci sloZzek v chemicky Cisté formé

déleni srdzenim, elektrolyza, destilace, krystalizace, dialyza, extrakce,
chromatografické metody, elektromigracni separacni metody

déleni chromatografie

a) plynova (GC) (adsorpcni a rozdélovaci)
b) superkriticka fluidni (SFC)
c) kapalinova (LC)
- kolonova (HPLC)
(adsorpéni, rozdélovaci, gelovd, iontové vyménna a afinitni)
- planadrni (plosnad)
(papirova a tenkovrstvad)
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ROZDELENI SEPARACNICH METOD

Pracovni Druh féze Mechanismus separacniho procesu
postup rozpustnost adsorpce  vyména ionti  tenze par velikost
castic
"""""""" pevnd/kapalnd  (spolu) srdzeni
elektrodepozice spolusrdzeni spolusrdzeni X sedimentace
extrakce
jednostupfiovy -------------moo-- e
kapalnd/kapalnd extrakce X X X X
elektrodepozice
kapalnd/plynna X X X destilace X
pevnd/plynnd X X X sublimace sedimentace
pevnd/kapalnd  kontinudIni extrakce LSC IEC X SEC
krystalizace, zénové
taveni
mnohostupriovy/ kapalnd/kapalnd kontinudlni a Craigova X X X X
extrakce, LLC
KontinUAINT s oo
kapalnd/plynna  GLC X X rektifikace X
pevnd/plynna X GSC X X X
pevnd/nadkritickd SFE SFC X X X

tekutina

- ——— ———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————



CHROMATOGRAFIE

- je separacni a soucasné i analytickda metoda
- poskytuje kvalitativni a kvantitativni informace o vzorku

vyuziva distribuce latek mezi dvé vzdajemné nemisitelné faze:
- mobilni (pohyblivou)
- stacionarni (nepohyblivou)

rdznd hlediska déleni chromatografie

povaha mobilni faze: plynova (6C) x kapalinova (LC)

zplsob provedeni: kolonova (sloupcovad) x plosna (plandrni)

princip separace: rozdélovaci x adsorpcni x iontové vyménnd x vylucovaci
x biospecificka (afinitni)

pracovni postup: eluéni (analyticky Gc¢el) x frontalni x vytésnovaci

dcel: analytickd x preparativni (preparacni)
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CHROMATOGRAFIE V PLOSNEM USPORADANI

Papir'ové chromatografie (Paper Chromatography, PC)
rozdélovaci - SF je kapalina zachycend v papiru a MF je téZ kapalna
- starsi a jednodussi metoda

Tenkovrstva chromatografie (ThinLayer Chromatography, TLC)

rozdélovaci - SF je kapalina zachycend na tenké vrstvé a MF je také
kapalna

adsorpcni - SF je tuhy adsorbent, ktery je soucdsti tenké vrstvy, a
MF je kapalna

- jednoduchd, levna metoda, vyzaduje minimdlni instrumentaci

Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (High Performance Thin Layer
Chromatography, HPTLC)

- vyuziva G¢inné SF o malé a jednotné velikosti ¢dstic, instrumentaci
pro automatické davkovani, vyvijeni (Cerpadlo) a detekci =
srovnhatelnd metoda s HPLC
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Postup déleni analyttu pri PC a TLC

Vzorek naneseme ve formé malé kulaté skvrnky na papir nebo tenkou
vrstvu a poté nechdme MF vzlinat péry papiru nebo tenké vrstvy. MF
undsi délené latky ze vzorku, které se vice ¢i méné zpozd'uji interakci
(rozpousténim nebo adsorpci) se SF, a tim se vzdjemné déli.
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Vzorky rozpusténé v tékavém rozpoustédle nandsime na start.
Nandsime 0,1% az 5% roztoky v mnozstvi 200 nl az 20 pl do skvrn o
priméru 2 az 6 mm.

