SEPARACNI METODY

Prehled nejdiilezitéjSich separa¢nich metod
Separacni (delici) metody patii k zakladnim typtim operaci provadénych v chemické laboratofi. Tyto
operace se uplatiiuji pfi izolaci jednotlivych slozek ze smési, pii ¢isténi latek, predchazi nékterym
analytickym ditkaziim a stanovenim a Casto se samy pozivaji jako metody kvalitativni i kvantitativni
analyzy.
Smési se déli metodami

a) chemickymi — jednotlivé slozky pfevadime na jiné chemické slouéeniny, které se oddéli (napt.

tvorba sraZeniny, plynné slouceniny apod.)

b) fyzikalnimi — latky se chemicky neméni.
K nejznameéjsim separacnim metodam patti filtrace, dekantace a odstiedovani.

FILTRACE — je zptsob déleni heterogennich smési — nejcastéji pevné faze od faze kapalné nebo
plynné. Dvé rizné faze deélime pomoci propustného materialu. Filtratnim materidlem mize byt
filtracni papir (jsou ruzné druhy podle propustnosti a velikosti port), porcelanovy filtraéni kelimek
a sklenéné porézni kelimky, zv. frity nebo sklenéné porézni nalevky, zv. nu¢e. Oba typy jsou ¢islované
podle velikosti port pism. S nebo G s ¢islem 0 - 5 (nejhustsi). Filtraci 1ze provadét bud’ jako filtraci za
normadlniho tlaku Wiz obr. 1/, za zvySeného tlaku nebo filtraci za sniZeného tlaku (pouZivame
Biichnerovou nalevku) /viz obr. 2/. Posledni dva typy filtrace urychluji a zkracuji pribéh filtrace.
Kromé toho lze provadét také filtraci za studena nebo za horka (tehdy, jsou-li latky pti laboratorni
teploté v pevném stavu a pii vyssi teploté kapalné).

Je-li smés tvotrena pevnou a kapalnou fazi, pak kapalny zbytek po ptefiltrovani se nazyva filtrat.

DEKANTACE — je déleni pevné a kapalné faze a spoc¢iva v opatrném odliti nebo odsati kapaliny od
usazené vrstvy pevné latky /viz obr. 4/.

ODSTREDENI — zptsob odd&lovani pevné a kapalné fize nebo dvou kapalin na zékladé rozdilné
hustoty.

KRYSTALIZACE - je vylucovani pevné latky zroztoku ve formé krystald. Ty se vylucuji
z nasycenych roztokd, kdyz nasyceny roztok ochladime nebo rozpoustédlo zroztoku odpaiime.
Krystalizace ochlazenim je zalozena na zmén€ rozpustnosti latek vlivem teploty. Rozpustnost vétSiny
latek s teplotou stoupa. Podle rychlosti chlazeni roztoki rozliSujeme krystalizaci

a) volnou — roztok nechame volné stat, po delsi dobé, v zavislosti na koncentraci roztoku a teploté
okoli se zaCnou tvorit krystalky, které jsou pékné rostlé, tvarované, av§ak mén¢é Cisté. ZvySené
Cistoty krystalli mizeme dosahnout opakovanou krystalizaci, zv. rekrystalizace.

b) rusenou — roztok zahiejeme az do stavu nasyceni (na sklenéné tycince se tvoii po ochlazeni
krystaly) a pak prudce ochladime (pod tekouci studenou vodou nebo v ledové vode). Po chvili se
zacnou vylucovat jemné a drobné krystalky, které jsou velmi Cisté. Krystalizaci lze urychlit tfenim
sklenéné tyCinky o sténu kadinky.

Od mate¢ného roztoku lze krystaly oddélit filtraci nebo dekantaci, zbyvajici filtrat se po zahusténi
muze podrobit opakované krystalizaci, zv. rekrystalizace.

Na zmeéné skupenstvi jsou zalozeny dal$i separaéni metody — destilace, sublimace, vymrazovani
a taveni.

DESTILACE — pouziva se k Cisténi kapalin a déleni kapalnych smési. D¢leni je zaloZeno na
rozdilnych bodech varu jednotlivych slozek smési. Ze smesi se oddéli (destiluje) nejdiive tékavejsi
latka, tj. ta, kterd vie pii nizsi teploté (ma nizsi bod varu). Latky destiluji postupné podle zvysujiciho
se bodu varu. Jejich pary se v chladi¢i postupné kondenzuji (srazi) a odkapavaji do jimadla /viz obr. 3/
Aby pii jednorazové, tzv. jednoduché destilaci doslo k uplnému oddéleni dvou latek ze smési, musi
byt jedna bud’ Gplné netékava, nebo se musi lisit teplotou varu alespon o 150 °C.

Nékteré kapaliny pti urité koncentraci tvoii tzv. azeotropni smési, tj. smési, které maji konstantni bod
varu, destiluji spolu a jednoduchou destilaci se nedaji od sebe odd¢lit. Napi. smés ethanol — voda tvori
tuto smes pii poméru 96% lihu a 4 % vody ( presn€ 95,57 % ethanolu) a bod varu je 78,15 °C.

