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Metody separacni

Klicovy pozadavek
- rozdeleni vzorku na jednotliva
chemicka individua nebo

N 7y

alespon na jednodussi smesi

DULEZITE POJMY

- SELEKTIVITA

- FRAKCIONACNI KAPACITA
- ROZSAH POUZITELNOSTI



Metody separacni

SELEKTIVITA

+ SCHOPNOST LATKY DELIT NA ZAKLADE
JEDNE CI VICE JEJICH VLASTNOST!

— dle bodu varu (destilace, frakcni destilace)

— dle tekavosti (tenze par) (sublimace)

— dle distribuce v ruznych kapalnych fazich (extrakce
— vytrepavani)

— dle molekulové hmotnosti (GPC — SEC, SDS-ELFO)

— dle strukturnich vlastnosti (afinitni chromatografie)

— dle opticke otacivosti (chiralni separace)



Metody separacni

FRAKCIONACNI KAPACITA

+ MAXIMALNi POCET SLOZEK, KTERY MUZE
BYT ROZDELEN V JEDNE OPERACI

— jednoducha extrakce - 2 casti
— frakcni destilace - nekolik desitek frakci
— GC na kapilarni koloné - nekolik set

- Chromatografické metody - vysoka
frakcionacéni kapacita



Metody separacni

ROZSAH POUZITELNOSTI

+ JAKE TYPY LATEK LZE DANOU METODOU
DELIT
- otazka ,,univerzalnosti“ ci ,specificity“
dané metody
— nizkomolekularni / makromolekularni
— tekave /netekave
— stalé/nestalé za vyssich teplot
— polarni / nepolarni
— anorganicke / organicke



Metody separacni

TYPY METOD

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— kapalina-para, kapalina-kapalina,
kapalina-pevna faze, plyn-pevna faze

+ METODY ZALOZENE NA ODLISNE
POHYBLIVOSTI

—V SILOVEM POLI
— PRES MEMBRANU




Metody separacni

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— destilace

— plynova rozdelovaci chromatografie

— plynova adsorpcni chromatografie

— extrakce

— kapalinova rozdelovaci chromatografie
— gelova permeacni chromatografie

— frakcni krystalizace

— zonalni taveni



Metody separacni
+ METODY ZALOZENE NA ODLISNE POHYBLIVOSTI

~ V SILOVEM POLI
* elektroforesa (,,transport pomoci elektriny®)

) =
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il

— \
* isotachoforesa (,,transport pomoci elektriny*)
* termodifuse (,,transport pri teplotnim gradientu®)
* ultracentrifugace (,,odstrediveé sily“)

* sedimentace (,,gravitace“)



Metody separacni
+ METODY ZALOZENE NA ODLISNE POHYBLIVOSTI

— PRES MEMBRANU

» ultrafiltrace — zachycuje makromolekuly

* dialysa o
T
Oddell .I|:;I'[c-5r.|":-:! ;
nizkomolekularni
latky
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* reversni osmosa — pusobeni vétsiho tlaku nez je
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Metody separacni

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— rovnovazna distribuce slozek vzorku mezi dve faze

— pro kazdou slozku J - distribuce mezi faze 1 a 2
charakterizovana distribucni ,konstantou*

py=(cy)/(cy), - pomérkoncentraci

— prakticke analyticke vyjadreni pomoci koncentraci,
nikoli pomoci aktivit, a proto je korektnejsi mluvit
o DISTRIBUCNIM KOEFICIENTU nez
o DISTRIBUCNI KONSTANTE



Metody separacni

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— rovnovazna distribuce slozek vzorku mezi dve faze

— popis KAPACITNIM POMEREM k; - pomér
latkovych mnozstvi

= ky=(ny)y ()= [(cy)y Vil T 1(cy), Vol = Kp s ViV,

— obvyklejsi popis v chromatografii
* oznaceni tam téz jako KAPACITNI (RETENCNI) FAKTOR



Metody separacni

+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

— maji-li se latky delit - musi se lisit jim odpovidajici
hodnoty K, | resp. k,

— SEPARACNI FAKTOR a,, (separaéni pomér)

* oy =Ko, [ Kpy= ki |k,
» dosazuje se tak, aby pomer byl > 1
» JE VHODNEJSI PRIMO POSUZOVAT k, k, ki ...



