7. KAPITOLA

CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je primarni separacni metoda, pri niZ se vyuziva mnohokrat opakované ustanoveni
rovnovahy mezi dvéma nemisitelnymi fazemi. Jedna se o mnohostrannou techniku, ktera dokaze v
jednom kroku separovat smés na individualni slozky a soucasné ziskat kvalitativni i kvantitativni

informace, to znamena kromé urceni slouzeni smési lze stanovit i koncentraci jednotlivych slozek.

Podstatou chromatického procesu je distribuce slozek smési mezi dvéma fazemi, z nichZ jedna je
oznacovana jako mobilni a druha stacionarni. Jako mobilni faze se vyuziva plyn anebo kapalina,
stacionarni faze ma podle typu chromatografie rozdilnou formu, napriklad castecky, tuha faze,

tenka vrstva kapaliny na pevnych casticich a dalsi.

Béhem chromatického déleni dochazi k opakovanému transportu slozek do stacionarni faze a zpét
do faze mobilni. Pritom se chromatograficky systém priblizi rovnovaze, Ze rozdéleni slozky mezi dvé
slozky lze popsat distribucni (rozdélovaci) konstantou (koeficientem) vyjadrujicim pomér

rovnovaznych koncentraci slozky v obou fazich:
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V soucasnosti existuje Siroka skala chromatografickych metod, které lze rozdélit podle riznych
kritérii:

- podle skupenstvi mobilni faze

- plynova chromatografie - mobilni fazi je plyn

- kapalinova chromatografie - mobilni faze je kapalina

- plazmova chromatografie - mobilni faze je proud iontd

- fluidni chromatografie - mobilni faze je latka v nadkritickém stavu
- podle stacionarni faze
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- sloupcova chromatografie (kolonova chromatografie) - stacionarni faze je umisténa v trubici
(koloné)

- papirova chromatografie - stacionarni fazi tvori papir anebo upravena celuléza

- chromatografie na tenké vrstvé - stacionarni faze je suspenze v podobé tenké vrstvy na pevném
nosici (sklenéna deska, hlinikova folie)

Pri kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a stacionarni fazi je pevna latka (anebo
kapalina zakotvena v pevné latce).

- rozdéleni kapalinové chromatografie podle stacionarni faze

- adsorpcni chromatografie - o separaci rozhoduje rizna schopnost sloZzek poutat se na povrch
stacionarni faze (adsorbent)

- jontova chromatografie - o separaci slozek rozhoduji rizné velké elektrostatické pritazlivé sily
mezi funkcnimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku

- gelova chromatografie - slozky se separuji podle velikosti na porovité stacionarni fazi
(neionizovany prirodni anebo synteticky gel), kdy se mensi molekuly zadrzuji v porech gelu déle
nez vétsi

- afinitni chromatografie - stacionarni faze obsahuje zakotvené ligandy, které jsou schopny vazat
ze vzorku urcité slozky ke kterym ma Uzce selektivni vztah

- rozdélovaci chromatografie - o separaci rozhoduje riizna rozpustnost slozek vzorku ve stacionarni

a mobilni fazi

Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je analyticka a separacni metoda, ktera ma vyznamné postaveni v analyze
tékavych latek. Mezi hlavni vyhody této techniky patri jednoduché a rychlé provedeni analyzy,
Gcéinna separace latek a malé mnozstvi vzorku potrebné k analyze.

Princip separace latek pomoci plynové chromatografie (obrazek 7.1) je takovy, zZe kolonou
stacionarni faze prochazi stale nosny plyn. Zkouseny vzorek se vnese (nastrikne) do temperované
nastrikové komory (injektoru), kde se odpari a ve formé par je pak unasen nosnym plynem az do
kolony. Slozky ze vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve stacionarni fazi a pak desorbuji cerstvym
nosnym plynem. Nosny plyn unasi slozky vzorku postupné ke konci kolony a délici proces se neustale
opakuje. Detektor indikuje okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu. Signal
detektoru se vyhodnocuje a z jeho casového pribéhu (chromatogramu) se urci druh a kvantitativni

zastoupeni slozek.
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Obrdzek 7.1: Schéma plynového chromatografu.

