Separacni metody

vyuzivaji se k izolovani (separaci) dokazované
nebo stanovovane slozky z analyzovane smesi a
k odstraneni rusivych (interferujicich) komponent

7 7 \/a

analyzovaného roztoku (ucel ziskani cistych slozek)

Separace (deéleni) — operace, pri niz se vzorek
deli alespon na dva podily odlisneho slozeni

Rozdeleni separacnich metod

Metody zaloZzené na rlzné:
o distribuci jednotlivych slozek mezi dvé faze
e rychlosti pohybu jednotlivych slozek v teze fazi



Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach

Fize [ Separatnimetoda
_ Destilace (kapalina — plyn)
Plyn - kapalina - :
Plynova chromatografie (GLC) (headspace metody)
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Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach

Destilace

neselektivni separacni metoda k deleni slozek kapalné smési

cast smeési prevedena odparenim do parni faze, oddélene
zkondenzovana, ziska se kondenzat obohaceny tékavejsimi slozkami,
v neodparené Casti se koncentruji menée tekave slozky

nejCastéjsi vyuziti destilace, resp. rektifikace pri analyze ropy,
ropnych produktd, org. rozpoustédel apod.
Extrakce

selektivni separaCni metoda zalozena na prenosu latky z jedne
kapalne faze do druhe, ktera je v podstaté nemisitelna s prvni fazi

pouzitelna pro vzorky kapalné i tuhé (prenos z pevne faze do
kapalne), pro org. latky a biochemické materialy

provedeni v déli¢ce (nejjednodussi), v extraktoru (napf. Soxhletliv)



Destilace




Destilace

Obr. 1: Destilacmi aparatura
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Fazovy diagram

o Zopakujte si:
Dvouslozkova soustava o, o
Gibbsuv zakon fazi (v + f = s + 2)

Raoultlv zakon, Daltonlv zakon
Idealni chovani
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Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach

Sublimace
prechod latky z tuhého skupenstvi do skupenstvi plynného
Pouziti:
— k Cisténi a izolaci krystalickych latek od netékavych nebo malo
tekavych primesi
Srazeni (plvodné zejména v gravimetrii)
plsobenim roztoku srazedla, plynu nebo pevné praskové latky (jedina

latka se vyloudi v podobé srazeniny, nebo naopak jedina latka zlstane v
roztoku rozpusténa)

Rozpustnost srazenin je popsana soucinem rozpustnosti

Podle velikosti a tvaru castic rozeznavame srazeniny koloidni, amorfni a
krystalické (rychle vyluCované srazeniny jsou zpravidla amorfni nebo
mikrokrystalickeé, srazeniny vyluCované pozvolna jsou krystalictéjsi a
Cistsi)

provadét ze zredénych roztokd, vyssi teplota roztoku pri srazeni Ucinné
potlacuje vliv adsorpce



Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach

V4 V4 - Jer ":;.".:.._ : “‘"-..'_é;'
Molekulova sita LRI

syntetické zeolity, krystalické hlinitokifemicitany S R
Me,[(AlO,),(Si0,),]'mH,0, Me = kovovy kation, nap¥. f’f;;ij
Na* K+ Ca2*atd. SRR

trojrozmérna krystalova mrizka je prostoupena pravidelnym
systtmem dutin navzajem propojenych otvory jednotnych
rozmeérd

Pouziti:
— odstranovani vody z plyn{ a kapalin
— déeleni nizkomolekularnich latek v plynné fazi

— separace latek v kapalné fazi podle velikosti a tvaru
molekul (molekuly o prlifezu mensim, nez je otvor sita,

;gstuvpujl' ocIO\{nitF, avjsou zgdrioyény, molekuly veétsiho
prurezu zustavajl vne v okolnim mediu)




Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach
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Separacni metody

zalozené na fazovych rovnovahach

Techniky provedeni separace
jednostupnova (srazeni, extrakce, sublimace)
mnohastupnovée (extrakce)

kontinualni (chromatografie, destilace)



Separacni metody

zaloZzené na ruzné rychlosti pohybu ¢astic

Hnacisila |Faze Délené castice | Metoda
Magnetické Hmotnostni
pole A emg spektrometrie
Elektroforéza
Sl Kapalina Ionty Izotachoforéza
pole
Elektrodialyza
Koncentracni | Plyn, DI e o [2AAAIAS et
: : molekuly
gradient kapalina