Metody separacni
+ METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH
- VYTEZEK LATKY J
 pomeér hmotnosti latky v jedné fazi vuci
jeji celkove hmotnosti v soustave

Ry =(my), [ [(my), + (m,),]



CHROMATOGRAFIE

 DELENI MEZI DVE FAZE

—1) POHYBLIVA (KAPALINA, PLYN) - MOBILNI
» plyn - PLYNOVA CHROMATOGRAFIE
» kapalina - KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
* tekutina v nadkritickém stavu - SFC
—2) NEPOHYBLIVA - STACIONARNI - velmi
Siroka paleta ,,zakotvenych® fazi resp.
materialu — v KOLONE
» obecny pojem - SORBENT - NAPLN KOLONY
+ STACIONARNI FAZE - PAPIR, TENKA VRSTVA




CHROMATOGRAFIE

— STACIONARNI FAZE

 KAPALINA NA NOSICI
- GLC, LLC - ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

 TUHA LATKA

- GSC, LSC - ADSORPCNi CHROMATOGRAFIE -
adsorbent

— |EC - IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE -
jonex, iontomeénic

« GEL -, KAPALINA YV PORECH SORBENTU*
— GPC - GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE




CHROMATOGRAFIE

— VZOREK - delena smes
— SLOZKA - latky obsazené ve vzorku

- ELUCNI CHROMATOGRAFIE
» vzorek je unasen MOBILNI FAZi

» MOBILNi FAZE postupuje kolonou naplnénou
SORBENTEM

» DELENE SLOZKY POSTUPUJi POMALEJI NEZ
MOBILNI FAZE - jsou RETARDOVANY,
dochazi k jejich RETENCI,
charakterizované RETENCNIM CASEM




CHROMATOGRAFIE

— VZOREK - delena smes
— SLOZKA - latky obsazené ve vzorku

-VYTESNOVACI CHROMATOGRAFIE
» MOBILNI FAZE je vytésiujicim &inidlem
» MOBILNI FAZE tlaéi vzorek pied sebou
- FRONTALNI CHROMATOGRAFIE
» VZOREK slouzi jako MOBILNi FAZE

— PRISTROJ - CHROMATOGRAF

— ZAZNAM - CHROMATOGRAM




CHROMATOGRAFIE

— KOLONOVA - priitok mobilni faze fizen
zvnejsku
» stacionarni faze je v objemu kolony ci na povrchu
kapilary

— PLANARNI - pohyb mobilni faze dan
kapilarnimi silami
» stacionarni faze je usporadana v rovinneé plose na
vhodnéem podkladu
— papirova chromatografie, tenkovrstevna - TLC
— orientacni ,,screening“ - levne, rychle



CHROMATOGRAFIE

— CHROMATOGRAM
» retencni krivky, chromatograficke viny
» PIKY PRO JEDNOTLIVE LATKY (FRAKCE)
» ODEZVA DETEKTORU (umerna koncentraci) proti

- RETENCNI VZDALENOSTI
- RETENCNIMU CASU
- RETENCNIMU OBJEMU

- pro prepocty nutno znat
- rychlost posunu papiru
- objemovou rychlost mobilni faze - F




CHROMATOGRAFIE

— ZPUSOBY OVLIVNENi DELENi SLOZEK

» termodynamika separacniho procesu
— ovlivnéni interakce mezi slozkami a sorbentem
»zména poloh piku

* kinetika separacniho procesu
—ovlivneni pohybu slozek v mobilni fazi
— ovlivnéni prenosu hmoty ve stacionarni fazi
» ovlivnéni Sirky piku



CHROMATOGRAFIE

— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

» MRTVY retenéni éas - t,, - retenéni éas slozky,
ktera neni v kolone zadrzovana
— odpovida tomu MRTVY retenéni objem V,,
» kromeé GPC roven objemu mobilni faze v koloné V,_
» W=t F, (F,- objemova rychlost mobiini faze)