Chromatogram vyvijime v uzavirené chromatografické komore, ktera je

dobre nasycena parami mobilni fdze.
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vzestupné sestupné kruhové

vyvijeni vyvijeni  (radialni)
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opakované vyvijeni (eluent o jiné polarité)
dvojrozmérné vyvijeni (vyvijeni v navzdjem kolmych smérech)

Vyvijeni ukonéime vybrdnim chromatogramu z vyvijeci komory, kdyz
MF dosdhne témér protilehlého okraje papiru ¢i tenké vrstvy.

Misto, kam doputovala MF, tzv. Celo, si oznacime mékkou tuZzkou.

Chromatogram vysusime a skvrny nebarevnych analytt detekujeme
pouzitim vhodné detekéni metody.

Pri pomalé migraci latek miZeme pouzit techniku preteéeni mobilni
faze (nelze oznacit celo MF)
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Detekéni metody v plosné chromatografii

- chemické a fyzikdlni zplsoby detekce
chemicky zplisob detekce je posttik vhodnym Cinidlem a fyzikdini zplisob
detekce je interakce s UV nebo IC zdrenim

1) ponoreni nebo postrik chromatogramu vhodnym ¢inidlem

- konc. HNO; nebo H,S0, (pouze TLC), K,Cr,05, KMNO,, I, (organické ldtky)
- fluorescamin (aminy, peptidy, sulfonamidy); ninhydrin (aminy, AMK, aminocukry);
dithizon (ionty kovll); acidobazické indikdtory (kyseliny a zdsady)

2) fluorescence luminofort v UV zdreni (excitace pri 254 nm)

3) zhdseni fluorescence tenkovrstvé desky nadopované fluorescenénim
indikatorem (napr. hoi*¢ikem aktivovany kfemigitan zineénaty)

- mineralizace analytt IC zdrenim
- prevedeni nebarevnych analytl derivatizaci na barevné pred vlastni analyzou

- biologicky zplsob detekce (rist mikroorganismi) o
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Kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu

Jednotlivé separované analyty jsou charakterizovany retardacnim
faktorem R:.

U; d; 1
Rgi = N

u, dyn 1+k

u. rychlost skvrny i-tého analytu
d u, rychlost (¢ela) mobilni fdaze
m | d, vzddlenost stredu skvrny i-tého analytu
od startu
© 0 @ d,, vzdadlenost ¢ela mobilni fdze od startu

@0 dl Re <0, 1>

y v R- = 0 ldtka nemigruje, zUstdva na startu

R- =1 ldtka se nezadrZuje, migruje s Celem
rozpoustédla

Nizka opakovatelnost Rg: zejména pokud staciondrni fdaze, mobilni fdze

a J@Jl pary neJSOU Vv rovhovaze. 5.10.2004 © Jana Sobotnikova



Identifikace analytu

1) porovndnim poloh skvrn analytl a standardt chromatografovanych na
témze chromatogramu

2) porovndnim hodnot retardacnich faktort Rr analytl s publikovanymi
hodnotami, zmérenymi za stejnych experimentdlnich podminek

3) porovnanim R,, hodnot |

Ry =log (R—— ) =log k
F

R\ na rozdil od Rr zdvisi aditivné na strukturnich prvcich analytu

4) porovndnim hodnot relativnich retardaénich faktori
Rg;
RF,S

RF,rel,i =

Rr o1 je relativni retardaéni faktor tj. retardacni faktor
chromatografované ldtky vztazeny k retardacnimu faktoru zvoleného
standardu
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Kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu

1) Analyty mlZeme stanovit primo na chromatogramu pomoci
fotodenzitometru: pfevedeni skvrny analytl na chromatogram s piky,
plocha piku je Umérnd mnozstvi prislusného analytu ve skvrné.