Dialyza




Separacni metody

zaloZzené na ruzné rychlosti pohybu ¢astic

Separace v silovem poli

deleni latek na zaklade rozdilnych migracnich rychlosti v silovém poli,
napr. gravitacnim, elektrickem nebo teplotnim

zakladem téchto separaci jsou difuzni procesy
patfi sem

—molekularni difuze (prevod hmoty; hnaci silou je rozdil
koncentracni gradient)

—tepelna difuze (hnaci silou je gradient teploty)

v nékterych pripadech dochazi k nucené difuzi plisobenim vnéjsiho
silového pole

patfi sem
elektroforéza (migrace v elektrickém poli)
ultracentrifugace (difuze v gravitacnim poli)

hmotnostni spektrometrie (separace nabitych Castic v mag. poli
podle jejich hmotnosti a naboje)



Difuze
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Elektroforeza

separace v elektrickém poli

@ <+——  Potential 300 - 600 V

Cover plate
4 S i

Diaphragm

<«—— Electrolyte buffer ——»

a typical developed film
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Figure 8.1— Principle of zone electrophoresis. Each compartment is separated by a membrane to
contamination of the electrolyte by secondary products formed at the electrodes. The size and the
the charge carried by each species depends on the chemical medium in which they are foun
experiment can be carried out at constant current, constant voltage or constant power.
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Electrolyte!
ectro yte: Electrolyte

Cathode

Separation of cations :
Voltage : 20 kV (5pA)
Capillary : 75 pm x 60 cm
Electrolyte : "lonselect"
Conc. 1ppm each ion
UV Detection : 214 nm
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Figure 8.3—Schematic of a standard capillary electrophoresis instrument. The electrolyte is an aqueous
ionic solution that has been filtered and degassed. It can contain several additives. There are several
processes that can be used to introduce the sample into the capillary (cf. 8.4). The use of voltages above
30kV is rare because they require special insulation. The length of the capillary (L) and the effective
distance of migration (/) must not be confused since the latter is shorter by 10 or 20 cm.



Ultracentrifugace

separace v gravitacnim poli dx 5
sedimentace L TS0 X

sedimentacni rychlost dt
s ... sedimentacni konstanta, jednotka Svedberg (1
S =10135)
uhlova rychlost
vzdalenost od osy otaceni

zdroj o) ><] motor
svétla i

k vyvéveé

registracni
zafizeni



Separacni metody

zaloZzené na ruzné rychlosti pohybu ¢astic

vyu2|vaJ| rozdill v rychlosti pohybu Jednotllvych slozek smesi, slozky
jsou transportovany difuzi pres omezu1|C| rozhrani, obvykle

polopropustna membrana, hnaci silou je gradient chemlckych nebo
elektrochemickych potenciélﬁ

patfi sem
ultrafiltrace (k odde€lovani makromolekularnich latek a koloidnich
Castic (vel.5-100 nm) z roztok(; hnaci silou je hydrostaticky tlak)

obracena osmoza (separovani latek s rel. molek. hmotnosti 500 a
vyssSi; hnaci silou opét hydrostaticky tlak znacné vyssi nez pro
ultrafiltraci)

dialyza (membranova separace; hnaci silou je rozdil koncentraci
na obou stranach polopropustné prepazky)

elektrodialyza (rozdil od dialyzy = hnaci silou je rozdil
elektrickych potenciall)



Osmoza
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Chromatografie

jedna z nejvyznamnéjsich modernich analytickych metod

umoznuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poctu organickych i
anorganickych latek

objevil ji botanik Cvet (v roce 1903 zverejnena prace o separaci listovych
barviv na sloupci sorbentu)

klasicka kolonova (sloupcova) chromatografie byla mnoho let na pokraji
zajmu za chromatografii papirovou, tenkovrstvou a zejména plynovou

po zavedeni vysokoucinnych kolon a s rozvojem chromatografické
instrumentace se stala HPLC jednou z klicovych modernich analytickych
metod

v soucCasné dobe se rozvoj chromatografickych metod odehrava zejména
v oblasti vysokouUcinné kapalinové chromatografie a plynové
chromatografie

v praxi stale dosud nachazi znacné uplatnéni tenkovrstva chromatografie
(HPTLC), pro specialni aplikace je nékdy vhodné pouziti superkritické
fluidni chromatografie