» LINEARNI RYCHLOST MOBILNI FAZE - u

— délka kolony L
»u=_L/ty



CHROMATOGRAFIE

_ DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
» ZADRZOVANE SLOZKY -A B, ... J. Z
» LINEARNI RYCHLOST ZADRZOVANE SLOZKY J

-uy=L1t,
— z toho vyplyva RETARDACNI FAKTOR - RELATIVNI
k=), (), RETENCE

—Re = uylu=(ng)y Iy + ()] =1/11+ k]
» pravdepodobnost vyskytu slozky J v mobilni fazi
> k- kapacitni pomer latky J, dany vztahem
> ky=(ny)sl (ny)y, = Kpy Vel Vi,



CHROMATOGRAFIE

— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
» JAK Z CHROMATOGRAMU URCIT KAPACITNI
POMERY ?

*uy=LIitg,=ul[1+k]=(L/ty)/[1+k)]
o Al tg =1 ty[1+ k]
* L=ty 1+ k]

*ky=(ty -ty [ty ,kde(tp, - ty) =&

* tz ;- REDUKOVANY RETENCNI CAS

» analogicky se definuje redukovany retencni objem
a redukovana retencni vzdalenost




— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

» JAK Z CHROMATOGRAMU URCIT KAPACITNI
POMERY ?

» pro PLANARNI CHROMATOGRAFII
— VZDALENOST CELA ROZPOUSTEDLA OD STARTU

» d
— VZDALENOST STREDU SKVRNY SLOZKY J OD
STARTU
» dJ

— RETARDACNI FAKTOR
»Rey=uylu=d;/d=1/[1+k|]
» lze takto odvodit vztah mezi merenymi
vzdalenostmi a kapacitnim pomeérem latky J



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

» JAK POPSAT TVAR PiKU (PARAMETRY PiKU) ?
— idedlni tvar GAUSSOVA KRIVKY
h, - umerne c,
B hJ = hJ,max exp [ -(V- VR,J)Z / ( 2 o'vz)]
» 0, - smérodatna odchylka normalniho rozdéleni,
kde distribucni funkce odpovida Gaussove krivce

» 2 g, - Sirka piku slozky J v inflexnich bodech
(v objemovych jednotkach)

» 4 g, - Sirka piku na nulové linii - Y (Y, Y})

» Sirka piku v polovine vysky - FWHM - Y, ,
» inflexni body - ve vysce 0.607 h; ..



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
 JAK URCIT POCTY PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH
— Migor g = (VR,JI 0,)%= (tR,J/ Ak
- nteor,J = 16 (tR,JI Yt) 2= 16 (VR,JI YV)2

- nteor,J = 5!545 (tR,JI Yh/2,t) 2

— Nygyp = 6,282 (g h ) 1rox ] A)?
» kde h je vyska piku, A je plocha piku



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY
 JAK URCIT POCTY PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH
— Ny )y = (VR,J,I )%= (tR,J,/ Ak
- Ny, = 16 (tR,J,/ Y)%=16 (VR,J,/ Yy)?

— Ny = 9,945 (84’1 Yio4) 2

— Mgty = 6,282 (tR,J, hJ, maxl A) 2
» kde h je vyska piku, A je plocha piku



— DULEZITE CHROMATOGRAFICKE POJMY

+ JAK URCIT VYSKU (VYSKOVY EKVIVALENT)
PATER ?

—~TEORETICKYCH a EFEKTIVNICH

=L/ ny, = 0,2/ L(souvislost s rozptylem
/Sirkou/ zony slozky J)

— 1l teor

- T ef =L nef,J
- mensi hodnota H, - ucinnejsi kolona

— slouzi k porovnavani kolon ruznych délek



CHROMATOGRAFIE

— teorie CHROMATOGRAFICKEHO PROCESU
+ Teorie chromatografického patra - ROVNOVAZNA

— Tato teorie postuluje pét vychozich zjednoduSuijicich pfedpokladu:

1. Cela kolona je rozdelena na velké mnozstvi elementarnich
jednotek — pater.

2.Na kazdém patre dochazi k distribuci slozky mezi mobilni
a stacionarni fazi a tato distribuce dosahne rovnovazného
stavu.