SUBLIMACE - je pochod, pfi které se pevna latka zahfivanim ptfevadi v pary, které na chladném
misté opét kondenzuji na pevnou latku, aniz by prochazely stadiem kapaliny. Pouziva se k oddélovani
sublimujicich latek od netékavych nebo k €isténi latek. Sublimuji napf. naftalen, kys. salicylova, kys.
Stavelova a dalsi).
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VYMRAZOVANI — pouziva se v praxi k ¢isténi a sueni plynt. Je to jednoduchd a uginna délici
metoda pro smési latek, z nichz nékteré snizenim teploty kondenzuji a jiné nekondenzuji. Pouzivaji se
teploty kapalného vzduchu — asi — 185 °C nebo smési pevného CO; a tékavych organickych kapalin
(ethanolu, ethyletheru nebo acetonu).

TAVENI — se uplatituje nejéastdji v praimyslovém méfitku jako tzv. zonalni taveni; jen ojedinéle
Vv laboratofi. Nékdy se provadi oddélovani necistot krystalizaci latky z taveniny, podobné jako pfi
krystalizaci z roztoku.

Mezi separacni metody zalozené na rozdéleni ldtek mezi dvé fize patii extrakce (vyluhovani)
a zejména chromatografie

EXTRAKCE (vyluhovdni) — je délici metoda, pii které prevadime ze smési do roztoku pouze jednu
latku (ostatni zGstavaji nerozpusténé) na zakladé vétSi rozpustnosti ve vhodném rozpoustédle.
Extrakce se provadi za chladu, proto se ¢asto pouziva pro biologické materialy. Napt. tukové latky se
daji extrahovat z krevniho séra etherem.

Existuji rizné zptisoby extrakce jako macerace, digesce a perkolace.

Rozsifenym zplsobem extrakce je VytFepdvdani — extrakce kapaliny z kapalné smési piidanim
rozpoustédla, v némz je extrahovana slozka velmi dobfe rozpustna. Provadi se protiepavanim smési
s vhodnym rozpoustédlem. Cim v&tsi je tzv. rozdélovaci koeficient (r.K.) a vét§i rozpustnost slozky
V pouzitém rozpoustédle, tim 1épe se extrahovana slozka oddéli od smési. Uinnost extrakce se zvysi
také opakovanim extrakce.

Poznamka: Rozdelovaci koeficient je pomér koncentraci latky rozpusténé ve dvou rliznych,
navzajem nerozpustnych a nemisitelnych rozpoustédlech (kapalinach A, B); rk. = ca / Ca.
Rozdélovaci koeficient zavisi pouze na teplot¢ a je pro danou latku v danych rozpoustédlech
konstantni.

Jako ptiklad mozno uvést vytiepavani bromu nebo jodu z jejich vodnych roztokli napt. sirouhlikem,
benzinem nebo petroletherem.

N4

pouzitych principii a zaroven podle charakteru separa¢ni funkce se chromatografie déli na ch.
adsorpcni, rozdélovaci, a iontové vymeénnou. Podle povahy mobilni faze se chromatografie déli na
plynovou a kapalinovou (stacionarni faze je pevna nebo kapalna). Podle uspotadani stacionarni faze
rozliSujeme chromatografii na sloupcovou (také kolonovou) a plosnou. Sloupcova chromatografie —
plynova nebo kapalinova — stacionarni fazi tvoii naplin kolony, mobilni fazi je plyn nebo kapalina.
U plosné ch. je stacionarni faze ve forme vétsi plochy ( napt. papiru,vrstvicky silikagelu apod.

Dnes maji nejvetsi pouziti ch. plynova a kapalinova, které jsou dostatecné citlivé, pracuji s malym
mnozstvim vzorku, umoznuji soucasné kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni a vyhodnocovani
vysledkil 1ze dobfe automatizovat pouzitim vypocetni techniky.

Chromatografie ma casté a Siroké vyuziti v oblasti biochemickych analyz, v potravinaiském prumyslu,
pii rozborech vody, ovzdusi, barviv, 1éCiv, v petrochemickém primyslu apod.

JINE SEPARACNI METODY
Mezi ostatni znamé separa¢ni metody patii jesté dialyza, elektroforéza, elektrolyza, dale vysolovani
a srazeni rozpoustédly. Kratce 1ze tyto metody charakterizovat takto:

DIALYZA — pouziva se kdéleni smési latek srozdilnou velikosti molekul. K déleni slouZi

polopropustna membrana, ktera mensi molekuly propusti, vétsi zadrzi. Polopropustné blany jsou Casto
zivocisného puvodu (celofan, Zelatina, pergamen, kolodiové roztoky), membranové filtry se pfipravuji
uméle. Rychlost dialyzy je zavisla predevSsim na rozdilu koncentraci latky na obou stranach
polopropustné blany. Klesne na nulu az se koncentrace vyrovnaji.
Dialyzou muZzeme snadno oddé€lit mineralni soli, aminokyseliny a peptidy od bilkovin. Nejcastéji
pouzivame dialyzu v ptipadech, kdy chceme zbavit vysokomolekuldrni latky nizkomolekularnich
necistot. Dialyza je rovnéz velmi vyznamnym procesem pii pronikani a vymeéné latek (n€kterych iontt
a molekul vody) bunéénou blanou.