Pokud dojde na chromatografické koloné k rozdéleni vsech n-slozek analyzovaného vzorku, obsahuje
chromatogram n-eluénich krivek (pikd) téchto slozek (obrazek 7.2). Ze ziskanych chromatogramu lze

vyhodnotit retencni parametry jednotlivych signalu, plochy a vysky piku a tak vyslovit predpoklad o

identité latky.

odezva detektoru

i

retencni ¢as [min]

n

Obrdzek 7.2: Chromatogram neznamé smési slozeny ze Ctyr latek.

Retencni parametry
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- retencni vzdalenost dR - je vzdalenost vrcholu piku od pocatku chromatogramu, to

znamena od nastriku vzorku na kolonu; daji se z ni snadno Zzjistit retencni ¢as a retencni objem.

- retencni cas tr - je celkova doba prichodu latky kolonou

- retencni objem Vi - je objem mobilni faze, ktery projde kolonou za dobu t, pri definovaném
objemovém prutoku nosného plynu Fr, (Vr = Fin tr)

- mrtvé retencni parametry - jsou retencni parametry slozky, ktera se za danych
podminek na koloné nezadrzuje, jeji distribucni konstanta K = 0, znaci se jako dy (mrtva retencni

vzdalenost), ty (mrtvy retencni Cas) a Vi (mrtvy retencni objem).

Kvalitativni analyza

Zakladem pro identifikaci latek pri plynové chromatografické analyze je shoda hodnot dg, tz nebo Vi
neznamé latky a standardu zmérené za presné stejnych experimentalnich podminek.

Pro identifikaci neznamych latek vsak lze také pouzit retencnich indexu, které odrazi specifické
interakce zkousené latky se stacionarni a mobilni fazi. Vyjadruji polohu piku identifikované latky v

chromatogramu vzhledem k poloze piki rady standardd.

Metody vyhodnoceni

- identifikace na zakladé retencnich ¢asll -srovnava se retencni ¢as neznamé latky s retenénim
Casem standardu. Standard je latka, u které zname strukturu a snazime se dokazat, Ze neznama
latka je s ni identicka (za stejnych podminek méreni)

- identifikace latek na zakladé retencnich indexu - porovnavaji se retencni ¢asy neznamé latky s
urcitou latkou nebo skupinou latek, které slouzi jako referencni latky (srovnani retencniho indexu s
reten¢nimi indexy latek znamych z literatury)

- identifikace na zakladé relativnich retencnich Casu - retencni cas se vztahuje na mrtvy cas ty nebo
na retencni cCas urcité vhodné latky (standardu), ktera se pridava do vzorku (eliminuje vliv délky
kolony, fluktuace prutoku, teploty)

V nékterych pripadech jsou hodnoty stanovenych retencnich index( latek blizké, takze timto

zpUsobem nelze provést jednoznac¢nou identifikaci.

Kvantitativni analyza

Mnozstvi separované latky vystupujici z kolony se méri detektory. Obvykle pouzivané detektory
indikuji okamzitou koncentraci latky na vystupu z kolony. V tomto pripadé je celkové mnozstvi latky
Uumérné plose piku. To umoznuje ur¢ovat mnoZzstvi Ci koncentraci dané latky v neznamém vzorku.

Kvalita kvantitativni analyzy je predevsim ovlivnéna pripravou vzorku, spravnou funkci pristroje a
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kvalitou zpracovani dat, s ¢imz také souvisi spravna volba kalibracni metody. Pokud neni plocha piku

odectena automaticky, lze ji odhadnout plochy piku vypoctem

A = h * YO,5
kde
A ... je plocha piku
h ... je vyska piku

Yo,5 ... je Sirka piku v poloviné vysky

V pripadé uzkych a symetrickych pikd lze pro kvantitativni vyhodnoceni vyuZit i vysku piku. Vztah
mezi plochou, respektive vyskou piku a koncentraci (hmotnosti) slozky lze vyjadrit obvykle linearni
zavislosti, ktera plati vétSinou v rozsahu nékolika radu koncentraci stanovované latky. Ke
kvantitativnimu stanoveni je mozno vyuzit néktery z rady osvédcenych zpusobu, napf. metodu

standardniho pridavku, metodu vnitfniho standardu, metodu vnéjsiho standardu.

Metody vyhodnoceni

- metoda vnitrni normalizace - stanovuje se obsah latek ve smésich, pokud je jejich pocet nizky a
vsechny jsou znamy. Mnozstvi dané komponenty se vyjadruje jako relativni podil z celku. Metody
nezavisi na presnosti objemu pri nastriku vzorku. A pouziva se predevsim pri rutinnich stanovenich.