3.Hodnota distribuéni konstanty zlstava stejna na vSech patrech.
4.Difuzi ve smeru toku Ize zanedbat.

5.Prutok mobilni faze neni kontinualni, ale probiha po malych
prirastcich, které maji objem patra.




CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJiCi ROZSIROVANI ZONY
(SIRKU PIKU)
—van Deemterova teorie - DYNAMICKA
» VIRIVA DIFUSE V MOBILNI FAZI
» MOLEKULARNI /PODELNA/ DIFUSE V MOBILNI FAZI
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY V MOBILNI FAZI
+ ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY VE STACIONARNI
FAZI
— vlivy pusobi sou¢asné a jsou vzajemné nezavislé
— H=H. + H, + Hy + H




CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKU PIKU)
» VIRIVA DIFUSE V MOBILNI FAZI

— nepravidelné vzdalenosti mezi ¢asticemi sorbentu
» ruzna Sire kanalku
» VySSi rychlost mobilni faze v Sirsich kanalcich

— obtekani castic sorbentu % primocary tok
» vySSi linearni rychlost mobilni faze pri pfimocarém

toku

—ZAVISLOST NA VELIKOSTI A TVARU CASTIC
SORBENTU



CHROMATOGRAFIE

_ VLIVY ZPUSOBUJICi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKU PIKU)
- VIRIVA DIFUSE V MOBILNI FAZI

—ZAVISLOST NA VELIKOSTI A TVARU CASTIC
SORBENTU

» CO NEJUZSI DISTRIBUCE VELIKOSTI CASTIC -
idealné JEDNOTNA VELIKOST CASTIC

» JEDNOTNY TVAR CASTIC
idealné SFERICKE CASTICE
» otazka ,kvality” naplnéni kolony

» minimalni vliv linearni rychlosti mobilni faze -
prakticky nezavislé na u



CHROMATOGRAFIE

_ VLIVY ZPUSOBUJICi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKY PIKU)
» MOLEKULARNI DIFUSE V MOBILNI FAZI

— pri nastriku vzorku - uzka zéna s vysokym obsahem
slozek (pres cely prurez kolony)
— okolo (pred a za zonou) mobilni faze s primarné nulovou
(nizkou) koncentraci slozek
» koncentracni spad - difuse latek v souladu s
Fickovymi zakony
» otazka hodnoty difusnich koeficientu slozek
» otazka setrvani slozek v mobilni fazi
» otazka volné difuse v naplnovych kolonach
» otazka vlivu linearni rychlosti mobilni faze - 1/u
» VySSi rychlost - omezeni rozsahu difusniho pohybu



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICI ROZSIROVANI ZONY
(SIRKY PIKU)
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY V MOBILNI FAZI

— tok mobilni faze kanalky - nizka rychlost toku u
povrchu stacionarni faze, vyssi ve stredu toku
kanalkem - ruzné ,,proudy*

— prestup molekul slozek mezi ruznymi proudy
difusnim pohybem - prekonavana vzdalenost
souvisi s prurezem kanalku, ktery je umérny
velikosti castic sorbentu

—vliv linearni rychlosti mobilni faze

- pfima umeérnost k u



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY ZPUSOBUJICI ROZSIROVANI ZONY
(SIRKY PIKU)
» ODPOR PROTI PRENOSU HMOTY VE STACIONARNI
FAZI
— difuse slozek do vrstvy stacionarni faze -
- DO RUZNE HLOUBKY - rtizné opozdéni
» otazka tloust'’ky vrstvy stacionarni faze
zakotveneé na nosici (na stenach kapilary)
— VLIV KAPACITNIHO POMERU
— VLIV GEOMETRIE NAPLNE KOLONY
— OTAZKA POROSITY NAPLNE KOLONY
— VLIV LINEARNI RYCHLOSTI MOBILNI FAZE
- pfima umeérnost k u



CHROMATOGRAFIE

_ VLIVY ZPUSOBUJICi ROZSIROVANi ZONY
(SIRKY PIKU)

H=A+B/u+Cu = celkem

——difuze Blu

—— odpor proti
pohybu Cu

turbulentni
0 O 10 difuze A




CHROMATOGRAFIE

— VLIVY OVLIVNUJICI TERMODYNAMIKU

SEPARACNIHO PROCESU
» VLIV OBJEMU STACIONARNI FAZE

kJ = (nJ)sl (nJ)m = KD,J vslvm
ky= Gy - ty) [ty = VR | Wy
VR,J, / VM - KD,J Vs/vm

necht V,,=V_ pak

VrRy =Kp, V.