ELEKTROFOREZA — separaéni metoda zaloZeni na pohybu elektricky nabitych &astic ve
stejnosmérném elektrickém poli. D¢€li se tak predevsim cCastice (ionty) vysokomolekularnich latek.
Podobné 1ze d¢lit i nizkomolekuldrni ionty — to oznaCujeme jako iontoforézu. Vysledek déleni zavisi
mj. na pH prostiedi a na velikosti vloZzeného napéti. Elektroforéza se pouziva hlavné ke kvalitativnim
analytickym ucelim a k mikropreparaci.
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ELEKTROLYZA — piedstavuje elektrochemické pochody probihajici na elektrodach pii priichodu
stejnosmérného elektrického proudu elektrolytem. Elektrolyty jsou roztoky nebo taveniny latek
v disociovaném stavu, které vedou elektricky proud. Elektrody jsou vodice ponotené do elektrolytu,
jimiz zavadime elektricky proud. Pfi elektrolyze si Castice vyménuji elektrické naboje (elektrony),
proto elektrolytické déje jsou déje oxidacné redukéni. Na kladné elektrodé — anodé — ionty (aniony)
elektrony uvoliuji a samy se oxiduji. Na zaporné elektrodé¢ — katodé — ionty (kationy) elektrony
prijimaji a samy se redukuji.

Rozklad rlznych elektrolyti probiha pifi rizném napéti, které se nazyva rozkladné napeti.
Odpovidajici potencial na elektrodé, pfi kterém se latka (ion) za¢ne vylucovat na elektrodé, se
oznacuje jako vylucovaci potencial, ktery je pro dany ion charakteristickou veli¢inou pouzivanou ke
kvalitativnimu prokazovani latek. Proto dostatecné rozdilné vyluCovaci potencidly riznych latek v
roztoku umoziuji postupné vylucovani téchto latek pti elektrolyze. Této vlastnosti lze vyuzit
k odd€lovani (separaci) jednotlivych slozek z roztoku. Produkty elektrolyzy lze vazit nebo vypocitat
(viz Faradayovy zakony) a vyuzit tak elektrolyzy ke kvantitativnimu stanoveni.

Elektrolyza ma vyznam jako kvantitativni analytickd metoda, uplatiuje se dale jako jedna
z vyznamnych priamyslovych metod vyroby a rafinace kovii (samotné kovy a pokovovani), nekovi
(plynt — kyslik, vodik, chlor) a vyrobé nékterych slouc¢enin (NaOH, chlornany, chlore¢nany).

VYSOLOVANI — je jeden z moznych zplisobi vysrazeni latek zroztoku. Pouziva se nejéastéji

k vysrazeni nékterych organickych latek (napf. aminokyselin, bilkovin) z roztokd. K vysolovani jsou
nejvhodnéjsi sirany, chloridy, fosfore¢nany, pfip. citraty kovu alkalickych (Na, K), amonné, vapenaté
a hotecnaté. Pii pocatecnim pfidavani se rozpustnost vysolovanych latek (aminokyselin, bilkovin)
nejdiive zvySuje. Teprve dalSim piidavkem soli se uvedené latky zacnou vylucovat. Pfi dostatecné
koncentraci soli je vylouc¢ena (vysolend) latka prakticky nerozpustna.
Pozndamka: Pokud se naslednym zfedénim sraZenina (u bilkoviny) rozpusti a opetovnym piidanim soli
vysrazi, hovotime o tzv. reversibilnim Cili vratném rozpousténi nebo srdazeni bilkovin. Pokud tomu tak
neni a srazenina se ziedénim nerozpusti, hovofime o ireversibilnim ¢ili nevratném srdzZeni bilkovin
(pti pouziti soli tézkych kovit).
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Laboratorni alohy z tématu Separa¢ni metody

Ulohy na zakladni separa¢ni metody (filtrace, sublimace, krystalizace, destilace) byly provedeny
v ramci laboratornich cviceni z chemie v 1. rocniku, proto nebudou znova opakovany.

