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Hmotova
spektrometrie

Mass Spectrometry (MS)
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Hmotova (hmotnostni) spektrometrie (mass spectrometry, MS) je metoda zaloZena na
charakterizaci hmotného vzorku jeho rozdélenim a detekci v plynné fazi v podob¢ iontti
podle jejich hmoty v zavislosti na jejich naboji (pomér hmota/naboj — m/z).

Pted obdobim v poloviné 80-tych let minulého stoleti az do cca 1990, byla MS orientovana
pievazné na hmotne vzorky, které existovaly v plynné fazi, nebo do ni byli pfeveditelné.
Od t¢é doby byla vyvinuta fada technik, rlizné desorpce / ionizace tak, aby pevnou fazi bylo
mozno zkoumat v ,,plynném stavu®.

Tak dospéla MS do role techniky, ktera dovoluje studovat vysokomolekularni termolabilni
substraty jako proteiny a nukleove kyseliny. Za¢atek 21. stoleti znamena pro MS prudky
rozmach studia biologickych substanci, kovi, povrchi pevnych latek, molekuldrnich
asociatl atp.

MS je mocny nastroj studia vSech druht latek, nebot’ poskytuje obrovske mnozstvi
informaci o jejich slozeni, kvantitativnich aspektech a struktufe a to z mensiho mnozZstvi
latky nez obvyklé analytické techniky.

Tak mohou byt studovany femtogramy (10-15 g) rakovinotvornych latek v potravinach,

zeptomoly (10-2! mol) proteinii odpovédnych za genetické problémy, ¢i pikogramy (10712
g) zeleza v kiemiku pouzitém pro vyrobu polovodicu.
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MS se vyvinula z techniky, kterou fyzikové zkoumali strukturu atomt na za¢atku 20.
PticemZ prve pokusy se odehraly jiz kolem roku 1897. Kolem roku 1930 a 1940, sehrala
MS svoji ulohu ve vyzkumu atomové energie a bomby. Teprve kolem roku 1940 se
zaCala pouzivat ke studiu organickych latek.

Co je vlastné molekulova hmota?

Tak napiiklad uhlik je bézné piitomen jako smés '>C a 13C isotopti v poméru 98.9 % ku
1.1 %. Podle definice byla uhliku '*>C pfif¢ena atomova hmota 12.00000 a vSechny
ostatni isotopy maji relativni hmotu od této odvozenou 3C ma pak hmotu 13.00335.1, H
je 1.00783 a %0 je 15.99491.

BéZné uzivany termin 'relativni molekulova hmota' molekuly pouziva primérné
hodnoty hmot atomi zahrnujici atomové hmoty vSech ptitomnych isotoptt dohromady v
ramci jejich vyskytu tak, jak jsou definovany periodicky IUPAC. Takova hmota je pak
primérnd molekulovd hmota. MS deteguje ionty s rliznym isotopovym sloZzenim
samoziejme pii rozdilnych ,,hmotach®. Dospivame pak k terminlim jako jmenovita
(nominalni) monoisotopicka hmota a ptfesna isotopicka hmota.
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(mainlib Quinolin-3-acetic acid

MS chinolin-3-octove kyseliny ziskané elektronovou ionizaci (EI) zobrazené jako ¢arovy
graf's intenzitami v %. Signal (v hantyrce pik z angl. peak) u m/z 187 je molekularni
iontovy signal a zaroven zakladni (nejintenzivngjsi) signal pro intenzitu v % (base peak).
Representuje celou molekulu s jednim nédbojem ionizovanou piijetim ¢i odevzdanim
elektronu. V tabulce jsou uvedeny intenzity k arbitrarni jednotce 999.

Data z hmotového spektrometru jsou hmotova spektra zobrazujici okamzitou intenzitu
(mnoZstvi) iontu u kazdého jednotlivého métitelného m/z jako Carovy graf. Intenzita je
ukazana bud’ v pro nezasvéceného abstraktnich arbitrarnich jednotkach anebo v

procentech vztaZzenych na nejvétsi signal (100 %).

