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Analyticka chemie M

o«

Jaké latky se nachazi ve vzorku?

l

kvalitativni slozeni vzorku
(druh latek)

y
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IDENTIFIKACE
Pb(NO;), + K,CrO,~> \

Pb(NO,), + (NH,),S >PbS{

FeCl, + NaOH = Fe(OH),{

Zdroj: Google



Analvticka chemie M

o o

Jaké latky se nachazi ve vzorku? Jaké je zastoupeni téchto latek ve vzorku?
kvalitativni slozeni vzorku kvantitativni slozeni vzorku
(druh latek) (mnozstvi latek)
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Analyticka chemie M

Klasicka analyticka chemie

~- srazeniny a barevné slouceniny
-

gravimetrie a volumetrie

Zdroj: Google



Analvticka chemie M

«

Klasicka analyticka chemie

l

srazeniny a barevné slouceniny

gravimetrie a volumetrie

Zdroj: Google, Directindustry

Instrumentalni analyticka chemie
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spektrometrické metody

elektrochemické metody
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Separac¢ni metody M

e separace je proces oddélovani jednotlivych slozek ze smési za ucelem ziskani Cistych
slozek

» zalozeny na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé rlizné nemisitelné faze
* |ze je vyuzit pro kvalitativni i kvantitativni analyzu

e zvysuji selektivitu a specificnost v analytické chemii
e srazeni e sublimace e dialyza
» elektrodepozice e destilace » extrakce

* krystalizace

* nejrozSirenéjsi moderni separacni metody v analytické chemii

ELEKTROMIGRACNI METODY

CHROMATOGRAFIE

—




Michail Semjonovic Cvét (1872 — 1919)

* rusky botanik

e 1901 vynalezl separacni techniku = chromatografii

(CHROMA = barva a GRAPHEIN = psani)
e 1903 ,,Chromatograficka metoda je metoda, pfi niz jsou rizné komponenty smési

rozdéleny na adsorpcni koloné v pritocném systému.”
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prvni kapalinovy chromatograf

sestaveny Cvétem

pro déleni chlorofyli

o Hanthophyll
Chlarophyll &
- Chlatophyl o . vy > 7 Ve 4 ’
! ~— xanthophyll o stacionarni faze: uhlicitan vapenaty (CaCO,)

=—- santhophyll «

/ ) i
L_“} mobilni faze: sirouhlik (CS,)

Zdroj: Svec F.: Co dnes hybe kapalinovou chromatografii? Chem. Listy 103, 266-270 (2009)



Nobelova cena za chemii 1952 “WW

Richard Laurence Archer John Porter

Millington Synge Martin

(1914 —1994) (1910-2002)

britsky biochemik britsky chemik

* snaha o lepsi a jednodussi metody pro identifikaci aminokyselin
» polozili zaklady papirové chromatografii jako jedné z forem rozdélovaci chromatografie

e papirova chromatografie patfila k nejvyznamnéjsim analytickym metodam v té dobe!!!

THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 1952
ARCHER J. P. MARTIN, RICHARD L. M. SYNGE

Zdroj: Google



Zakladni pojm 4
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Chromatografie Chromatograf Chromatogram
metoda pristroj zaznam

A
Vysokoucinna 5
kapalinova g
T
chromatografie &
HPLC

Zdroj: Directindustry



* mrtvy cas kolony (t,,) je retencni cas analytu, ktery neni v koloné zadrZzovan, t;.

analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze

E Chromatogram M

* retencni cas (t) je celkovy Cas, ktery pfislusny analyt stravi v separacni kolone

\ * redukovany retencni cas (t ;) je Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve stacionarni fazi

>

retencni ¢as tg,

Vv

signal detektoru
N

retencni €as ty,

A4

te=t,+t
. _ redukovany R M R
= retenéni éas tg, ~

&
~

mrtvy cas t,,

redukovany
retencni €as tg-,
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Chromatoqgram M

* mrtvy cas kolony (t,,) je retencni cas analytu, ktery neni v koloné zadrZzovan, t;.

analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze

J

* retencni cas (t) je celkovy Cas, ktery pfislusny analyt stravi v separacni kolone

\ * redukovany retencni €as (ty.) je Cas, ktery prislusny analyt stravi ve stacionarni fazi
A

>
5 5
E i retencni cas tg, 3 %
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T c
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= . redukovany 2
RN “A" retenénicasty,
mrtvy ¢as t,, % R1 P

redukovany
retencni €as tg-,

¢as (min)

= zakladni linie, Sum, drift

tv tr tro cas
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Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PrF UK, Katedra analytické chemie



Chromatografie M

« SEPARACNI METODA (= délici)

» vyuziva rozdéleni latek mezi dvé faze

e separace probiha v chromatografické koloné, ktera obsahuije:
v' stacionarni (nepohyblivou) fazi = sorbent

v mobilni (pohyblivou) fazi = eluent

12

Zdroj: Verkon, Agilent, http://ilovechemistry.info



Chromatografie M

* rozdilné analyty (délené latky) maji rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi
* rlUzné analyty podléhaiji rizné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi

e rozdilné analyty jsou rozdilné zadrzovany a rozdilné zpozdovany (retardovany)

vzorek
zachyceny na rozdéleny
vzorek stacionarni fazi vzorek

. & e dpgy . a u
Tt |

mobilni _ &%, RN u
faze = @

& [ |

. & & &g 2 &
A 4
detekce 13
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e kvalitativni informace

signal detektoru

>

» poskytuje analytické informace

» poloha piku (retenéni ¢as tg) = druh latky (metoda standard)

Chromatografie M

« ANALYTICKA METODA

14



Chromatoqgrafie

« ANALYTICKA METODA

» poskytuje analytické informace

» kvalitativni informace

» poloha piku (retenéni ¢as tg) = druh latky (metoda standard)

Hurnihore + — = CE-2 Standard
Adhumulone — Galena Hops
o |
Cohumulone ] 1 R
3 ﬂ | Lupulona +
= | | Adupulone
8 I A A
= i\ i\
= j 1"_{ R Sk O J||r 1"L‘__
B e e e e ——— — — m— N —— — — —
=
0 1 2 3 4 5 6 T 8
Time/min.
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Zdroj: http://www.kutztown.edu/acad/chem/ug_research/betts_hops.htm



Chromatografie M

« ANALYTICKA METODA

» poskytuje analytické informace A=1.064 xhxw
= 4, 1/2

* kvantitativni informace
3000 T ' T T T v T T T
» plocha piku (mnoZstvi, koncentrace latky) Al

J
\“ . v Vé 7

= metoda kalibracni primky 2500 )
:)J L E
| 2000 |
1500 i
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500 A = 24,96¢ + 1,10
| R = 0,9997 |
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20 40 60 80 100 120

C (ng/ml)
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Chromatografie W

« ANALYTICKA METODA

» poskytuje analytické informace A=1.064 xhxw
= 4, 1/2

* kvantitativni informace

\ » plocha piku (mnoZstvi, koncentrace latky)

4000 f

= metoda standardniho pridavku Ag;‘g";'
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Chromatografie M

« ANALYTICKA METODA

» poskytuje analytické informace A=1.064 xhxw
= 4, 1/2

* kvantitativni informace

> plocha piku (mnoiZstvi, koncentrace latky) 5,
A /A

/
= metoda vnitfniho standardu JA | |
f 25F
20F
15F
10}
05} AJA_=0,2897c -0,0004 |
¢, (ug/ml)
18




= Chromatografie M

o

POLARNI LATKY NEPOLARNI LATKY
» se |épe rozpousti v polarnich » se lépe rozpousti v nepolarnich
rozpoustédlech rozpoustédlech
» adsorbuji se na polarnich povrsich » adsorbuji se na nepolarnich povrsich