Uloha &.1. Stanoveni rozdélovaciho koeficientu kyseliny salicylové mezi chloroform a vodu.
[aloha se vztahuje k extrakci/
Princip: Rozpustnost latek je mj. zavisla i na povaze rozpoustédla. Rozdilnou rozpustnost dané latky
ve dvou riznych rozpoustédlech udava tzv. rozdélovaci koeficient K. Vyjadiuje kolikrat je dana latka
1épe rozpustna v jednom rozpoustédle nez ve druhém. Vyjadiuje se Cislem vét§im nez 1, K, > 1.
Pomiicky: kyselina salicylova, chloroform, odmérny roztok 0,1 M NaOH, fenolftalein, byreta, délici
nalevka.
Postup: Do délici ndlevky nalijeme 50 ml destilované vody a 50 ml chloroformu, ptiddme asi 0,5 g
kys. salicylové. De¢lici nalevku uzavieme zatkou a smés n€kolikrat dobfe protfepeme az se kyselina
rozpusti. Vytvotrené vrstvy oddélime (dvé vrstvy — vrstva chloroformu je u dna) do dvou samostatnych
kadinek. Postupné odpipetujeme z kazdé kadinky ptesné 20,00 ml roztoku a titrujeme roztokem NaOH
na fenolftalein do trvalého fialového zbarveni. Kazdou titraci provedeme dvakrat. Ze zjisténych
hodnot ur¢ime primérnou spotiebu pro kazdy roztok. Rozdélovaci koeficient K, je dan pomérem
spotieb roztoku NaOH

Vchlorofom
Kr =
V voda

Ukol: 1. Uved'te namétené spotieby roztoku NaOH a hodnoty primérné,
2. Vypocitejte hodnotu rozdé€lovaciho koeficientu.

Uloha &.2. Déleni smési pomoci dialyzy - oddéleni Cu®*iontii ze smési CuSO: a bilkoviny
Princip: viz vyse

Pomicky: roztok modré skalice 0 konc. asi 0,1 M , zf. roztok amoniaku, celofan, vaje¢ny bilek
(koloidni roztok ve vode), Siroka kadinka, nalevka, provazek, zapalky nebo $pejle.

Postup: Polopropustnou blanu — celofan — namo¢ime asi na 20 minut do vody v kadince. Po zmé&knuti
celofan pretahneme pfes nalevku a na stopce zavaZzeme provazkem. Smeési roztoku vajeéného bilku
amodré skalice naplnime nalevku (pipetou) a poté polozime opatrné do Cisté kadinky s vodou
podlozime zapalkami nebo kousky Spejli. - viz nakres.

_ o smés Cu?" aroztoku bilkoviny v celofanovém obalu

-

& |~ destil. voda

Od okamziku ponoieni odecitame Cas. Po 2, 7, 17, 37 minutdich (je mozné volit jiné, dostatecné
dlouhé ¢asové intervaly) od ponoieni odpipetujeme vzdy 2 cm?® kapaliny z kadinky do zkumavky
a prikapneme roztok amoniaku. Podle intenzity zbarveni v jednotlivych zkumavkach miZzeme
usuzovat na stupen prubéhu dialyzy.

Ukol: Formulujte slovy zavér — vysledek pozorovéani, zavislost kvantitativniho pribéhu dialyzy na
case.

112




Chromatografie
patii mezi analytické metody, zalozené na déleni smési (separa¢ni metody). Principialng je zaloZena na
rozdélovani jednotlivych slozek smési mezi dvé vzijemné nemisitelné faze - Stacionarni
(nepohyblivd) a mobilni (pohyblivd) — které jsou relativnd va¢i sobé v pohybu. Cim vétsi je
rozdélovaci schopnost slozek a doba déleni, ptip. pocet déleni, tim 1épe se jednotlivé slozky oddéli.
Rozdéleni chromatografickych metod
1) podle povahy mobilni fize
a) kapalinova chromatografie — mobilni faze je kapalina,
b) plynova chromatografie — mobilni faze je plyn.
2) podle usporadani stacionarni faze
a) kolonova (sloupcova) chromatografie — stacionarni faze je v trubici ¢ili koloné a tvoii sloupec)
(viz obr. €.1),
b) plosné usporadani
- papirova chromatografie — stacionarni faze je soucasti chromatografického papiru
- chromatografie na tenké vrstvé — staciondrni faze je umisténa na Al folii, sklenéné desticce
nebo jiném plochém podkladu (Obr. 2)

3) podle povahy déleni (separace)

a) rozd€lovaci chromatografie — o déleni rozhoduje rozdilna rozpustnost sloZzek vzorku v mobilni
(kapalina, plyn) a stacionarni fazi (kapalina),

b) adsorpéni chromatografie — o separaci rozhoduje rizna schopnost slozek vzorku poutat se
(adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuha latka),

c¢) iontové-vyménna (iontoménicova) chromatografie — stacionarni fazi je iontoménié¢, ktery je
umistén v kolonég; o separaci rozhoduje rozdilna velikost pfitazlivych sil slozek vzorku mezi
nimi a funkénimi skupinami iontoménice,

d) gelova chromatografie — stacionarni slozkou je gel, slozky se déli podle soudrznych sil mezi
molekulami gelu a jednotlivymi slozkami mobilni faze,

e) afinitni chromatografie — déleni je zaloZeno na selektivni afinité ( schopnosti se vazat) nékterych
slozek vzorku vzhledem k stacionarni fazi.