Moznost rozliSeni dvou vedle jdoucich hodnot m/z je zvana rozliSovaci schopnost stroje.
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Zopakujme si, ze MS se zabyva jednotlivymi isotopy prvka a JEJICH hmotou a ne
»atomovymi vahami prvki* (relativnimi atomovymi hmotami [hmotnostmi]).

MS deteguje piesnou isotopovou hmotu iontu (v relaci k naboji) tudiz brom uvidime jako
dva stabilni isotopy, 7°Br a 8!Br, (cca 1:1), tj. 78,91839 a 80,91642 a ne 79,916.

Tudiz molekuly obsahujici jeden atom bromu se budou liSit podle toho ktery isotop bromu
obsahuji. Molekularni iont methylbromidu ma nominalni hmotu (celoCiselné vyjadienou
hmotu nejbeéznéji vyskytujiciho se stabilniho isotopu prvku) 94, (1ICx 12) + (BHx 1) +
(1Brx 79) =94.

Ve spektru vSak detegujeme 1 ionty 95, 96 a 97. To je proto, Ze brom i uhlik maji po dvou
bézné se vyskytujicich isotopech: 7Br a 3Br; 12C a 13C. Podobna ¢etnost vyskytu 3'Br,
a’Br znamena, Ze intenzita signali obsahujicich jeden '2C, tii 'H a jeden ®'Br bude

podobny iont obsahujici 7Br.

Nomindlni hmota se nékdy vyjadiuje v jednotkach Da (Dalton), nepatticich do SI.
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Ptistroje pro MS, hmotové spektrometry jsou charakterizovany technikou déleni iontl
podle jejich m/z a zplisobem jakym se 1onty tvori (technikou ionizace).

Hmotove spektrometery (MS) se mohou pouzit v kombinaci s celou Skalou
separacnich technik GC, LC, CE a pod.

Hmotovy spektrometr se sklada z ¢asti na davkovani vzorku (vstup, sample inlet),
casti, ve které probiza ionizace (ionization region), separatoru m/z, a detektoru iontd.

Vsechny tuto komponenty pracuji pii znacné snizeném talku a dnes jiz jsou ovladany
témeét vyhradné pocitaci.

V nékterych ptipadech je vstup a ionizace umisténa v témze kompartmentu pristroje.
Takové uspotadani je bézné u techniky electrospray pouzivané u LC/MS.
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plynny | , . detek-
vstup vzorek 'L iontovy zdroj toere
s
Blokové schema MS

Molekuly v plynném stavu jsou ionizovany v ,,iontovém zdroji* na molecularni ionty.
Ne¢které molekuly se zde rozpadnou na fragmenty. Molekularni a fragmenové ioty jsou
urychleny polem do analyzatoru (mass analyzer / mass filter) a jsou vedeny do detektoru.
V detektoru jsou ionty zaznamenany a jejich mnozstvi prevedeno na odpovidajici
intenzitu elektrického signélu, ktery je proporcionalné piifazovan velikostem hmot,
vychézejicim z analyzatoru, podle ptedchozi kalibrace.
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elektronovy paprsek

Hovad i magneticke
?ggfﬁ ovac pole ohyba
drahu nabitych
castic
vystupni

clona

detektor

schéma hmotového zakladniho uspofadani hmotového spektrometru
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homogenni
magnetické pole

cylindricke
_ elektrické pole
iontovy
zdroj

c¢ocka . l

Schema pfistroje JEOL LCmate/GCmate s dvojitou fokusaci a magneticym
sektorem s homogennim magnetickym polem nasledovanym sektorem s
cylindrickym elektrickym polem. RozliSeni 5,000-50,000, 1 vétsi.