S



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY OVLIVNUJICI TERMODYNAMIKU

SEPARACNIHO PROCESU
» VLIV OBJEMU STACIONARNI FAZE

Vry = Kp,y Vs

- vetsi objem stacionarni faze
- zvétsuje retenci slozky - zlepsuje
déleni slozek
- prodluzuje dobu analyzy
- komplikuje prenos hmoty ve stacionarni fazi

NUTNO VOLIT VHODNY KOMPROMIS



CHROMATOGRAFIE

— VLIVY OVLIVNUJICI TERMODYNAMIKU

SEPARACNIHO PROCESU

VLIV TEPLOTY
—zvyseni teploty - rust kinetické energie molekul
» redukce sil zadrzujicich molekulu jak v mobilni,
tak ve stacionarni fazi
- otazka, zda dojde k vetsi redukci sil v mobilni Ci

ve stacionarni fazi

- souvisi se znaménkem parcialni molarni
enthalpie :
spojené s prevodem 1 mol slozky ze
stacionarni do mobilni faze



— VLIVY OVLIVNUJICI TERMODYNAMIKU

SEPARACNIHO PROCESU

* VLIV TEPLOTY
» dKp, /dT=-Ah ./ RT?
* hodnota parcialni molarni enthalpie Ah__ se vyrazne
liSi pro ruzné typy chromatografie
+ nejvétsi hodnoty v PLYNOVE CHROMATOGRAFII

» podstatné mensi hodnoty v KAPALINOVE
CHROMATOGRAFII
+ ROZDELENI NEDELITELNYCH SLOZEK PO ZMENE
TEPLOTY - slozky se lisi velikosti ci tvarem molekuly
- slozky se lisi podstatou interakce se
stacionarni fazi



CHROMATOGRAFIE

— ROZLISENI SLOZEK - definice
'R ,=(try -t/ 0,5(Yyy+ Yy)
— rozdil poloh dvou piku déleny jejich primérnou
sirkou na urovni zakladni linie

— BEZROZMERNA VELICINA

—vyssSi hodnota - lepsi separace

— zadna informace o parametrech, které rozliseni
ovlivnuji

— CITATEL - vztah k termodynamice separaéniho procesu

— JMENOVATEL - vztah ke kinetice separacniho procesu



CHROMATOGRAFIE

* Plynova chromatografie - GC
* Fyzikalné-chemicka metoda déleni plynu a par
vyuzivajici rozdelovani slozky mezi dve nestejnorode
faze, nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou
(mobilni), pricemz pohyblivou fazi je plyn.
= déleni nejen plynu, ale i obecné véech tékavych latek, bez ohledu na
jejich skupenstvi pri laboratorni teplote (bod varu do 400°C)
= NESMi DOCHAZET K ROZKLADU LATEK
= stacionarni fazi pevna latka - chromatografie plyn-pevna latka (GSC)
adsorpcni vliastnosti stacionarni faze, vlastnosti nosného plynu
= stacionarni fazi kapalina - chromatografie plyn-kapalina (GLC).
rozpousteni slozky ve stacionarni fazi

kapalina tvorici stacionarni fazi nanesena ve forme tenkého filmu
na vhodném nosici s velkym povrchem




Plynova chromatografie - GC

= pri separaci delené slozky neseny kolonou inertnim nosnym
plynem
= slozky se deli mezi nosny plyn a stacionarni fazi
= stacionarni faze selektivné zadrzuje urcité komponenty
na zaklade jejich rozdilnych distribucnich konstant deleni na
koloné — vytvori se zony slozek
= vliv tenze par (bodu varu), vliv polarity latek
= (,PODOBNE SE ROZPOUSTI V PODOBNEM*)
= nepolarni latky zadrzovany nepolarni stacionarni fazi
= vice CIi mene rozdelené komponenty postupné opousti kolonu
v proudu nosneho plynu