Chromatografie

vyuziva distribuci (déleni) latek mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi
fazemi (jedna je mobilni a druha stacionarni)

Stacionarni faze — nepohybliva

Mobilni faze — pohybliva
Vzorek se umisti na zaCatek stacionarni faze, pohybem mobilni faze
pres stacionarni fazi je vzorek unasen, slozky vzorku mohou byt
stacionarni fazi zachycovany — pri pohybu se zadrzuji, vice se zdrzi
slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silngji — slozky se

postupné od sebe separuji, na konec stacionarni faze se dostavaji
drive slozky méné zadrzované



Chromatografie

Kolonou naplnénou sorbentem postupuje urcitou rychlosti mobilni
faze
Na zacatku kolony umistime vzorek, ktery obsahuje slozky 1 a 2

Mobilni faze unasi vzorek ke konci kolony, obé slozky postupuji
pomaleji nez mobilni faze, a z toho slozka 2 pomaleji nez slozka 1

Obé slozky jsou retardovany, z toho slozka 2 je retardovana vice nez
slozka 1

Pri postupu vzorku kolonou jsou molekuly slozek bud’ v mobilni fazi —
pohybuji se stejnou rychlosti jako mobilni faze, nebo jsou drzeny na
povrchu sorbentu — nepohybuji se viibec

Pfi prlchodu kolonou kazdd molekula vzorku prejde mnohokrat z
proudu mobilni faze na povrch sorbentu a zpét

V kazdém okamziku musi byt systém velmi blizko rovnovahy, kdy
poCet sorbovanych molekul se priblizné rovna poctu molekul
desorbovanych



Chromatografie

Doba, kterou priimérna molekula urcité slozky setrvava
na povrchu sorbentu, zavisi na velikosti interakce mezi
slozkou a sorbentem — urcuje poradi, v jakém slozka
vychazi z kolony

Cim vétsi je interakce, tim pozdéji slozka vychézi — tim
vetsi ma retencni cas

Na vystupu z kolony vychazeji obe slozky oddélené



pirehled nejdule

Chromatografie

W = W u N

Mobilni faze Stacionarni faze Chromatograficka technika Symbol
Plyn Kapalina Plynova rozdélovaci chrom. GLC
(plynova
chromatografie) Tuha latka Plynova adsorpcni chrom. GSC

Kapalinova rozdélovaci chrom. LLC
Gelova permeacni chrom. GPC
Kapalina
_ Papirova rozdélovaci chrom. PC
Kapalina
(kapalinova Tenkovrstva rozdélovaci chrom. TLC
chromatografie) — —
Kapalinova adsorpcni chrom. LSC
Tuha latka Tenkovrstva adsorpcni chrom. TLC
Iontoveé vymenna chrom. IEC




Chromatografie

rozdéeleni metod

Podle skupenstvi mobilni faze

Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography - LC) -
mobilni fazi—kapalina

Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC) - mobilni
fazi—plyn
Podle usporadani stacionarni faze

Kolonova (sloupcova) chromatografie — stacionarni faze umisténa v
trubici (koloné)
Plosné (planarni) techniky
Papirova chromatografie (Paper Chromatography - PC) -
stacionarni faze—soucasti chromatografického papiru

Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography - TLC)
- stacionarni faze—umisténa na pevném plochém podkladu
(napr. sklenéné desce nebo hlinikoveé folii)



Chromatografie

rozdéeleni metod

Podle povahy déje, ktery prevlada pri separaci
(obvykle se pri separaci uplatnuje nékolik fyzikalné-chemickych déjt soucasné,ale

jeden z nich prevlada)
Rozdelovaci chromatografie — o separaci rozhoduje odliSna rozpustnost
slozek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo
plyn)
Adsorpcni chromatografie - o separaci rozhoduje rfizna schopnost slozek
poutat se (adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuha latka)

Tontové-vyménna chromatografie - o separaci rozhoduji rlizné velké
elektrostatické pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze
(iontoménic) a ionty vzorku

Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na porovité
stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v pérech gelu zdrzuji déle
(molekulovy sitovy efekt) — separace biomakromolekul

Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat se ve vzorku
pravé urcité slozky, ke kterym ma Uzce selektivni vztah (afinitu)



Chromatografie

definice pojmu

Faze mobilni — pohybliva faze (plyn nebo kapalina)
Faze stacionarni
nepohybliva faze (Casto oznacovana jako sorbent)
mize mit nejriznéjsi podoby
tuhé castecky o velikosti jednotek az stovek mikrometrd

tenka vrstvicka kapaliny nanesena na tuhych casticich
tenky film kapaliny na vnitfni sténé kapilary

Vzorek — smes latek, ktera ma byt délena
Slozka 1, slozka 2 atd. — latky obsazené ve vzorku



Chromatografie

Mobile phase supply
@\J Chromatogram

Time

Figure 1.1—Chromatograph and chromatogram. The chromatogram obtained from the variation of an
electrical signal as a function of time is often reconstructed from values that are digitised and stored to a
microcomputer and then reproduced with the desired format (a, printer). Until recently, a chromatogram
was obtained on-line by measuring the variation of the voltage and reproduced on a recording device (chart
recorder or integrator, b). The reconstructed graph in the figure shows the separation of a mixture of at least
three components in solution, injected from a solvent (the first peak, not numbered, belongs to the solvent).

Chromatogram — zaznam signalu z detektoru v Case



Plynova chromatografie
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Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi
kolonou (vzorek se musi ihned premeénit na plyn, aby
mohl byt transportovan)

Mobilni faze — nosny plyn (He, Ar, N,)

V koloné se slozky separuji na zakladé rfizné schopnosti
poutat se na stacionarni fazi

Slozky opousté€jici kolonu indikuje detektor

Signal z detektoru se vyhodnocuje a z casoveho

pribéhu intenzity signalu se urci druh a kvantitativni
zastoupeni slozek



Plynova chromatografie
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Plynova chromatografie

stanoveni koncentrace na zaklade plochy piku

pro kvantitativni analyzu se pouziva vnitrni
standard (IS) nebo metoda standardniho
pridavku

ke vzorku se prida latka o znamé koncentraci



Head space

Basic Principles of Headspace Analysis

A headspace sample is normally prepared in a vial containing the sample, the dilution solvent, a matrix Education Centre

madifier and the headspace. Volatile components from complex sample mixtures can be extracted
from non-volatile sample components and isolated in the headspace or gas portion of a sample vial. A

Flash Chromatography

sample of the gas in the headspace is injected into a GC system for separation of all of the volatile Headspace GC
components.

Walatile
analytes

T

Sarmple, dilldtion salvent

s

}

1
e

_|_J

Al—
—

and rnatriz rodifier

Ising Syringe Filters

Phases of the Headspace Vial
5 =the gas phase (headspace)

Education Home

The gas phase is commanly referred to as the headspace and lies above
the condensed sample phase.

S = the sample phase
The sample phase contains the compound(s) of interest. It is usually in the form of a liquid or solid in
combination with a dilution solvent or a matrix modifier.

Once the sample phase is introduced into the vial and the wvial is sealed, volatile components diffuse
into the gas phase until the headspace has reached a state of equilibrium as depicted by the arrows.
The sample is then taken from the headspace.



Chromatografie

Kapalinova Plynova
o
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HPLC chromatografie

HPLC — high performance liquid-

chromatography
Sample
ﬁlnjeon port
reservoirs vacuum
Solvent 1| [Solvent2| | pump Flow
splitter

Degasser 1

Degasser 2

‘mixing '-.-'essel’

High pressure pump

pre-

column |

Pressure
| gauge

Analytical
Y ¥y column

differential detector

towaste ¥ (o Xie or

fraction collector
=995 CHP

schéma HPLC pristroje



HPLC chromatografie
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TLC chromatografie

tenkovrstva (thin-layer) chromatografie
R; retencni faktor

~_ TLC plate

_|— Eluant vapour

_Eluant
P

Sample deposition ol ‘

Figure 5.2—Vertical TLC chamber and TLC plate. Typical appearance of a TLC plate after development.