Ptistroj umoznuje pouZziti GC/MS s selected ion monitoring (SIM),

pro kvantitativni vyhodnoceni analyz. lonty urychlené do prvého sektoru
polem (2,000-10,000 eV) jsou déleny zménou magnetického pole.

detektc
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No. | Fragment | Formula | m/z Calc. | TIC(%) | Difference (Da) | m/zExp. | RI(%) | TIC(%)

1 1-2 CHCI 47.977 0.492 0.023 48.000 1.900 0.369

2 1-2(+H) | CH2ClI 48.985 3.289 0.015 49.000 | 12.701 2.464

3 1-3 C2H2CI | 60.985 0.998 0.015 61.000 3.810 0.739

4 1-3(+H) | C2H3Cl | 61.992 4115 0.008 62.000 | 15.712 | 3.048 /

5 1-3(+2H) | C2H4Cl | 63.000 0.728 -0.000 63.000 2.780 0.539

6 2-4 C3H4 40.031 0.953 -0.031 40.000 4.750 0.922

7 1-4(-2H) | C3H2CI | 72.985 0.485 0.015 73.000 1.830 0.355

8 1-4 C3H4Cl | 75.000 8.704 -0.000 75.000 | 32.863 | 6.376 Cl

9 1-4(+H) | C3H5CI | 76.008 0.498 -0.008 76.000 1.880 0.365

10 2-5(-H) C4H6 54.047 4973 -0.047 54.000 | 24.502 | 4.754

11 2-5 C4H7 55.055 20.299 -0.055 55.000 | 100.000 | 19.401

12 1-5(-H) | C4H6CI | 89.016 0.935 -0.016 89.000 3.490 0.677 chlor

13 1-5 C4H7CI | 90.024 8.005 -0.024 90.000 | 29.883 | 5.798
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CH; %OT: O)\
O CH; CHs

Formula Cg,H,sNO;;4

CAS # 35573843

NIST# 40723

NAME beta.-D-Glucopyranosylamine, O-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-
271 -.beta.-D-glucopyranosyl-(1--->4)-O-2,3,6-tri-O-acetyl-
-.beta.-D-glucopyranosyl-(1--->4)-O-2,3,6-tri-O-acetyl-

-.beta.-D-glucopyranosyl-(1--->4)-N-(4-methylphenyl)-
-, 2,3,6-triacetate
MW 1301
CONTRIBUTOR  N. K. KOCHETKOV 11\%11
559 | 619 | /
| I II 1 | 1 ‘ | ‘ | 907—! |1013 —I - —I

1
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Analyty, které¢ jsou prevoditelné do plynné faze mohou byt ionizovany pro MS

elektronovou ionizaci (EI - electron ionization, dfive - electron impact),
chemickou ionizaci (CI - chemical ionization),

prima desorpcni chemicka ionizace (DCI - direct (desorption) chemica ionization),
ionizace rychlymi ionty (FAB - fast atom bombardment)

ionizace ionty (FID - fast ion bombardment, SIMS - secondary ion MS)

ionizaci polem (F1); desorpce polem (FD),

fotoionizaci (P),

¢1 nékterou z modernich speckalnich technik jako je

povrchova ionizace (SI).

Tyto techniky jsou uvedeny piiblizné v potadi své popularity.
EI je bezesporu nejpouzivangjsi metoda pro tvorbu iontil v plynné fazi
(dnes existuje cca vice nez 10 komercnich vyrobct takovych zatizeni (EI GC-MS)

PrestozZe tyto spolenosti nabizeji také CI pro sve GC/MS je pomér prodanych piistrojii
50 : 1 ve prospéch EI, naproti tomu jen jedna spolecnosti nabizi FI ¢i PI

k vyhodam EI patii obrovské mnozstvi validovanych EI spekter 1 s popisem fragmentaci
moZnost identifikace slouceniny za pomoci vyse uvedenych dat

El je proces s pfedanim takové energie, Ze ¢asto molekularni iont nezaznamename
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Chiropticke metody

chiropticky
termin chiropticky oznacuje optické méfici techniky (pouZzivajici refrakce,
absorpce €1 emise anisotropniho zarfeni) pro vyzkum chiralnich latek

[t]. m&Feni opticke rotace pii stalé vinové délce, opticka rotacni disperse (ORD),
cirkularni dichroismus (CD), a cirkuldrni polarizace luminescence (CPL), aj.]

21b-18



Schopnost nékterych organickych sloucenin stacet rovinu prochazejiciho
polarizovaného svétla (neboli opticka aktivita) je od svého objeveni béZné vyuzivana pro
charakterizaci a identifikaci téchto latek a pro jejich analyzu v laboratorni 1 primyslové
praxi. V praxi se pouziva i pro stanovovani koncentrace (napft. cukru v fepné st'ave).