- absolutni kalibrace - urcuje se absolutni koncentrace nebo absolutni mnoZstvi latky; spravnost
metody je zaloZena na presném davkovani

- metoda vnitrniho standardu - ke vzorku se pridava urc¢ité mnozstvi znamé latky, (vnitrni standard),
vSak ktera neni pritomna a nereaguje s plvodnim vzorkem. Vyhodou metody je to, Ze neni treba
znat presny objem nastriku vzorku.

- metoda standardniho pridavku - ke vzorku se pridava znamé mnozstvi stanovované latky a z plochy
piku latky obsazené ve vzorku a plochy piku po pridani definovaného mnozstvi latky ke vzorku lze

vypocitat mnozstvi latky v pivodnim vzorku.

Pristroj k méreni plynové chromatografie se nazyva chromatograf (obrazek 7.1). Mezi jeho
nejdulezitéjsi soucasti patfi kolona (se stacionarni fazi), nosny plyn (mobilni faze, detektor a

vyhodnocovaci zarizeni.

Nosny plyn
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Jako nosny plyn (mobilni faze) se v chromatografii pouziva vodik, dusik, helium, argon. Pri volbé se
zohlednuje viskozita, Gc¢innost, Cistota, reaktivita, typ pouzitého detektoru, cena. Pritok nosného

plynu se voli tak, aby se dosahlo nejlepsiho rozdéleni latek na koloné.

Kolona

Kolona je cast chromatogramu, v jejiz vnitrni Casti je umisténa stacionarni faze (adsorpcni anebo
rozdélovaci). V plynové chromatografii se pouzivaji kolony napliové anebo kapilarni

- napliové kolony jsou trubice naplnéné sorbety anebo nosi¢i pokrytymi kapalnou fazi. Vnitrni
pramér kolony s pohybuje mezi 2 mm a 4 mm a maximalni délce 4 m. Jako napli se pro adsorpc¢ni
chromatografii pouzivaji silikagel, grafitizované saze, alumina, jako molekulova sita se pouzivaji
hlinitokremicitany, pro rozdélovaci chromatografii potom kfemeliny (oxid kfemicity) upravené proti
adsorpci, aby separace fazi probihala pouze na principu rozdélovani.

- kapilarni kolony se vyrabi nejCastéji z taveného kiemene anebo oceli. Jejich délka dosahuje az
30 m, vnitfni pramér kapilary je 0,2 mm az 0,75 mm.

- mikronaplnové kolony jsou Gc¢inné napliové kolony malych prdmér( obsahujicich velmi malé
Castice (10 um i méné), ¢imz se dosahuje vysoké Gcinnosti.

Hlavni naroky na stacionarni kapaliny jsou dobra rozpustnost separované latky, teplotni stalost, a
mala tékavost. Musi pevné ulpivat na nosicCi, aby nedochazelo k jejich vymyvani z kolony. Volba
stacionarni faze se hraje hlavni roli pfi volbé vhodné kolony pro konkrétni vzorek, kde dalezitou roli

hraje polarita.

Detektor

Detektory reaguji na pritomnost slozky v nosném plynu. Musi byt dostatecné citlivé, aby zachytily co
nejmensi obsah slozky. Pouziva se

- tepelné vodivostni detektor - univerzalni detektor, kde nosny plyn proudi pres vlakno zhavené
elektrickym proudem a ochlazované na urcitou teplotu (obrazek 7.3). Pritomnost slozky ovlivni
vodivost vlakna a tim i jeho teplotu. Obvykle se pouzivaji dvé vlakna (jedno pro nosny plyna a druhé
pro Cisty plyn) a z rozdild se zjistuje pritomnost latky. Dulezity je co nejvétsSi rozdil ve vodivosti
mezi nosnym plynem a analyzovanou slozkou. Proto se pouziva vodik a helium.