Podobné se rozpousti v podobném
11
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Prehled chromatografickych techW

mobilni stacionarni mechanismus

. . wr s metoda
faze faze déleni
J
kapalina rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
c
—: adsorpce plynova adsorpéni chromatografie (GSC)
pevna latka
sitovy efekt plynova chromatografie na molekulovych sitech (GSC)
rozdélovani kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)
kapalina
' sitovy efekt gelova permeacni chromatografie (GPC)
o
E adsorpce kapalinova adsorpcni chromatografie (LSC)
o 2
£ pevna latka iontova vymeéna iontové vyménna chromatografie (IEC)
2
g biospecificka reakce afinitni chromatografie (AC)
- rozdélovani tenkovrstva rozdélovaci chromatografie (TLC)
= kapalina
e rozdélovani papirova rozdélovaci chromatografie (PC)
©
o
pevna latka adsorpce tenkovrstva adsorpcni chromatografie (TLC)

20




Separacni mechanismy

= priciny zadrzovani a déleni separovanych latek

Rozdélovaci chromatografie
» vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce) molekul analyti mezi
dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami

e Adsorpcni chromatografie
» vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytd na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry

e Gelova permeacni chromatografie
» vyuziva mechanického déleni molekul analyti v pdrech gelu na zékladé jejich rozdilné
velikosti

e lontové vyménna chromatografie
» vyuziva rozdilné vyménné adsorpce analytl (iont) na povrchu iontového ménice

e Afinitni chromatografie
» vyuziva vyjimecné biologické schopnosti nékterych latek (afinantd, ligand() specificky
a reverzibilné vazat jiné latky

21




=

Prehled chromatografickych techW

1

mobilni stacionarni mechanismus

. . s metoda
faze faze déleni
kapalina rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
c
—: adsorpce plynova adsorpéni chromatografie (GSC)
pevna latka
sitovy efekt plynova chromatografie na molekulovych sitech (GSC)

22
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Plvynova chromatoqgrafie M

zosilnenie signalu
a spracovanie

vzorka

regulator
prietoku

nastrek vzorky
a nosného plynu

/

ra

chromatogram

detektor
jednotlivych zloziek

termostat
(vyhrievanie kolony)

AY

\chromatografické koléna

nosny plyn
(hélium/dusik/vodik)

11! analyt musi byt termicky stabilni a tekavy,

popfipade derivatizovat !!!

Zdroj: Wikipedia, www.b4i.cz



Plynova chromatografie M

e Analyza zivotného prostredi
- analyza plynnych a tékavych organickych polutantl v ovzdusi a ve vodach

- vyznamna je analyza pesticid(l, herbicidd, insekticid( ve vzorcich vod a pld

* Klinicka a toxikologicka analyza
- monitorovani obsahu drog v krvi

- stanoveni obsahu alkoholu v krvi

* Analyza potravin a kosmetickych pripravki

- objektivni hodnoceni chuti a vlni

* Analyza ropnych produktt

- posouzeni kvality ropy a jejich destilacnich produkt(

24




Plynové chromatografie M
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GC PLYNU ze VZDUCHU

GC polychlorovanych bifenylt (PCB)

kolona : naplnova, z nerezové oceli,

SF: molekulové sito 5A kolona : FS-SE-54-DF-0,35; 50 m x 0,25 mm ID
nosny plyn : 30 ml/min He SF: SE-54 (fenylpolysiloxan)

davkovani : 100 mL (35 °C) nosny plyn : N, (1,2 bar)

teplota termostatu kolony : 35 °C davkovani : 1 mL (200 - 800 pg/mL v CH,Cl,)
detekce : TCD (140 °C) splitter (déli¢) : 1:70

teplota kolony : 80 °C ® 280 °C, 8 °C/min
detekce : ECD (260 °C)

25

Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PfF UK, Katedra analytické chemie
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5— Prehled chromatografickych techfti’

mobilni stacionarni mechanismus
faze faze déleni

metoda

rozdélovani kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)
kapalina

adsorpce kapalinova adsorpcni chromatografie (LSC)

kolonova

pevna latka

kapalina

26




Kapalinova chromatoqrafie M

CHECILO T BT
2
2
%m
urrip A o0 piky -
pumpa || WAl
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%&(fgﬁ L1 < i
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kohout se™= | [ %
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€ termostat
‘ | €=——— automaticky
- e davkovac vzorku
———

Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PfF UK, Katedra analytické chemie, ChromaDex
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Kapalinova chromatografie M

e Farmaceuticka analyza

- HPLC je standardni |ékopisnou metodou pro identifikaci a hodnoceni Cistoty

substanci a finalnich Iékovych forem

- vyuzivana pro stanoveni koncentrace IéCiv v télnich tekutinach

e Analyza zivotného prostredi

- analyza anorganickych i organickych polutantt ve vodach a ptdach (PAH)

* Analyza biomolekul a makromolekul

peptidy, bilkoviny, oligonukleotidy, sacharidy, lipidy, steroidy, karotenoidy,

syntetické polymery

28
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|
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POLYAROMATICKE UHLOVODIKY

kolona : 15 cm x 4 mm, SF: Nucleosil 5 C18 PAH
prutok eluentu : 0,9 ml/min pfi tlaku 100 bar
eluent : acetonitril / voda
5 min 60% ACN, isokraticky
60% = 90% ACN za 15 min, linearni gradient
90% - 100% ACN za 20 min, linearni gradient
20 min 100% ACN, isokraticky
detekce : fluorimetricka

piky : 1. naftalen, 2. acenaften, 3. fluoren, 4. fenanthren, 5. anthracen, 6.
fluoranthen, 7. pyren, 8. benz[a]antracen, 9. chrysen, 10. benzo[e]pyren,

dibenzo[ah]anthracen, 15. benzo[ghi]perylen, 16. indeno[1,2,3-cd]pyren

11. benzo[b]fluoranthen, 12. benzo[k]fluoranthen, 13. benzo[a]pyren, 14.

Kapalinova chromatografie "

50
9
4
gm 3 & 7
k> A
:ﬂgzu
o
=3
oot
g ILP
10 F l'u\_l_

0 2 4 f g 10 12 14 16
retendni ¢as [rmin]

HPLC BILKOVIN

kolona : 25 cm x 9,4 mm, SF: Zorbax GF-250

eluent : 130 mM NaCl + 20 mM KCI +

50 mM Na,HPO, (pH = 7,0), pritok eluentu : 1 ml/min
detekce : UV fotometrickd pfi 210 nm

piky :
1. mysi IgM, Mh = 900 000
2. hovézi thyroglobulin, Mh = 669 000
3. B-amylasa z brambor, Mh = 200 000
4. hovézi serum albumin, Mh = 66 000
5. kureci albumin, Mh = 45 500
6. hovézi RNAasa, Mh = 13 700
7.azid (t.. ), Mh =65

max

29

Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PfF UK, Katedra analytické chemie
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5— Prehled chromatografickych techfti’

mobilni stacionarni mechanismus
faze faze déleni

metoda

kapalina

' sitovy efekt gelova permeacni chromatografie (GPC)

o

c

9
o 2
£ pevna latka iontova vymeéna iontové vyménna chromatografie (IEC)
i) biospecificka reakce afinitni chromatografie (AC)

30
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Gelova chromatografie M

P

Gelova permeacni chromatografie

SF = hydrofobni gel
+
MF = organicka rozpoustédla
J
hydrofobni latky

Gelova filtracni chromatografie

SF = hydrofilni gel
+
MF = vodné pufry

)
hydrofilni latky

» vyuzivd mechanického déleni molekul analytl v pérech gelu na zakladé jejich

rozdilné velikosti, tzv. molekulové sitovy efekt

e Skupinové déleni a odsolovani
- oddélovani vysokomolekularnich latek od

nizkomolekularnich

Predseparace komplexnich vzorku

Urceni molekulové hmotnosti

Zdroj: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255tech/255techniques.htm