Opticka aktivita je vyraznym rysem vétSiny nizkomolekuldrnich slozek Zivé
hmoty a je tedy logickym pfedmétem zdjmu chemie ptirodnich latek. Pravé v souvislosti
se strukturnimi studiemi nizkomolekularnich ptirodnich latek typu steroidi, alkaloidi,
oligopeptidl apod. se vyvinuly fyzikalni metody, zaloZené na sledovani interakce
elektromagnetického zareni vhodné vinové délky a polarizace s opticky aktivnimi
slou¢eninami, které se obecné oznacuji jako chiropticke.
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Strukturni podminky optické aktivity.

Jedinou strukturni podminku nutnou a postacujici k tomu, aby latka
vykazovala optickou aktivitu, 1ze vyjadiit takto: molekula (model) opticky aktivni
slouceniny nesmi byt Zzadnym otacenim nebo posunovdnim preveditelna na sviij
zrcadlovy obraz. Latky spliiujici tuto podminku jsou chirdlni, vlastnost sama se nazyva
chiralita. Z hlediska teorie symetrie vylucuje chiralitu kazdy prvek symetrie, ktery
v sob¢ zahrnuje zrcadleni jako operaci. Molekula chiralni latky tedy nema rovinu
symetrie, stted symetrie, rotaéné reflexni osu. Pfitomnost n-Cetn¢ jednoduché osy
symetrie neni naproti tomu zabranou chirality. Chiralita tedy neni totéZ co asymetrie
ve vztahu k opticke aktivité latky: zatimco kazda asymetricka struktura (tj. struktura,
ktera neobsahuje zadny prvek symetrie) je opticky aktivni a je tudiZ chirdlni, nemusi
byt kazda opticky aktivni struktura asymetricka.

Z definice chirality vyplyva, Ze kazda chiralni struktura muze existovat ve
dvou formach, nazyvanych enantiomery, které jsou vzajemnymi zrcadlovymi obrazy.
Enantiomery maji shodné fyzikalni i chemické vlastnosti s vyjimkou téch, které
vyplyvaji z interakce s jinymi chirdlnimi faktory (cirkularné polarizovane svétlo,
adsorpce na chiralnich nosicCich, reakce s chiralnimi €inidly, chiralni prostiedi, chiralni
indukce). Pti vSech téchto interakcich se totiZ enantiomerni vztah mezi obéma isomery
(enantiomery) méni na diastereoisomerni.

Enantiomorfy jsou potom dva chiralni objekty, které jsou neztotoZnitelné se
svym zrcadlovym obrazem, nebo dv¢ skupiny objektii ¢1 modeld, které jsou
neztotoZnitelné se zrcadlovym obrazem této skupiny.
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Zkusenosti ukazaly, Ze monotonni kiivku zavislosti optické otacivosti na vinové délce svétl
vykazuji latky, které ve sledované oblasti neabsorbuji svételnou energii, tj. nemayji

v molekule zadné chromofory s elektronovymi prechody uskuteciiujicimi se pfi téchto
vlnovych délkach. V opaéném piipadé€ je pribeh kiivky naruSen zpravidla strmou zménou
métenych hodnot [o] nebo [@] k jednomu extrému, velmi strmym piechodem pies nulovou
hodnotu k druhému extrému a naslednym pokra¢ovanim této, tzv. anomalni kiivky v poli

opacnych znameének rotace

,~ anomalni kiivka
\'\4 (pozitivni Cottonav efekt)

C—

L e [a]

[a] & [@]

RN

........................... VanVé délka }\‘
hladka kiivka

Monotonni a extrémni pribéh zavislosti [o] resp. [@] na A
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Priichod svétla absorbujicim chirdlnim
prostiedim (elipticky polarizované
svétlo)

Tento jev se nazyva Cottoniiv efekt (A.
Cotton, 1896, dale CE) a podle toho, zda
smérem ke kratkovlnné oblasti kiivka napied
stoupa anebo napted klesa rozezndvame
kiivku (a CE) kladnou nebo zapornou.
Ktivkami zavislosti [®] vers. A , jejich
studiem a vyuZzitim pro strukturni analyzu
organickych sloucenin se zabyva metoda
nazvana opticka rotacni disperse (ORD).