- ionizacni detektory - vychazi z vodivosti elektriny v plynech. Nejrozsirenéjsim je plamenovy
ionizacni detektor, kdy se molekuly plynu ionizuji v kyslikovodikovém plameni. Pritomnost slozky
vplynu zvysi ionizaci, ktera vede knarGstu elektrického proudu. Pri pouziti detektoru
elektronového zachytu dochazi k ionizaci nosného plynu pomoci 3 zareni. Pritom uvolnéné elektrony
zachycuji elektronegativni atomy slozky. Detektor je citlivy zejména na halogeny, ale také fosfor,

siru, kyslik, olovo. Jako nosny plyn se pouziva zejména dusik.
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- hmotnostni spektrometr - ionty jsou v hmotnostnim spektrometru analyzovany, kdy lze pro kazdou

slozku ziskat jeji hmotnostni spektrum a identifikovat ji s spektrem v knihovné.
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Obrdzek 7.3: Tepelné vodivostni detektor.

Pracovni techniky plynové chromatografie

Existuje nékolik zpusobt mérfeni, které se lisi postupem transportu analyzované smési kolonou:

- elucni metoda - spociva v promyvani jednorazové nastriknutého vzorku nosnym plynem. Vzorek se
nadavkuje naraz do nosného plynu jesté pred vstupem do kolony. Z ni potom vychazi jako prvni
slozka, ktera se nejméné zachycuje na stacionarni fazi. Pro kaZdou slozku je charakteristicky cas, za
kterou projde kolonou. Vznikly casovy chromatogram je tvoren sérii pik( (obrazek 7.4). Metoda je
vhodna zejména pro smési, jejiz slozky se prilis nelisi.

- frontalni metoda - vzorek je kontinualné privadén do kolony. Prvni z kolony odchazi nejméné
absorbovana latka, postupné se pridavaji dalsi az po nejvice absorbovanou slozku. Nakonec odejde
smés vzorku s nosnym plynem puvodniho slozeni.

- vytésnovaci metoda - jednorazové davkovani vzorku do proudu plynu jesté pred kolonou. Nosny
plyn je sycen vyt&siujicim &inidlem (parami latky), které se sorbuje nejsiln&ji. Cinidlo Uspésné

konkuruje slozkam vzorku pri sorpci a tlaci tyto slozky
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Obradzek 7.4: Eluéni metoda.

pred sebou. V kolené se tak usporadaji zony od nejméné se sorbujici slozky po vytésnovaci cinidlo.
Sifka zony roste s koncentraci dané slozky.

- vakantochromatografie (inverzni chromatografie) - v sobé kombinuje frontalni a elucni techniku.
Analyzovana smeés prochazi kolonou dokud nevytvori dokud neustali rovnovaha mezi smési a
sorbetem. Potom se vpravi davka cistého nosného plynu, ¢imz se v koloné vytvori oblast bez

sorbujicich slozek (vakance). Vytvoreny chromatogram je inverzi vi¢i zaznamu z evolu¢ni metody.

Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separacnich (délicich) metod, ktera
vyuziva déleni latek mezi dvémi fazemi. Jedna je mobilni (pohybliva) a druha je stacionarni
(nepohybliva). Za zaklad separace latek kapalinovou chromatografii lze povaZovat rdznou afinitu
slozek vzorku k mobilni a stacionarni fazi. Cim vétsi afinita k stacionarni fazi latka vykazuje, tim
vice je zbrzdovan jeji pohyb chromatografickym systémem. Postupovanim vzorku kolonou se
vytvareji rovnovazné stavy na zakladé riznych interakci (hydrofobni, elektrostatické, interakce
dipol-dipol, vodikova vazba,...) mezi vzorkem a mobilni fazi, vzorkem a stacionarni fazi a rovnéz
mezi mobilni a stacionarni fazi.

Mezi metodami kapalinové chromatografie zaujima vyznamné misto technika HPLC (vysoko Ucinna

kapalinova chromatografie nebo vysokotlaka kapalinova chromatografie). Mobilni fazi je v tomto
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pripadé kapalina. Stacionarni fazi je film prislusné latky zakotveny na povrchu nosi¢e nebo pevny
adsorbent.

Kapalinovy chromatograf tvori zasobniky s mobilni fazi, vysokotlaka pumpa, davkovac, kolona a
detektor.