privod
mobilni faze
- = K =
vzorek —
sloupec
chromatograficka - chromatografické
kolona napliné
(-
' ' postupna eluce
~ frakci vzorku
- -

postupné jimaneé frakce

Obr. ¢&. 1 Schéma uspotadani a priib&hu (postupné elace) kolonové (sloupcové) chromatografie
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a) b) a) b)
Obr. 1la. Chromatograficka kolona Obr. 2 Chromatografie na tenké vrstvé
pro sloupcovou chromatografii a) uloZeni tenké vrstvy,
a) s naplni pied délenim, b) po rozdéleni b) chromatogram po vyvolani

Poznamka: adsorpce* - zachycovani, koncentrovani plynnych nebo kapalnych slozek z roztokii na povrchu
pevnych (tuhych) latek, tzv. adsorbentii. Velikost adsorpce a je zavisla na koncentraci latky ¢ podle vztahu
,  kde kje tzv. adsorpéni konstanta, zavisla na kvalité

adsorbentu, rozpoustédla i rozpusténé latky.

Mezi nejstarsi a nejznamé&jsi typy adsorpéni chromatografie patii z hlediska provedeni ch. sloupcova.
Provadi se ve sklenénych trubicich — kolonach (viz obr. 1). Jako adsorbenty (pevna faze) se pouzivaji
polarni latky (oxid hlinity, silikagel, celuléza, $krob a jiné) nebo latky nepolarni (rizné druhy
aktivniho uhli), kterymi je napInéna trubice. Mobilni fazi tvoti rozpoustédlo, ve kterém je délend smés
rozpustnd (napf. voda, benzin, benzen, chloroform, ethanol, methanol a dalsi). Jednotlivé slozky pfi
prachodu vrstvou adsorbentu postupuji riznou rychlosti, kterd je umérna velikosti adsorpce téchto
slozek k adsorbentu. Cim je adsorpce slozky k pevné fazi vétsi, tim je rychlost postupu meni.
Jednotlivé slozky je proto mozno jimat oddé€lené. Proces ,,vymyvéani a odkapavani* jednotlivych
slozek z kolony se oznacuje jako eluace. Jejich mnozstvi lze po eluci stanovit titraéng, fotometricky
nebo nekterou z dalSich odmérnych ¢i optickych metod.

Jinym typem adsorpéni chromatografie je ch. na tenkych vrstviach. Tenka vrstva adsorbentu (Casto
silikagel, oxid hlinity, oxid, vapenaty, uhli¢itan vapenaty a jiné) na tenké kovové nebo sklenéné desce
tvoii pevnou fazi. Mobilni fazi je vhodné rozpoustédlo, do néhoz je tenka vrstva ponoiend. Do nadoby
s rozpoustédlem se vklada $ikmo pod thlem asi 20° Vzorek smési se nanasi na pevnou vrstvu
adsorbentu tak, aby nebyl ponofen do roztoku rozpoustédla. Vzlinanim rozpoustédla nahoru se smés
déli. Jednotlivé slozky postupuji podle velikosti adsorpce. Pro kvalitativni hodnoceni smési
vypocitavame hodnoty Re (viz papirova chromatografie), pro kvantitativni Gcely urujeme plochu
skvrny nebo po eluci skvrny stanovime obsah nékterou z analytickych metod uvedenych vyse (viz
sloupcova chromatografie)

Nejstars$im typem plo$né rozdélovaci chromatografie je chromatografie papirovd. Stacionarni fazi
tvoii voda (kapalna faze), ktera je zakotvena na pevném nosici (celuldza jako filtracni papir). Pouziva
specidlni, chromatograficky papir (odtud ch. papirovd), na ktery se nandsi zkoumany vzorek a papir je
ponofen do mobilni faze (voda, kys. mravenci, methanol, kys. octova, ethanol, aceton a jina organicka
rozpoustédla). Jsou-li slozky bezbarvé je nutné je po rozd€leni vybarvit chemickym postiikem. Jsou-li
slozky barevné, neni tfeba je zviditeliiovat.

Ch. papirovd se provadi bud’ jako tzv. ch. vzestupnd — mobilni faze vzlina (stoupa) nahoru, a ch.
sestupnda — mobilni faze sestupuje zhora dohi. Nékdy se pouziva papir ve tvaru kruhu a vzorek
zkoumané smesi se nanasi do stifedu nebo po obvodu kruznice nedaleko stiedu. Papirovy kruh je
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umistén vodorovné a je spojen s mobilni fazi knotem nebo bavinénou niti. Toto uspofadani se nazyva
ch. kruhova nebo horizontdlni.