Jak bylo jiZ vySe naznaceno, souvisi CE

s absorpci svétla odpovidajici prechodu
n¢jakého chromoforu. V analogii s vyse
uvedenym Fresnelovym vykladem vzniku
optické rotace u opticky aktivnich latek se

v tomto piipad€ uvazuje nejen rozdilna
rychlost Sifeni obou cirkularné
polarizovanych slozek prostfedim, ale i jejich
rozdilna absorpce.

21b-22



Takova rozdilna absorpce se nazyva diferencialni dichroicka absorpce. Vyjadiuje se jako
rozdil prav¢ a leve slozky absorpCniho koeficientu Ae = ¢, — ¢, , ktery je na piistrojich
nazyvanych dichrografy pfimo métenou experimentalni veli¢inou. Rekombinovany
paprsek, vystupujici z absorbujiciho opticky aktivniho prostiedi neni linearné
polarizovany, ale elipticky polarizovany — vrchol jeho vektoru opisuje (v primétu)
protahlou elipsu. Pomér poloos této elipsy se nazyva elipticita a v analogii s optickou
nimiz plati analogicky vztah

[0] =[] . M/100
VeliCiny [0] a Ag spolu souvisi jednoduchym vztahem

[0] = 3300 Aec.
Take hodnota Ag, resp. [0] zavisi na vlnové délce. Méfenim této zavislosti a jejim
vyhodnocenim pro strukturni analyzu se zabyva metoda nazvana cirkuldarni dichroickd

vvvvv
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Rozdily mezi metodami ORD a CD: Zatimco ORD je méftitelné v celém rozsahu
spektra (nebot’ rozdily indexii lomu obou cirkularné polarizovanych paprski jsou sice fadu
10, ale projevuji se v celém spektru), métené CD hodnoty, tj. €, a g jsou sice &iselné
vétsi (Fadu 1072), ale jsou zaznamenatelné jen v oblasti vinovych délek, pii kterych
chromofor absorbuje elektromagnetické zafeni.

Vzijemny vztah UV absorpce, ORD a CD kiivek v idealnim ptipadé, otacivost je vyjadiena
v jednotkach molekularni rotace [®], absorpce v [¢] a cirkularné dichroicka kiivka v Ag =
g, - €, na vodorovne ose je vlnova délka A, ORD a CD pozitivni a negativni a absorp¢ni pa:

bez opticke aktivity _ o _
cirkularni dichroizmus

absorpc

cirkularni
dichroizmus

otacivost, ORD
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Méreni chiroptickych vlastnosti, pristroje

Kitivky optickée rotacni disperse se méti na spektropolarimetrech. Jsou to
v podstaté polarimetry se spojitou zménou vlnové délky v oblasti UV-VIS a grafickym
nebo digitalnim zapisem zmétenych hodnot. Latky se méfi v roztocich a vedle ORD
ktivky lze zpravidla zméfit 1 elektronove spektrum v dané vinové oblasti. VEtSina ptistroji
méfi v rozmezi 250-750 nm. Dispersni kiivku, ktera s klesajici vinovou delkou nabyva
rostoucich kladnych hodnot nazyvame pozitivni. Maximum kiivky v pozitivni oblasti
hodnot [¢] se oznacuje jako vrch (peak), minimum v negativni oblasti je dil (trough). U
pozitivni kiivky hovotfime o pozitivnim Cottonove efektu.

