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Metody separace

prirodnich latek

(5)

Chromatografie; zakladni definice a klasifikace ruznych
metod; kapalinova chromatografie, plynova
chromatografie, pristrojova technika.
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Chromatografie

« F(+)d »
D.T.Day
-chromatografie LS frontalni

pro konkurenceschopnost

M.S.Cvet
-chromatografie LS elucni

A.Winterstein a E.Lederer

A.J.P.Martin a R.L.M.Synge
-chromatografie LL elucni

-A. T.James a A.J.P.Martin
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DEFINICE CHROMATOGRAFIE

Fenomenologicka definice:
Diferencialni migrace (selektivni transport) separovanych molekul (solutu)
v systému dvou fazi, z nichz jedna faze je stacionarni a druha mobilni.

Kineticka definice:
Kontinualni proces zalozeny na konvektivhim narusovani a difuzivnim
obnovovani rovhovazného stavu mezi koncentraci (aktivitou) solutu v
mobilni a stacionarni fazi.
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Princip, teorie a aplikace
chromatografickych metod
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Schema pristroje pro chromatografii v kapalné fazi (LC)

co o
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Schema pristroje pro chromatografii v plynné fazi (GC)

I
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Komponenty pristroje pro kapalinovou chromatografii
Zasobniky rozpoustédla: -termostatovany zasobnik
-odplynovac
Cerpadla: -hydrostaticky tlak
-tlak plynu
-linearni davkovac
-peristaltické
-pistoveé
-rotacni
Nastrikovace: -typ strikaCka-septum
-nastrikovy ventil
Kolony: -analytickeé
-preparativni
Detektory: -opticke
-elektrochemickeé

Sbérace frakci: -rotacni
-linearni

Zaznam signalu detektoru

Zpracovani experimentalnich dat
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Komponenty pristroje pro plynovou chromatografii

Zasobnik stlaéeného plynu: -tlakové lahve
Reduk¢éni ventil: -regulace vstupniho tlaku nosného plynu
Nastrikovace vzorku: -stfikacka-septum
-nastrikovy ventil
-splitter
Kolony: -analytické
-(preparativni)
Detektory -tepelné vodivostni
-FID

Zaznam signalu detektoru

Zpracovani experimentalnich dat
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Struktura chromatografické kolony
PInéna kolona

GC, LC,
d=10-200 um d=1-20 pm
GC, LC,
d=20-100 pm d=1-5 um
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Vnitrni struktura (porozita) ¢astic
naplné chromatografické kolony
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Mikropory a makropory
Celkovy objem naplnéné kolony:

VT=V0o+Vm+Vi Vp=VmtVij

V=(0,35-0,5)+V/ 1 Vi=(0,3-0,8)+V p
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Stav koexistujicich fazi

Klasifikace chromatografickych syst
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Mobilni
kapalina
(LC)
LSC
LSLC
LLC

aze muze ses

V4

homogenni ¢ast

faze

V4
V4
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arni

pevna

Chromatografické systémy:

pevna+kapalna
Chromatograficka f

kapalna

Stacion
Fyzikaln
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Experimentalni techniky:

Planarni chromatografie

-na papire

-na tenké vrstveé
Kolonova chromatografie
Frontalni chromatografie:
-vzorek je kontinualné davkovan na
kolonu
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Elu¢éni chromatografie

-vzorek je nastriknut na kolonu jako pulz v malém objemu
mobilni faze

Chromatogram tri separovanych solutu
Souradnice c,t mohou byt nahrazeny c,V; m,t; nebo m,V.
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Mechanizmy interakci mezi soluty a stacionarnimi fazemi

Rozpousténi (absorpce, extrakce) molekul solutu ve
stacionarni fazi

Adsorpce molekul solutu na povrchu stacionarni faze
Chemické reakce molekul solutu ve hmoté nebo

na povrchu stacionarni faze (acido-bazické rovnovahy,
tvorba komplexu, vymeéna iontu, asociace iontovych
paru, srazeni, hydrofobni interakce, atd.)

Stericka exkluze

lontova exkluze

Bioafinita

Vsechny uvedené interakce mohou byt kombinovany

a urcuji tak typ chromatografické techniky.

Klasické mechanizmy chromatografickych separaci je

mozné posilit sou¢asnym pusobenim fyzikalnich poli.

>
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Stericka exkluzni chromatografie, separacni modely
a mechanizmy, sekundarni interakce, inverze retence
v kritickem bode, adsorpcni chromatografie,
multidetekcni systemy.
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Pro Konkurenceschopnost

Retencni objem je determinovan dostupnosti Casti
objemu jednotlivych péru a distribuci rozméra péru
celeho systemu.

Vi, =V, + K¢ *V
C
K(R’r)SEC =—

: Co
VeV + [ K(R,F)sec g(r)dr
R

P
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Geometricky model
separachiho mechanizmu

pro konkurenceschopnost


ponizil
Razítko


L

r
*
o

oy w

- .t
L
-
[ ]
5
P Vzdelivani
' piro koonkounencesohopnos i

Hydrodynamicky model
separachiho mechanizmu

EVROPSHA LUNIE
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Termodynamicky model
separachiho mechanizmu

EVROPSHA LINIE

dG =dH -TdS yizyio+RTInci
Je= (%j an; a =
" T,Pn;,;
o\ ©
Z€E Cqi A
i=\ ) - ‘"X"[_] = Ksec
1 T,P.n, (i
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SEC je pouze separacni technika. Stredni hodnoty MH a DMH
musi byt vypocitany z experimentalnich dat

s vyuzitim kalibrace.

4 5 G 7 g q 10 11
Retention Yolume {Time)

Jednoducha
kalibrace

V. = f(M)

1M T e
10

osity

10° §
107

nsic ¥isc

107 &
107 |
10° &

Holar MassEIntri

10 &

1|:|3:.|||I||||I||||I||||I||||I|||||||

Retention Yolume (Time)

Univerzalni kalibrace

Ve = T(V, =[7]M)
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Ucmpost s’eparacmho Reduced
systému zavisi na HETP
pratoku a

Reduced Velocity

Diffusion

BI( Flow ﬁ
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WILADELE A TELOW Y CGHUNY pro kankurenceschopnost

Pro polymerizaéni stupen n>30, je rozdil mezi efektivhim
rozmérem polymernich retézci n a n+1 priliS maly.
Vysledkem je, ze piky jednotlivych mert jsou
superponovany.

Detector ﬁ
Response

Chrormatogram Correchad
for Spreading

Retention Volume

Retention Volume
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Zpracovani dat
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Figure 1 Retention volume versus logarithm of molecular
weight dependencies in the polystyrene-silica gel-tetra-
dmmmmw«wm: 1
42 °C, 2) 36 °C, 3) 32 °C, 4) 31.5 °C, 5) 30.4 °C, 6) 29.5 'C,)7)
26.1 °C, and 8) 23 °C. Mixed eluant composition
[CCLJ{CHCIs] = 94.5:5.5 vol percents, average diameter of

adsorbent pores, D = 12 nm. (Experimental data
from Ref. 2.) ¢ -
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Sekundarni interakce

Adsorpce, rozdélovani, srazeni
Nekompatibilita
Hydrodynamické jevy
Koncentraéni efekty
Elektrostatické interakce,
iontova exkluze a inkluze
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