Vlastni chromatografii provadime tak, Ze vzorek smési naneseme na start a papir ponofime do
rozpoustéla tak, aby linie startu byla nad hladinou rozpoustédla. Mobilni faze (rozpoustédlo) je
nasavano kapilarnimi silami a vymyva jednotlivé slozky délené smési na zakladé€ jejich rozdilného
rozdélovaciho koeficientu mezi stacionarni a mobilni fazi. Jednotlivé latky se zviditelni formou skvin
v riznych vzdalenostech od startu. Latka 1épe rozpustna ve stacionarni (zakotvené) fazi je blize
U startu nez latka Iépe rozpustnd v mobilni fazi (je vzdalenéjsi). Vznikly chromatogram vysusime
a vyhodnotime uréenim hodnoty Rr (pro vzestupnou a sestupnou ch.) nebo Rr (pro horizontalni ch).
Hodnota Rr je pomér vzdalenosti stiedu skvrny ke vzdalenosti ¢ela rozpoustédla od startu (viz obr.
obr. 3.)

éelo N

k R
skvrna \AG)

N B

a ...vzdalenost ¢ela rozpoustédla od startu,

b....vzdalenost stiedu skvrny od startu
start

RF=b/a

.~ rozpoustédlo
”

Obr. 3. Schéma chromarogramu vzniklého technikou plo§ného uspotadani

Hodnota Rr ma byt vrozmezi 0,16 az 0,86. Je pro urlitou latku a systém rozpoustédel stala
a charakteristicka pro kvalitu latky. Z chromatogramu lze urcit rovnéz i kvantitativni obsah slozek.
Rozdélovaci papirovou chromatografii s vyhodou pouzivame pii déleni a stanoveni aminokyselin,
cukri, alkaloidii, steroidd alkoholll a jinych latek. Je vhodna pfi bézné analytické kontrole. Dil¢i
nevyhodou je pomérné mala pfesnost a Casova naro¢nost pii vyvijeni chromatogramd.

Kromé¢ specialniho filtra¢niho papiru se dnes pouziva tenka vrstva jemného a homogenniho silikagelu
na tenké hlinikové folii (uziva se pod obch. ndzvem Silufol).

Nejpouzivangj§im typem chromatografie je plynova chromatografie. U adsorpcni plynové
chromatografie jsou nosnou, mobilni fazi nékteré inertni plyny (tzv. nosné plyny) jako CO-, helium,
argon, dusik nebo vodik. Staciondrni (pevnou) fazi jsou napft. silikagel, oxid hlinity, hlinitokfemicitany
nebo jiné specialn€ vyvinuté adsorbenty. V praxi se pouziva méné casto.

U rozdélovaci plynové chromatografie, ktera se pouziva v praxi Castéji, je stacionarni fize tvofena
kapalinou, ktera je zakotvena na porézni latku, zv. nosi¢. Jako zakotvené faze (kapaliny) se pouzivaji
silikony, vyssi alifatické uhlovodiky, vyssi alkoholy, estery a dal$i organické slouceniny. Stacionarni
faze je umisténa v tenké trubicce spiralovitého tvaru zvané kolona, kterou trvale proudi nete¢né nosné
plyny — mobilni faze (CO2, helium, argon, dusik nebo vodik). Nosny plyn unasi délenou latku
vV podob¢ par chromatografickou kolonou a v mnozstvi daném rozdélovacim koeficientem se délena
latka rozpousti v zakotvené fazi. Rozd€lovaci koeficient udava pomeér koncentrace latky v kapalné
(zakotvené) a mobilni fazi (nosny plyn). Po prichodu slozek detektorem, ktery jednotlivé slozky
zaznamena po kvalitativni i kvantitativni strance jsou slozky vyhodnoceny zaznamovym zatizenim
formou grafického zapisu tzv. chromatogramu (viz obr. ¢ 4, obr. ¢ 5). Je to soustava po sobé
nasledujicich pikii, jejichz umisténi — potadi od zacatku (startu) souvisi s kvalitou slozky, vyska a Sitka
piku udava mnozstvi slozky (kvantitativni daj). Pfistroj pro tento typ analyzy se jmenuje plynovy
chromatograf.
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Obr. 4 Chromatografické kiivka (chromatogram)
N.....nastiik, I.L. ....inertni latka, A, B, C...... jednotlivé slozky smési

V soucCasné dob¢ se ziskané vysledky zaznamenaji graficky na obrazovce a jeSté dale zpracovavaji
digitalné ptipojenou vypocetni technikou..

Plynova chromatografie je velmi citliva metoda a pracuje s velmi malymi kvanty vzorku. Je vhodna
pouze pro latky plynné nebo kapalné, které 1ze snadno prevést do plynného stavu. Metodami plynové
chromatografie miizeme oddélovat a kvantitativné stanovovat organické latky s bodem varu do 400°C.
Uplatiiuje se zejména pii déleni, urCovani a stanoveni uhlovodiki a jejich izomerd. Pro plynovou
chromatografii je charakteristicka vysoka separa¢ni ucinnost. Jedinou analyzou mizeme stanovit 5 az
20 slozek vedle sebe.

Jinym, velmi Casto pouzivanym typem chromatografie je chromatografie kapalinovd. Podobné jako
plynova ch. tak i kapalinova ch. muze byt podle separaéni podstaty adsorpcni kapalinova ch. nebo
rozdelovaci kapalinova ch.