(a) Gel filtration chromatography

/ Large protein
°°°3°‘0‘~ Small protein

\
Layer \ Add buffer | .
sample | to wash Se0,
on l \ proteins /YW °
column | w through

| column

\

Polymer gel bead

°

=
i
|
|
\

‘ Collect
s | fractions



Gelova chromatografie M

syntéza: 2-brombenzoylferocenu z 2-brombenzoylchloridu a ferocenu

SF: silikagel

MF: MTBE:hexan (4:1)

32

Zdroj: http://ilovechemistry.info 2. 2-brombe nZOY|fe rocen



protein

Layer
sample
on
column

Silné kysely loatex

R-S0.H— R-SOH

-

Silné bazicky anex
MaCl

MalDH

positively * «"s

Positively charged gel bead

HNa(l
* R -850, Ma"
HCO

E-N(CH:)R0H " R-N(CH:)CT

lontové vyménna chromatoqgrafie#”

>
* ymenna chromatografie®

» vyuZziva rozdilné vyménné adsorpce analytl (iontd) na povrchu iontového ménice

(b) lon-exchange chromatography

Negatively charged
A protein :
Positively charged

Elute negatively «
charged protein

‘e ® with salt solution _ - -
_*L (NaCl) @@ > 54
0

Amnfotern ionexy: obsahul katexove 1 anexove fumkim
skupimy; vybhvareji voiim soli

50,

R¢5U3-H+ -H0 MalCl
N(CHa):0H N(cH,),
— .
NaCl K'SD] Na e Kﬁﬁg
E‘I_iﬂijjsﬂ' .'_‘J_{EI-I3J3
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Zdroj: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255tech/255techniques.htm
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Afinitni chromatografie M

» vyuziva vyjimecné biologické schopnosti nékterych latek (afinantd, ligandt Ci

afinantnich ligand() specificky a reverzibilné vazat jiné latky

e antigen — protilatka (c) Antibody-affinity chromatography

e enzym — substrat b oad o \4 —
pH 7 buffer £ f QO

 hormon — receptor o Protein - Q ? Q?
recognized ?)« Elute Q)*

by antibody 9}( Wash | with
@ Protein not O:é ng? g{é
recognized " | ~ buffer ¢
by antibody Q" ;’% ? g
\ N
Antibody .:0. | .:o.
s 2 3

Zdroj: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255tech/255techniques.htm
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Prehled chromatografickych techW

mobilni stacionarni mechanismus

. . s metoda
faze faze déleni
J
kapalina rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
©
=
©
o
©
X
- rozdélovani tenkovrstva rozdélovaci chromatografie (TLC)
= kapalina
e rozdélovani papirova rozdélovaci chromatografie (PC)
©
-
pevna latka adsorpce tenkovrstva adsorpcni chromatografie (TLC)

35




1

Tenkovrstva chromatografie M

* Rozdélovaci chromatografie

» vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce) molekul analytl mezi

dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami
» MF = kapalina

» SF = kapalina

* Adsorpéni chromatografie

» vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytl na povrchu

tuhé faze s aktivnimi centry
» MF = kapalina

» SF = adsorbent (silikagel, alumina) na sklenénych ¢i hlinikovych folii

36

Zdroj: http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/255/255tech/255techniques.htm



= Papirova chromatografie M

* Rozdélovaci chromatografie

» vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce) molekul analytl mezi
dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami

» SF = kapalina zachycend na papire
(je vétSinou voda zachycend na celulézovém filtracnim papire)
» MEF = kapalina

(organicka rozpoustédla nebo jejich smési, které se s vodou nemisi nebo misi omezené)

Q\ \
8 2 \
5
~ ~
LI )
"
6-;—0—0;—-
3
i

37

Zdroj: wikibooks



Papirova chromatografie W

* Rozdélovaci chromatografie

» vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce) molekul analytl mezi
4 dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami

» SF = kapalina zachycend na papire
(je vétSinou voda zachycend na celulézovém filtracnim papire)
» MEF = kapalina