1 23 6 7 8 signal
Vg .
— skenovani ° -
chromatogramu o —

1 svételny zdroj 5 chromatogram 0 —

2 Cocka 6 fotonasobic

3 monochromator 7 zesilovac

4 zrcadlo 8 zapisoval poloha

2) Extrakce analytl z chromatogramu (vystrizeni ¢i seskrdbnuti skvrny)
a stanoveni vhodnou metodou v roztoku.
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PAPIROVA CHROMATOGRAFIE (PC)

rozdélovaci chromatografie

celulosovy chromatograficky papir (95 - 99 % a-celulosy)
- tloust’ka (mm), plosnd hmotnost (g m-2), kapacita (mg), savost
- modifikované papiry: acetylované, etherifikované, iontové vyménné skupiny

Stacionarni fdze

- voda zachycenad na papiru

- papir impregnovany poldarnim rozpoustédlem (formamid, dimethylformamid)
- papir impregnovany nepoldrnim rozpoustédlem (parafinovy, silikonovy olej)

Mobilni fdze
- voda + nizsi alkoholy
- organickad rozpoustédla a jejich smési o ruzné polarité

Vyvoj chromatogramu sestupné, popr. vzestupné (papir stoceny do ruli¢ky
nebo nahore pripnuty do spony)

Vyvijeni chromatogramu v PC je pomalejsi nez v TLC
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Asp

Gly
Ala

Met

Val
Leu

Sestupna PC aminokyselin
dinitrofenylderivaty aminokyselin

eluent: cyklohexan-isopropanol-50 mM benzoadt draselny
600/0-36 0/0—40/0

detekce: Zluté skvrny

Phenyl alanine «. . . Threonine
Tvrosine Leucine Tiyptophan

Methionine
Glutmine
Glydne Proline

Asparagine

Histidine Alanine

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

MF: n-butanol-CH;COOH-voda 12:5:3 (v/v)
detekce: SnCl, + ninhydrin



TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE (TLC)

jednoduchd, rychld a ¢asto pouZivand chromatografickd metoda

muZeme realizovat véechny metody kapalinové chromatografie (NP,
RP, TEC)

TLC Ize charakterizovat jako chromatografii v otevirené koloné

Na tenké vrstvé je podstatné méné SF, analyza mize byt velmi rychld
v porovnani s kolonou

VSechny nanesené latky se musi objevit mezi startem a ¢elem
rozpoustédla, nic nemize zlstat v koloné

Tenkovrstvou chromatografii je mozno realizovat v klasické (TLC) nebo
vysokoucinné (HPTLC) experimentdlni podobé.
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TLC

pouzivdme prakticky vSechny staciondrni fdze jako pro kolonovou
chromatografii, jen s vétsi zrnitosti (primér ¢dstic 30 - 50 um).

Staciondrni faze
oxid hlinity, silikagel, kremelina, polyamid (adsorbenty)
celulosa, chemicky vazané fdze na silikagel (-C18, -NH, ,-CN skupiny)
ionfoménice
SF jsou naneseny na sklenénych deskach nebo hlinikovych féliich,
zpevnéné skrobem nebo sddrou

Tenké vrstvy mohou obsahovat fluorescencni indikator UV,5, k
usnadnéni detekce analyzovanych latek

Mobilni faze ,podobné se rozpousti v podobném"
nepoldrni cyklohexan, toluen, chloroform, dichlormethan
poldérni aceton, ethanol, methanol, voda; amoniak, kyselina octova

Hnaci silou pohybu mobilni fdze (MF) jsou kapilarni sily. Rychlost
pohybu MF zdvisi na velikosti pért staciondrni faze = pritok MF neni
konstantni a nelze ho kontrolovat (plati pro TLC a PC)



HPTLC

pouzivame chemicky stejné druhy stacionarnich fazi jako v TLC, avsak
s velmi malou zrnitosti (15 um) a velkou homogenitou zrnitosti

mobilni fazi dopravuje na SF mikrocerpadlo (prutok ~ 1 ul s1) pro
zajisténi rovnomérného toku eluentu tenkou vrstvou = dosahujeme
vyssi separacéni Uc¢innost nez v TLC a PC

vyvijeni chromatogramu probihd ve vyvijecich komordch s moznosti
regulace sloZeni plynné fdze, protoze pritok eluentu tenkou vrstvou
zavisi na tlaku a slozeni plynné fdze nad vrstvou