Mobilni fazi pti adsorpcni kapalinové ch. je kapalina (organicka latka — hexan, cyklohexan,
tetrachlormethan, toluen, benzen, ethylacetat, aceton, ethanol, methanol a jiné). Nejcast&ji pouzivanym
pevnym adsorbentem je opét silikagel nebo oxid hlinity, dale kifemicitany, Skrob, polyakrylamid, ale
také aktivni uhli (nepolarni adsorbent pro chromatografovani smési nepolarnich latek)

Pti rozdélovaci kapalinove chromatografii je stacionarni fazi kapalina zachycend v tenké vrstvé na
povrchu inertniho pevného nosice (kiemelina, kulicky z porézniho skla a polymert, silikagel apod.).
Jsou to specialni kapaliny o velké molekulové hmotnosti. Mobilni fazi tvofi riizna rozpoustédla —
voda, kyselina mravenci, methanol, kyselina octova, ethanol aceton a dalsi).

Kapalinovou chromatografii mizeme separovat mnohem vétsi pocet latek nez chromatografii
plynovou diky vétSim moznostem vybéru ruznych fazi. Mizeme tak délit pfirodni latky jako
bilkoviny, tuky, polysacharidy a jejich hydrolyzaty a mnoho dalSich organickych i anorganickych
latek.

BO

50 A
40 A
30 A
20 A
10 1

Conductance [ ;S

u] 4 10 149

Time I min Obr. 5. Typicky obrazek chromatogramu
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Chromatografické metody maji velky vyznam pii déleni a identifikaci biologického materialu. PouZiva
se jich také k déleni, identifikaci a stanoveni jednotlivych latek v télnich tekutinach. Chromatograficke
metody jsou dnes plné automatizovany a jsou neodmyslitelnou soucasti modernich klinickych
vySetfovacich metod napt. komplexni vySetieni krve).

Laboratorni ulohy pro chromatografii

Uloha &. 1. Déleni smési barviv papirovou kruhovou chromatografii.
Pomiicky: pro tlohu 1.a) Smés barviv ¢. 1 - methylenova modf, eozin a brilantni zelen, rozpustit
v metanolu + voda (1 : 1), mobilni faze (metanol + voda 7 : 3), Petriho misky (mensi, vétsi), kapilarni
pipetka, porcelanova nebo sklenéna misticka, knot, chromatograficky nebo filtrani papir.

pro ulohu 1.b) Smés barviv ¢. 2. — 10% roztoky FeCls, CuSO..5H,0 a NiSO4.7H:0;
vyvijeci rozpoustédlo (mobilni faze) - 9 dild acetonu a 1 dil kys. chlorovodikové (1 : 1), amoniak,
chromatograficky nebo filtraéni papir, Petriho misky o priméru 9 az 10 cm, kapilarni pipetka.

Postup: l1l.a) Presné do stiedu kruhového vyfezu jemného filtra¢niho papiru o priméru 10 cm
naneseme pipetou nékolik kapek smési roztoku methylenové modfi, eozinu a brilantni zelené. Po
vysuseni protahneme stfedem bavinénou nit (knutek) asi 4 cm dlouhou, aby zasahovala do misky
S mobilni fazi.

Do Petriho misky o priméru ponékud mensim nez je prumér kruhového vytezu filtra¢niho papiru
nalijte trochu vody a do stfedu misky umistéte malou porcelanovou nebo sklenénou misticku. Potom
Petriho misku pfikryjte vyfezem filtraniho papiru tak, aby bavinény knttek dosahoval na dno
porcelanové misticky. Vse piiklopte vétsi Petfino miskou.

Po 15 minutach viko sejméte, nadzvednéte filtra¢ni papir a do misti¢ky nalijte sm€s methanolu a vody
(mobilni fazi), filtrani papir se vzorkem polozte na Petfino misku tak, aby knttek zasahoval do smési
V misti¢ce s mobilni fazi. VSe opét prikryjte vikem.

Za 30 minut se na papife vytvoii 3 soustiedné barevné kruhy — nejblize stfedu je modry kruh
methylenové modre, nasleduje cervené zbarveny kruh eozinu a nakonec zeleny kruh brilantni zelené.
Aparaturu sestavime dle obrazku 1.

y Filtratni papir (kruh)

] ad _» Petriho miska (viko)
\
u—. --Jd___, Petriho miska + voda
\ D ~
knot | " Petriho miska + mobilni fize

Obr. 1
Poznamka: viz Buchar, Halbych, Borovicka: Praktickd cvieni z organické chemie ( pro pedagogické fakulty), SPN Praha,
1970.