Ktivky cirkularniho dichroismu (CD) se mé&fi na pfistrojich nazyvanych
dichrograf nebo dichrometr. Pfistroj zaznamenava rozdily v absorbancich cirkularné
polarizovanych paprski, které jsou vzorkem stfidavé propoustény. Vysledné kiivky
zaznamenaji pozitivni Cottonliv efekt jako pas s pozitivnim maximem, negativni CE jako
pas s negativnim maximem. Pf1 prekryvu vice CD pasii uz ovSem nemusi byt obraz
spektra takto jednoznacny.
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Pro uspéSne zméreni chiroptickych vlastnosti musi byt splnéno nékolik podminek:
opticka Cistota latky, tj. dostatecné velka pfevaha jednoho enantiomeru,

latka nesmi v méfené oblasti piili$ siln€ absorbovat; hodnota poméru Ae/e urcuje, je-li
méfeni v dan¢ oblasti spektra proveditelné,

dostatecna rozpustnost (0,25 — 1 mg/ml) métené latky v rozpoustédle, které je dostatecné
transparentni; informac¢ni hodnota méfeni vzriista s moznosti uskutecnit je v fadé
rozpoustédel odlisné polarity,

spektrum se zpravidla sklada z nékolika méteni v kyvetach riizne tloustky (opticke délky),
nekdy je nutné provést méfeni v riiznych koncentracich (vliv asociace), pii riznych
teplotach (konformacéni zmény, asociace) a v riiznych rozpoustédlech (vliv solvatace,

konformacni zmény, asociace),

pozadavek optické homogenity vzorku (prach, nerozpusténé ¢astecky apod.).
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zdrojem svétla u polarimetrti byva Na vybojka, Hg vybojka, wolframova Zarovka
ale 1 laser, podobn¢ je tomu 1 u ,,elektronickych* chiroptickych metod

polarizace zéafeni je umoznéna:
rozkladem paprsku na dvé kolmo polarizované komponenty a selektivnim odstranénim
jedné z nich
a/ selektivni absorpci (filtry),
b/ odrazem pod tzv ,,Brewsterovym* thlem (mnohondsobna reflexe se pouziva pro
polarizaci laserového paprsku),
¢/ dvojlomem, nékdy kombinovany s odrazem,
dvojlom muze byt pfirozeny, nebo navozeny silnym elektrickym polem
d/ selektivni rozptyl (svétlo ptichazejici s oblohy je Castecné polarizovano)

u konstrukce dichrografii je jednopaprskovy spektrofotometr doplnén o polarizator, spektre
se méfi v elektronové oblasti ale 1 v oblasti vibra¢né rotac¢nich frekvenci

detek¢ni zatizeni je nejlépe fotonasobic
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Srovnavané ¢asti molekul latek
A a B v zrcadlovych obrazech

CH, CH,
"0 0O :
H - z H
C,H, H.C,
A B

\ 0 A

H
2H5

Onn

ORD-kiivky srovnavanych latek A a B A

Ze srovnani kiivek latek A a B plyne, Ze prostorové uspotadani na chiralnich atomech
v okoli chromoforu bude u latky A pravdépodobné ,,antipodni* viici latce B, nebot’ obé&
kiivky jsou téméf v zrcadlovém vztahu. Tento stav vystihuji vzorce kruhtt A
(cyklohexanonovych ¢asti) obou latek prekreslené viici sobé jako predmét a zrcadlovy

obraz.
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chiroptické metody jsou vyuzivany m.j. k

studiu teplotnich konformacnich zavislosti peptid (konformace peptidické vazby se
méni)

studiu konformacnich stavii polypeptidi, kdy jednotlivé konformace jako a-helix,
skladany list a podobné maji charakteristickd CD spektra

studiu konformaci nukleovych kyselin

studiu komplexaci a vazeb (asociaci) achiralni molekuly s chromoforem s chiralni
molekulou zaloZené na indukované chiralité

studium vytvafeni nadmolekularnich chiralnich struktur se vzristajici molarni
chiroptickou vlastnosti (napt. molarni otacivosti, ORD)
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COOH chiralni molekula se sklada do
suprastruktur a maxima ORD se
zvysuji o n€kolik fadi

COOH

achiralni molekula
komplexuje chirdlni
peptid



Chromatograficke
a elektroforeticke
methody
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chromatografie ypopatoypooia,

z XPOMA, BARVA (tfec. chroma)

psani barev (rozepisovani barev), rozliSeni latek délenim a jejich barvou, ptivodni
idea piednesend ve VarSaveé v roce 1903 ruskym biologem a chemikem Michailem
Semjonovi¢em Cvétem (Tswet, Tsvet) ptedstavila déleni rostlinnych barev z listu
Spenatu na sloupci kiidy na zelené, oranzové a Zluté substance (pasy), které¢ my
zname jako chlorofyl a karoteny .