Metoda HPLC existuje ve dvou modifikacich

- normalni HPLC - stacionarni faze je polarnéjsi nez faze mobilni

- reversni HPLC - mobilni faze je polarnéjsi nez stacionarni, ktera se pouziva castéji

Mobilni faze

Mobilni fazi v RP HPLC mdze byt napfiklad voda, methanol, acetonitril a jejich smési v riznych
vzajemnych pomérech, pufry a dalsi. Zasobniky jsou sklenéné lahve, kterych mdze byt nékolik
s navzajem ruznymi mobilnimi fazemi, které je mozné spolu automaticky misit v pfedem zvoleném
poméru. Mobilni faze vstupuje do interakce se slozkami analyzované smési a konkrétni slozeni

mobilni faze mize vyznamnym zpUsobem ovliviiovat celou analyzu (kvalitu separace).

Stacionarni faze

Stacionarni faze je tvorena mikrocasticemi silikagelu (3 pm — 10 um), na kterych je navazana vlastni
stacionarni faze. Vlastni stacionarni faze muze byt tvorfena napriklad nepolarnimi uhlovodiky (oktan,

oktadekan), anebo polarnéjsimi uhlovodiky s funkcni skupinou (-CN).

Vysokotlaka pumpa

Vysokotlaka pumpa je velmi dlleZitou soucasti HPLC aparatury. Kolony pro HPLC jsou plnény
mikroCasticemi (stacionarni faze), které pri prichodu mobilni faze kladou zna¢ny odpor. Z toho
divodu musi byt mobilni faze pod vysokym tlakem (aZz 40 MPa), aby mohla projit pres kolonu.

Dostatecny tlak a konstantni pritok mobilni faze zajistuje pravé vysokotlaka pumpa.

Kolona

Kolonu obvykle tvori nerezova trubice o vnitfnim priméru okolo 4 mm a délce 5 cm — 25 cm, ktera
je naplnéna stacionarni fazi. O schopnosti kolony separovat urcité smési na jednotlivé slozky opét

rozhoduje zejména typ stacionarni faze zakotvené na silikagelovém nosici.
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Detektor

V metodé HPLC je dostupna opét rada riiznych detektord, které se lisi principem funkce, konstrukci,
selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim dynamickym rozsahem (nejcastéji pouzivany
spektrofotometricky a fluorescencni detektor). Volba detektoru zavisi na konkrétni aplikaci.
Podminkou pouZiti téchto detektort je, aby dana latka absorbovala zareni urcité vinové délky anebo
emitovala fluorescencni zareni.

Mobilni faze protéka pres vysokotlakou pumpu do kolony a nasledné do detektoru. Do proudu
mobilni faze je davkovan zkouseny vzorek, ktery je dale unasen do kolony, kde dochazi k separaci
jednotlivych slozek. Vystup z kolony vede do detektoru, kde jsou jednotlivé slozky detekovany.
Pokud je analyzovana smés dobre rozdélena, potom kazdé slozce smési odpovida jeden pik. Pro
vyhodnoceni chromatogramu (kvalitativni a kvantitativni analyza) plati stejné principy jako byly
popsany u plynové chromatografie.

HPLC analyza je citliva na sloZzeni a pH mobilni faze. Vyhodou HPLC je schopnost analyzovat
termolabilni latky, které by pri pouziti plynové chromatografie degradovaly a byly by tak

neanalyzovatelné.

Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie je zvlastnim typem kapalinové chromatografie, pri které se
separuji molekuly podle své velikosti a tvaru. Patri do skupiny rozdélovacich chromatografii, kde
stacionarni fazi je kapalina zakotvena v gelu (inertni polymerni nosi¢), ¢imz je zajisténa
nemisitelnost s mobilni fazi. Stejna kapalina potom tvori i mobilni fazi protékajici mezi ¢asticemi
gelu. Castice gelu maji kulovity tvar a obsahuji pory o zndmé velikosti. Gel nesmi obsahovat zadné
absorbujici skupiny ani nosi¢e naboju, aby se zabranilo separaci jinym mechanismem.

Pokud je na sloupec gelu nanesena smés latek s ruznou velikosti molekul, tak jeji pohyb gelem
zavisi na prutoku mobilni faze a Brownové pohybu molekul smési, ktery odpovida za jejich difuzi
dovnitf a ven ze stacionarni faze. Separace jednotlivych sloZzek smési je tedy dana jeji schopnosti
molekul prochazet poéry stacionarni faze. Molekuly jsou tak zpomalovany Umérné své schopnosti
prostupovat ¢asticemi gelu.