P tenka vrstva N _ |
moznost automatizace

(automatické nanaseni
vzorku s dobrou
-« opakovatelnosti)

plynna plynna
faze A faze

mobilni

14
faze 5.10.2004 © Jana Sobotnikovd



Srovnani experimentdlnich parametrid TLC a HPTLC

Sorbent silikagel TLC HPTLC
Zrnéni (um) 30-50 10 - 15
Velikost port (nm) 8 - 50 6
Specificky povrch (m2g!) - 500
Tloust’ka vrstvy SF (mm) 0,1-0,25 0,15
Formadt vrstvy (cmxcm) 20 x 20 5x5;10x 10
HETP (um) 25 - 40 15
Priimér nanesenych skvrn (mm) 2-6 02-15
Primér rozdélenych skvrn (mm) 5-15 05-2
Doba potrebna k separaci (min) 10 - 200 2-15
MnoZzstvi latky ve skvrné (ug) 0,05-10 0,005 -1
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TLC STEPU NUKLEOVYCH KYSELIN

tenkad vrstva: Nano-SIL NH, / UV

eluent: aceton/voda 30/70 (v/v) + 0,2 mol dm-3 (NH,),S0O,
objem vzorku: 0,3 pul

detekce: fotodenzitometr, UV pri 254 nm

piky: 1. UTP (uridintrifosfat)

2. UDP (uridindifosfat) 4
3. UMP (uridinmonofosfdt) 3
4. uridin (uracil-ribosa) I
< o 2
) -
1 & 0
P 8 9 B 7 ©
O—(F;—O—(FI;—O—Z_—O o NAO i;:: O
UTP OH OH

poloha na tenké vrstvé
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TLC BARBITURATU

tenka vrstva: RP-18W / UV254
(W = wettable, smocitelnad, nesilanizovana)
eluent: methanol/voda 45/55 (v/v)
detekce: fotodenzitometr, UV pri 254 nm
piky: 1. Revonal
2. Prominal 1
3. Luminal 1 {\

1 (ll/ o)

N
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N

signal
elo eluentu

_}L%EO
o
&
o
¢

A\

’ A\lié) poloha na tenké vrstvé



TLC TRIAZINOVYCH PESTICIDU

tenka vrstva: Nano-DURASIL-20 UV254

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

detekce: fotodenzitometr, UV pri 254 nm

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

)0
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&
signal
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%elo eluentu
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fCLH; poloha na tenké vrstveé
SN
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TLC STEROIDNICH HORMONU

tenka vrstva: Nano-SIL CN / UV

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

objem vzorku: 1 pl

detekce: 0,2 g MnCl, v 60 ml methanolu s 2 ml H,SO,
fotodenzitometr, UV pri 366 nm

piky: 1. estriol ) )
2. estradiol ﬂ
3. estron ]
| 3
PO oL 3
PO OL =
(1D

-

-
O

¢elo eluentu

s Oeﬁ. poloha na tenké vrstvé

>
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chromatografie sacharidd na tenké vrstvé (Silufol)

= staciondrni faze: adsorbovand voda na silikagelu

= mobilni fdze: ethylacetdt-isopropanol-voda (6:4:2 v/v/v)
chromatografie fosfolipidu na tenké vrstvé (Silufol)

= staciondrni faze: adsorbovand voda nha silikagelu

= mobilni faze: chloroform-methanol-amoniak (65:25:4 v/v/v)
chromatografie listovych barviv na tenké vrstvé (Silufol)

= staciondrni faze: adsorbovand voda nha silikagelu

= mobilni fdze: benzin-isopropanol-voda (100:10:0,25 v/v/v)
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