Dnesni pojeti nejen Ze nepouziva pouze kiidu, ale jako ,,barvu* chape libovolnou
méfitelnou charakteristiku latky. Plivodné byla ,,barva® rozSifena z viditelného
spektra na ultrafialovou oblast. Nyni se k detekci pouziva téméft libovolna analyticka
methoda.
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nadoba s rozpoustédlem
na dné

separacni deska o deska je vyvijena
vzlinajicim rozpoustédlem
o a unasi sebou vzorek

f || L
/

naneseny vzorek

Zakladem metody je fakt, Ze pokud je smés latek (rozpusténa) hnana (gravitaci,
vzlindmim, Cerpanim aj.) prostfedim s nimZ miZe interagovat je nejvice zadrzena
ta komponenta smési, kterd s prostfedim nejvice interaguje.

Zasadné délime typ interakce na

adsorb¢ni — kdy dochazi k adsorbci latky na povrchoveé aktivni ¢astici
rozdélovaci — kdy dochazi k ,,rozpousténi‘ v kapalin€ ,,zakotvené* na Castici;
obvykle je tato ,,zakotvena* kapalina (faze) nemisitelnd s prochdzejicim
rozpoustédlem, dochazi tak ke stdlému ustavovani rovnovahy (jakoby v délici

nalevce pfi roztfepavani) = proto ,,rozdélovaci®

tyto dva ,,Cisté* principy vSak v praxi existuji obvykle v symbioze
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@ O .
pevna
@ O

A féze

zakotvena
faze

@ mobilni
faze @
Q @0

@+—— 0

O
o— @

@) ..0.

Ceo«—o
@

schematické znazornéni rozdélovaciho

principu chromatografie

A

mobilni zakotvena
faze @ faze
@0
@

®
o—"©®
o @

@+—0
@

smér prutoku mobilni faze

pevna
faze
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@ mobilni
faze @

schematické znazornéni absorb¢niho

pevna
faze

principu chromatografie

mobilni pevna
faze faz
@

Q@ «—

@+

Q
@

smér prutoku mobilni faze
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zasobnik

mobilni fize mobilni faze plynule vstupuje do
(obvykle valcové) nadoby s
chromatografickou naplni (Cvétova
ktida) tak dlouho az se ustavi
rovnovaha vSech pochodil

cerpadlo

davkovac

ventil ‘—<>vzorku ventilem na kolonu naneseme urcite

mnoZstvi vzorku, ktery chceme délit

délici vzorek se rozdéli na komponenty o
kolona ruzné schopnosti interakce s naplni a
s naplni postupné vychazeji

detek¢ni zatizeni (u Cvéta oko)
detekéni deteguje jednotlivé soucasti a umozni
zafizeni jejich jimani do rtiznych nadob

odpad a piebytecna mobilni faze jsou
odpad uchovany k recyklaci

¢1 sbér
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Zepliracnl ° deska je vyvijena
cskd vzlinajicim rozpoustédlem
4 = a unasi sebou vzorek | |

/

naneseny vzorek

tenkovrstevna chromatografie (kapalinova)

a chromatografie kolonova (kapalinova) jsou do
zna¢né miry podobné a ptibuzné, pouzivaji se
podobné¢ pevné faze, taz rozpoustédla a nékdy 1
podobne¢ detek¢ni metody

napln

ob¢ jsou metodami, kde se absorb¢ni princip vice
nebo meén¢ propléta s rozdélovacim, zélezi na
pevné fazi a rozpoustédle(ch)

pokud nevidime skvrnu (pas) barevne latky
zviditeliiuyjeme ji UV svétlem, indikatory, nebo

chemickou reakci
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spojovaci prvky
kapilér HPLC
(High Performance [Pressure]