Predpoklada se, Ze pory jsou hodné nepravidelné.Proto ddlezitou roli nehraje jen jejich velikost,
ale také dostupnost jednotlivych casti. Pokud jsou molekuly prilis velké, ze neprojdou porem gelu,
zGstavaji v mobilni fazi a soucasné s ni se i vylucuji. Uvnitf gelu mobilni faze neproudi a tak pokud
jsou molekuly uvnitr Castice, nejsou unaseny proudem kapaliny. Jakmile vsak vydifunduji ven, tak
jsou odneseny mobilni fazi do dalsi gelové Castice. Tak postupuji vsechny castice chromatografickou

naplni, ale ty vétsi mnohem rychleji nez ty mensi v disledku zpomaleni. Tak se jednotlivé slozky
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smési uvoliuji ze sloupce v poradi klesajici velikosti molekul (relativni molekulové hmotnosti)
(obrazek 7.5).

Gelova chromatografie se nejCastéji provadi v systému voda - voda. K tom use pouzivaji hydrofilni
gely.

Hlavnim Ukolem gelové chromatografie je dosahnout dokonalé separace latek ve smési. Dobrého
rozliseni lze potom dosahnout volnou vhodnych experimentalnich podminek (typem gelu, velikosti
castic, rozméry sloupce, objemem vzorku ¢i pratokovou rychlosti). Pro zajisténi dobré separace by

mél objem sledovaného vzorku odpovidat 1 % az 5 % chromatografické naplné.

cas

kolona

chromatogram

pik latky e pik latky .

Obrdzek 7.5: Schéma gelové permeacni chromatografie. Malé (nizkomolekularni) molekuly (Cerné)
mohou volné prochazet do struktury gelu (bilé), zatimco velké (vysokomolekularni) molekuly (Sedé)
nikoli. Proto se ty malé castice pohybuji sloupcem gelu pomaleji a z kolony vychazi mnohem
pozdéji.

CHROMATOGRAFIE NA TENKE VRSTVE (TLC) A PAPIROVA
CHROMATOGRAFIE (PC)

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) mlze mit stacionarni fazi ve formé kapaliny zakotvené v
tenké vrstvé na podloznim materialu anebo tuha latka (adsorbent) v podobé tenké vrstvy. V obou
pripadech je ale mobilni fazi kapalina. V papirové chromatografii je mobilni fazi kapalina.

Stacionarni fazi je v PC také kapalina, ovSsem zakotvena v chromatografickém papiru. Bézné se jako
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mobilni faze pouziva napriklad cyklohexan, isopropanol, aceton, voda, toluen a dalsi. Stacionarni
fazi mize byt silikagel, oxid hlinity, iontoménice a jiné. Jako podloZni material se pro stacionarni
faze pouzivaji sklenéné desky nebo hlinikové folie.

Obé analyzy se provadi stejnym zptsobem. Na tenkou vrstvu nebo chromatograficky papir se nanese
kapka analyzované smési. Tenka vrstva (papir) se jednim koncem ponori do mobilni faze tak, aby
vychozi pozice kapek sledované latky zlstaly nad hladinou mobilni faze. Mobilni faze pak vzlina
tenkou vrstvou, pricemz dochazi k transportu a déleni analyzované smési. Analyza se ukoncuje, kdyz
celo mobilni faze dorazi do blizkosti protilehlého konce tenké vrstvy. Na vysusené vrstvé jsou patrné
skvrny jednotlivych sloZzek smési v rzné vzdalenosti od pocatku, které predstavuji chromatogram.
Kvalitativni vyhodnoceni se provadi tak, Ze se soucasné s analyzovanou smési o neznamém sloZeni
analyzuje na stejné tenké vrstvé predem pripravena smeés o znamém slozeni (standard). Pokud se na
chromatogramu shoduji vzdalenosti jednotlivych slozek od pocatku v neznamé smési a ve smési
znameé, pak se jedna o tytéz latky.

Kvantitativni vyhodnoceni se provadi pomoci denzitometru nebo extrakci z chromatogramu. Ten
dokaze zmeérit intenzitu zabarveni skvrn na chromatogramu a z ni spocitat koncentraci dané latky.
Pri extrakéni metodé jsou jednotlivé skvrny latek extrahovany z chromatogramu do vhodného

rozpoustédla a jejich koncentrace v rozpoustédle je pak urcena vhodnou metodou.
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