(organicka rozpoustédla nebo jejich smési, které se s vodou nemisi nebo misi omezené)

vzestupne sestupne kruhové
vyvijeni vyvijeni (radialni)
= ! vyvijent

38

Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PfF UK, Katedra analytické chemie



=~ Princip déleni analyta pii PC Y

» vzorek se nanese ve formé malé skvrny na papir

* mobilni faze se necha vzlinat péry papiru

yd

* mobilni faze unasi délené latky ze vzorku

* latky se vice ¢i méné zpozduiji interakci (rozpousténi )

se stacionarni fazi

Ve B

e tim se vzajemné déli

> Cas 3

Zdroj: www.micromountain.com
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Princip déleni analyta pii PC M

stacionarni

/ faze \

separace i zz:
ﬁ
QD

Lol

mobilni 11

faze

slozky

afinita k SF afinita k MF

B — nerozpustny
+++ +
) ++ ++

+ +++
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! Analytické informace M

» kvalitativni informace
> poloha skvrny (druh latky) Retardacni faktor (R;) je pomér vzdalenosti,
kterou urazila latka oproti vzdalenosti, kterou

= retardacni faktor R¢

urazilo ¢elo mobilni faze
(metoda standard)

Tenka vrstva

/ nebo papir \\

Celo mobilni fize <N . C

05 0-i |2

Startovni linie ® A b
A+B+C B
| Las@esss@sd] I I PN Jory gty gk /BN 4
b d b L 4
Pred vyvijenim Rp(B) = ™ Po vyvijeni
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Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PrF UK, Katedra analytické chemie



= Analytické informace M

» kvantitativni informace

~ » plocha skvrny (mnozstvi, koncentrace latky)
= extrakce skvrn

= fotodenzitometr - prevede skvrny analytll na chromatogram s piky, jejichz plocha je

umeérna mnozstvi prislusného analytu ve skvrné

" -
signal
* 1 2 3 4 & 7 g
I
L] A
: —hsienovén{
chromatogoramu
) S _ 3
1 svételny zdroj 5 chromatogtatn
0 o 2 Eoctka & fot-:_:lnés obié
3 monochromator 7 zestlovad
4 zrcadlo 8 zapizovac
»
poloha
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Zdroj: Coufal P.: Separacni metody (MC230P51), PfF UK, Katedra analytické chemie



TLC/PC chromatografie ’WW

- vynikaji jednoduchosti provedeni a minimalni ekonomické naklady

e Monitorovani pribéhu organickych syntéz

- rychla kontrola Cistoty meziproduktl a finalnich produktu

y

\

" e Klinicka a toxikologicka analyza

- nezastupitelnda metoda pfri rychlém urcovani identity toxickych a omamnych latek

v toxikologii

- urCovani identity a hodnoceni stability farmaceutickych, potravinarskych
a kosmetickych produkt(
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1

5— Prehled chromatografickych techfti’

mobilni stacionarni mechanismus

. . wr s metoda
faze faze déleni
J
kapalina rozdélovani plynova rozdélovaci chromatografie (GLC)
c
—: adsorpce plynova adsorpéni chromatografie (GSC)
pevna latka
sitovy efekt plynova chromatografie na molekulovych sitech (GSC)
rozdélovani kapalinova rozdélovaci chromatografie (LLC)
© kapalina
S sitovy efekt gelova permeacni chromatografie (GPC)
c
(]
E adsorpce kapalinova adsorpcni chromatografie (LSC)
© pevna latka
£ iontova vymeéna iontové vyménna chromatografie (IEC)
©
o
o rozdélovani tenkovrstva rozdélovaci chromatografie (TLC)
— kapalina
< rozdélovani papirova rozdélovaci chromatografie (PC)
z
- adsorpce tenkovrstva adsorpéni chromatografie (TLC)
pevna latka
biospecificka reakce afinitni chromatografie (AC)

a7




Chromatografie
.Kralovna analyz"

A

Molarni hmotnost




D&kuiji Vam
Za pozornost




= Separace barviv
papirovou
ch romatog rafii
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