\f, o2
% { E? ﬁ% Liquid Chromatography)

mikrostiikacka
(napt. 1 pl)

pouziva Cerpadlo a provozni tlak
nuti k pouziti ocelovych kolon a
spojovacich kapilar

ventil

roztok je ddvkovan mikrostiikackou
do oto¢ného ventilu

z kolony faze vychazi do detektoru

o & —8 Dormrormimingnany

vzorek
odpad
davkovaci KH e
smycka y
— o schema
=———————— 8 <+ _/ﬁK‘i’ ventilu

vychazi
mobilni faze

|a slozky b——————=» protékajici mobilni

faze z pumpy

smesi —
Lo——= o 21b-39
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Bl 2
o

e 40

i
e

M’ | D UV-VIS detektory
M .’ % Bhes dide jsou vlastn€ upravenymi UV-VIS spektrometry s
‘ pritokovou celou o velmi malém obsahu
'jl_r[;' Arrplifier ) o
P = A/ detektor s pevnou vinovou délkou zajisSténou
Flw cell filtrem
duterium  beam  {oChee B/ detektor s proménnou vinovou délkou s
laimp splitter T ,
_ J—E monochromatorem
p '""“")\ — Ize jej nastavit na vlnovou délku odpovidajici
| Y | chromoforu o¢ekavané ¢i analyzovane latky

I comparaor

grating ‘//;ample
cell
photo diuds

ampiifier

C/ detektor s tzv ,,diodovym polem*
detegujici najednou absorbci vzorku
pies celé proméfované spektrum

duterium
lamp
mirrar

\ amplifier
sample |_| dinde
cell drray
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Colurnin 0 etector Interface

chromatogram

\ i
. I\ Loop — _ zdaznam odezvy detekéniho zatize
'\\L'T 1.'=! e — =I Lrala SLawaceni V éaSOVé Ose
FVIES —
- ] et ij!I 1 I.!_ E 1. Ifﬁ n !
: ] |
) i 1
o
°i | = | Wi =]/ = ,
i R
i ¥ [
Injection valve Pump 1
Mobile phase {(eluent) )
4 /4 _I_I
chromatograficky systém : .
] 1 4 §

odezva zaznamenana chromatografem (detektorem) odpovida intenzité pohlceni
svétla u dané vinové délky roztokem vzorku v mobilni fazi
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Elektroforéza

nabité ¢astice v elektrickém poli putuji k opacné nabitym elektrodam
-1 © + -19 Q@ |+
056 °8
e0® o
v Casovém pribeéhu si 1ze predstavit 1 ,,rozdéleni® ¢astic podle naboje v médiu
1% o o 9
@ ©°9 o

elektroforéza je metoda, ktera v roztoku déli takovym zplisobem nabité Castice
(bilkoviny, nukleosidy, sole cukrii aj.)
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elektroforézu mizeme provadét v roztoku, ale Castéji, aby se dalo pracovat
s ,,yozdélenymi‘ druhy sloucenin (které se rozdélily podle svého naboje)

jde to naptiklad na
O-papite
@-gclu
Oev tenké kapilare

hovotime pak o elektroforéze gelove, papirove, kapilarni

v duasledcich ziskdvame podobna usporadani jako u HPLC 1 s moZnostmi
detekce, vyhodnoceni, jimani frakci a vyhodnoceni
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Spojované (sprazené) techniky

jde naptiklad o spojeni délici metody (GC, HPLC) a jiné fyzikaln¢ chemickeé
procedury, ktera pomtize identifikovat analyty

tak miiZe jit o spojeni

HPLC - MS
GC - MS

muzZe jit ale o
MS - MS
GC - GC

1 klasické uspotadani HPLC je vlastné spfazenou technikou
HPLC - UV/VIS
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Spojované (sprazené) techniky

LC-NMR

Spojeni LC s NMR bylo navrzeno v r. 1970. Obecné, eluent z HPLC kolony prochézi
klasickou celou UV detektoru, poté prochazi upravenou celou NMR.
Takove pristroje pracuji ve ttech mddech pritokovém (continuous-flow), diskontinualnim

(stopped-flow) a frakcni (loop collection).

pumpa
davkovac vzorku
HPLC
kolona
UV detektor

J NMR kyveta

v
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Déleni chiralnich sloucenin.

zvlastni kapitolou separacnich metod je d€leni chiralnich slou¢enin.
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... a to je pro dnesek konec.
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