= vystup z kolony sledovan detektorem jako zavislost odezvy
detektoru na Case



Plynova chromatografie - GC

= MOBILN| FAZE = NOSNY PLYN
= transport latek
= sam neprechazi do stacionarni faze
= pouzivaji se ,PERMANENTNI PLYNY*
= helium, dusik, argon, vodik - vysoka Cistota,
bez kysliku
= problém STLACITELNOST PLYNU

= LINEARNI RYCHLOST TOKU MOBILNI FAZE
NENi KONSTATNI

= nelinearni TLAKOVY SPAD na koloné

- pokles tlaku na koloné - na vystupu béezne
atmosftéricky tlak

- zvyseni linearni rychlosti



+ nelinearni TLAKOVY SPAD na koloné
— pokles tlaku na kolone, zvyseni linearni rychlosti

oblast
béznych hodnot
pomeéru tlaku
na kolone

zaklad pro vypocet
kompresibilitniho

faktoru




Plynova chromatografie - GC
. zafizeni - PLYNOVY CHROMATOGRAF

!

1 2 3 5 — ez,
__-_._l HX 4 > E |
nosny ' 1 |
plyn , - .

0,1 az 5 pl vzorku

6

1.Regulace tlaku nosneho plynu %egulace prutoku nosného plynu
3. Davkovaé s vyhiivanim-NASTRIK 4. Chromatograficka kolona

5. Detektor s vyhrivanim 6. Termostat — nastaveni teploty
[. Zesllovac signalu detektoru 8. Integrator
9. Zapisovac (datastanice)




Plynova chromatografie - GC

* Kolony pro plynovou chromatografii
* naplnove - trubice napinéné granulovanym materialem
» kapilarni - OTEVRENE - nosi¢em stény kapilary
- PLNENE - stacionarni faze zakotvena na
stenach | na naplnovém nosici

Naplnoveé Kapilarni

Analytické | Preparativni | Otevrené | PInéné

Vnitrni pramér d 2-6 6 a vice 0.1-0.5 |[0.3-1.0
[mm]
Délka L [m] 0.5-6 2-6 10 -100 | 0.5 -50

H [mm] 1 1-5 03-05| 0.5




Plynova chromatografie - GC

* Kolony pro plynovou chromatografii

* naplnove - trubice naplnéné granulovanym materialem
— sklo, nerezova ocel, med, polymery
— napln - nosiC kremelina, na ni zakotvena stacionarni faze - GLC
— napln - adsorbent - silikagel, alumina, aktivni uhli, zeolity,
mikroporézni polymery (kopolymery) - GSC

» kapilarni - az statisice pater na délku kolony
— zvyseni povrchu stén naleptanim

— stény - taveny kremen (vnejsi povlak polyimid pro potlaceni
krehkosti kfemene)

— WCOT (WALL COATED OPEN TUBULAR)
— PLOT (POROUS LAYER OPEN TUBULAR)

— mechanicky nanesena ¢i chemicky vazana stacionarni faze
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* Kolony pro plynovou chromatografii
— stacionarni faze
— substituované polysiloxany
» nepolarni - substituce methylovymi skupinami
» stfedné polarni - substituce fenylovymi skupinami
» siiné polarni - CH,-CH,-CN, -CH=CH-CN
— skvalan (isoalkan C;) - velmi nepolarni

— Carbowax 20 M (na bazi polyethylenglykolu) -
silné polarni stacionarni faze
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Detektory

— stabilita signalu v case

— velka citlivost

— rychla odezva na zmenu slozeni eluentu

— PLAMENOVY IONIZACNI DETEKTOR - FID

* (Flame lonization Detector)
— horacek s privodem nosnéeho plynu (eluentu) a vodiku

» spalenim slozek - ionty a elektrony - elektricky tok mezi
elektrodami (max. 300 V)