Postup 1. b) Vystiihnéte kolec¢ko chromatografického papiru o malo vétsi, nez je pramér Petriho

misek. Nastfihnéte kruhovou vyse¢ tak, aby po prehnuti a zkraceni sahala na dno misky a slouzila
k nasavani vyvijeciho roztoku

(=

1

Obr. 2b Sestava pro kruhovou chromatografii.
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Kolem stfedu papiru naneste pipetkou roztoky soli Zelezité, méd’naté a nikelnaté. Roztoky nanasejte na
sebe ve form¢ kruhového prouzku o priméru asi 1,5 cm a Sifce max. 4 mm Cistou pipetkou vymytou
destilovanou vodou. Nastfizeny prouzek papiru bude bez vzorku. Po kazdém naneseni papir ususte,
aby se dal$im roztokem prouzek nerozpijel do §itky. I pfed vyvijenim musi byt chromatogram suchy.
Do Petriho misky dejte asi 10 cm® vyvijeciho rozpoustédla. Na misku poloZte piipraveny papir se
vzorky, nastfizeny a zkraceny prouzek piehnéte doli do kapaliny a ptikryjte druhou miskou (obr 2).

Petriho --7
misky t" T

» Chromatograficky papir

-
-
-
-

/ | 5 Vyvijec rozpoustédlo

g

Obr. 2b Sestava pro kruhovou chromatografii.

Vyvijeni ukoncete, kdyz Celo chromatogramu dospéje téméi k okrajim misek. Latky se rozdé€li
a vytvofi soustfedné kruhy.

Aby se vSak pruhy vybarvily daleko intenzivnéji, vystavte chromatogram ptsobeni par amoniaku. Pak
se Cu?* prouzek zbarvi tmavé modie, Ni?* prouzek fialové modie a Fe®" sil zlistane zbarvena hnédg.
Ukol: Zdivodnéte zbarveni jednotlivych prouzkd, piip. zapiste rovnice chemickych d&j.

Poznamka: Kozakova, Holada, Malinikova: Laboratorni technika pro 4. ro¢nik gymnazii, STNL Praha 1988.

Uloha &. 2. Déleni listovych barviv

a) vzestupnou papirovou chromatografii

b) vzestupnou chromatografii na tenké vrstvé
Pomiicky: extrakt, vyvijeci soustava - smés aceton-benzen (3 : 7), pipetka, chromatograficky papir,
silikagelova folie Silufol, sklenény valec, mala Petriho miska.
Pfiprava extraktu: zelené listy (Spenat, kopfiva dvoudomad, bieétan, ibisek, apod.) se rozmackaji
Vv tfeci misce s n¢kolika mililitry ethanolu nebo acetonu, a kapalina se prefiltruje do kadinky. Vznikly
roztok musi byt tmave zeleny.
ad a) do kadinky s extraktem ponoite prouzek chromatografického, pfip. filtratniho papiru $iiky 20 —
30 mm. Roztok vzlina do vySe a pii tom se rozdéluje na své slozky. Karotenoidy se adsorbuji méné
a postupuji rychleji nez chlorofyly (chlorofyl a a b), proto prolinaji vySe a vytvofi nad obéma
chlorofyly zluty pas.

Jiné provedeni: na prouzek chromatografického, piip. filtraéniho papiru $itky 20 — 30 mm piedem
naneseme pipetkou kapku nebo prouzek extraktu asi 1,5 az 2 cm od spodniho okraje (nandseni na
stejné misto je mozno nekolikrat zopakovat, vzdy po zaschnuti pfedchoziho vzorku, aby se vzorek
dale nerozpijel). Po zaschnuti vlozime prouzek do sklenéného valeCku (vyvijeci komora) , v némz je
na dné vyvijeci soustava. Vzorek na papife musi byt nad hladinou vyvijeci soustavy (asi 1,5 cm).
Sklenény valec ptiklopime malou Petriho miskou.

[ | karotenoidy

o
s chlorofyly a, b

xanthofyly
Obr. 3a Obr. 3b Prouzek ve vélci Obr. 3c chromatogram
Prouzek s nanesenym vzorkem na dné valce je vrstva

vyvijeci smési
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ad b) postup jako vySe (jiné provedeni). Misto prouzku chromatografického papiru pouzijeme prouzek
silikagelové folie Silufol.

i |

Obr. 4. Chromatogram po rozdéleni listovych barviv

DNPH Derivatives
Reverse Phase Chromatography

Water/Acetonitrile gradient
360 nm

338 - Formaldebhrrde - 0195 ppm
1

e | 175~ £ cetaldehyrde - 0.192 ppm

-
—

5.3% - Acetone - 0197 ppm
582 - Acrolein - 0.197 ppm
6.27 - Propanal - 0.198 ppm
= —

6.75 - Furfural - 0457 ppm
-

_F—— 766 - Crotonaldehyde - 0.396 ppm
£.05 - MEK - 0398 ppm

e p— (14} - 1-Butyraldebrrde - 0.406 ppm

et
l g 10.12 - Cyelohexanone - 0493 ppm

10.44 - Benzaldehyrde - 0.600 ppm

? 11.41 - MIEK - 0.491 ppm
1

1.98 - Glutaraldehsrde - 0299 ppm

13.02 - Benzophenone - 0.702 ppm

Obr. 5. Chromatogram smési aldehydu a ketonu
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