» citlivé na uhlovodikové skupiny
» NECITLIVE - NH,, H,0, H,S,oxidy dusiku, siry atp.
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PLAMENOVY IONIZACNI DETEKTOR - FID
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* Detektory
— DETEKTOR ELEKTRONOVEHO ZACHYTU - ECD

» (Electron Capture Detector) - dve elektrody s vlozenym

napetim
zdroj mekkeho radioaktivniho

7 v I'4 _ 63 . _ ’r v ’
PROUDOVA zareni - °Ni - zareni

| ODEZVA
Zaznam proudu mezi

ud kolony elektrodami

vytnk eluentu
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» DETEKTOR ELEKTRONOVEHO ZACHYTU - ECD
— ionizace nosneho plynu zarenim R
* vhodné nosné plyny - N,, Ar+CH,

> zachyt elektronu B zareni molekulami slozek
— snizeni hodnoty ionizacniho proudu

— vyhodnocuji se zmény proudu pfi prutoku eluentu
detektorem

— vhodny pro - konjugované karbonylove slouceniny,
- nitrily, organokovove slouceny
- slou€eniny obsahuijici vice atomu
halogenu - napf. pesticidy
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* Detektory
— TEPELNE VODIVOSTNI DETEKTOR - TCD

* (Thermal Conductivity Detector) - odporoveé viakno umisténé v proudu
eluentu - vyhraté na urcitou teplotu, a to o cca 100°C vyssi nez teplota
okolniho termostatovaného bloku

REFERENCE

ZDROJ ——

NAPET| .——

‘ PROUDOVY
TOK ,
ELUENTU -VYSTUP




« TEPELNE VODIVOSTNI DETEKTOR - TCD
» pfi pruchodu ¢istého nosného plynu o stalém prutoku - Zadna
zmeéna teploty viakna (zadna zména jeho odporu)
* pfi pruchodu eluentu se slozkami - zména tepelné
vodivostnich vlastnosti plynu - zmena teploty vlakna -
Zmena jeho odporu
» vhodny nosny plyn s velkou tepelnou vodivosti - He, H,

zapojeni dle Wheatstoneova mustku
REFERENCE

ZDROJ ——

NAPET| .——

‘ PROUDOVY
TOK ,
ELUENTU -VYSTUP
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 TEPELNE VODIVOSTNI DETEKTOR - TCD
« KATAROMETR

* teplota bloku a vlakna volena tak, aby nedochazelo ke
kondenzaci slozek eluentu

* univerzalni detektor - odezva prakticky na
vsechny latky

* Siroky linearni dynamicky rozsah

» MALA CITLIVOST

- VHODNY PRO ANALYZU
NEUHLOVODIKOVYCH PLYNU
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» PLAMENOVY FOTOMETRICKY DETEKTOR - FPD

— (Flame Photometric Detector)
— moderni varianta - pulzni

— mereni chemiluminiscence
* emise pri spalovani slozek ve vodikovém plameni
— meéreni fotonasobicem s predrazenym interferencnim
filtrem
» fosfor 525 a 565 nm
» sira 390 nm



» PLAMENOVY FOTOMETRICKY DETEKTOR - FPD

ELEKTRICKY
SIGNAL

ZAPALOVACI ODTAH
VLAKNO

SPALOVACI

KOMORA
PLYN PRO

VYPLN VNEJSI
. CASTI
D[ RERERE TWSPALOVACIHO
| PROSTORU

KAPILARNI GC
KOLONA
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» KINETIKA'V GC - z van Deemterovy teorie
—naplnove kolony H=A+Blu+Ci
» B - faktor difuze, C - odpor prenosu hmoty (stac.)

» 0 - prumeérna linearni rychlost plynu
» odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi (tj. v plynné fazi) Ize mnohdy

zanedbat
H=A+B/u+C u
» optimalni stredni Ool'j '
linearnirychlost |
plynu 0.05
vV minimu 0 _

hyperboly 0 : 10
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» KINETIKA'V GC - z van Deemterovy teorie
— napinove kolony
. H=A+Blu+Cua
» 0 - prumeérna linearni rychlost plynu

» tvar hyperboly znacné ovlivnén pouzitym nosnym
plynem - ovliviuje molekularni difusi
— nizsi molekularni difuse pro hustsi plyny
» vyssi tlak
» vySSi molarni hmotnost plynu - vhodnéjsi argon ci
dusik nez vodik a hélium -
obzvlaste pro nizke rychlosti
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» KINETIKAV GC - z van Deemterovy teorie
— kapilarni kolony
. H=A+Blu+C
» 0 - prumeérna linearni rychlost plynu

» teorie se zjednodusuje - neni napln kolony a
problematika jeji geometrie

. H=Bli+Cua

» ODPADA TURBULENTNI DIFUSE

+ MALA TLOUSTKA FILMU NA STENACH - maly
objem stacionarni faze

» soumeritelné odpory proti prenosu hmoty ve
stacionarni a mobilni fazi
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« VLIV TEPLOTY
— SROSTOUCI TEPLOTOU SE RETENCNI CASY
ZKRACUJI

— otazka teploty varu analyzovanych slozek a jejich

vzajemnych rozdilu
 malo tekavé slozky - dlouhé retencni casy, Siroké piky
* hodné tekavé slozky - kratké retencni ¢asy, vice tekavych
latek eluovanozaroven
» PROGRAMOVANA TEPLOTA TERMOSTATU
» TEPLOTNI PROGRAM - linearni rast teploty a
isotermicke prodlevy
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+ KVALITATIVNI ANALYZA

— IDENTIFIKACE SLOZEK
* k detekci vyuzit metodu umoznuijici identifikaci latek -
MS, IC, UV - detekce

* porovnani retencnich ¢asu slozek s retencnimi ¢asy
standardu za stejnych podminek chromatografického déleni
— takove porovnani e treba provest opakovane pri opakované
analyze smesi na kolonach s odlisSnou stacionarni fazi
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» KVANTITATIVNI ANALYZA

— 1. krok - MERENi PLOCH PiKU
» INTEGRACE, KOREKCE NA PRUBEH POZADI

» DALSi ZPRACOVANI
— METODA VNITRNi NORMALIZACE
— METODA ABSOLUTNI KALIBRACE
— METODA VNITRNIHO STANDARDU
— METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU
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» KVANTITATIVNI ANALYZA

— METODA VNITRNI NORMALIZACE
» zméreni ploch vsech piku - A,, A, az A,

» procentovy podil piku A, k sume ploch
vsech piku

— predpoklad stejne zavislosti odezvy na
koncentraci (obsahu) pro vsechny jednotlive
slozky analyzovane smesi
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» KVANTITATIVNI ANALYZA

— METODA ABSOLUTNI KALIBRACE

» METODA VNEJSIHO STANDARDU

— separatni davkovani znamého mnozstvi
analyzované smesi a znamych mnozstvi
standardu slozek smési za jinak

identickych podminek

— porovnani namérenych ploch piku (vySek piku)

» kalibracni krivky pro jednotlivé slozky smesi
» ,urceni bodu ‘nad’ a ‘pod’ pro jednoltlivé slozky
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» KVANTITATIVNI ANALYZA

— METODA VNITRNIHO STANDARDU

» METODA RELATIVNI ¢i NEPRIMA

— pridani znamého mnozstvi vhodné zvolené
,hove* latky (,,standardu®) do analyzovanéeho

vzorku nezname smesi

» pridavana latka musi poskytovat pik separovany
od piku sloZek analyzované smési

» pridavana latka nesmi rusit/ovliviovat deleni
nezname smesi

» otazka zavislosti plochy piku na koncentraci pro
slozky delené smesi a pro standard
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» KVANTITATIVNI ANALYZA

— METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU
+ PRIDAVKY DEFINOVANEHO MNOZSTVi
STANDARDU STANOVOVANE SLOZKY KE
ZNAMEMU MNOZSTVi ANALYZOVANE

SMESI

— 1. krok - chromatograficka analyza znameho
mnozstvi nezname analyzované smesi

— 2. krok - chromatograficka analyza znameho
mnozstvi nezname analyzované smesi
s definovanym pridavkem standardu




