Chromatografie

Chromatografie jsou fyzikalné-chemické separa¢ni metody, jejichz podstatou je rozdélovani slozek smési vzorku
mezi dvé faze, a to fazi nepohyblivou (staciondrni fazi) a pohyblivou (mobilni fézi). Tyto dvé faze se od sebe odlisuji
nékterou zakladni fyzikalné-chemickou vlastnosti, napr. polaritou. Spolu s pohybujici se mobilni fazi je soustavou
unasen také vzorek. Délené slozky vzorku (analyty) interaguji v riizné mire se stacionarni a mobilni fazi. Analyty,
které se poutaji vice ke stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji a jsou zadrzovany déle, nez analyty, které se ke
stacionarni fazi poutaji méné. Na zakladé tohoto principu dochéazi k rozdéleni slozek smési.

viz téZ heslo Chromatografie v ceské Wikipedii a heslo Chromatography v anglické Wikipedii

Rozdéleni chromatografickych metod

Podle fyzikalné chemického principu déleni

Podle skupenstvi mobilni faze uﬁ

Adsorpcni chromatografie
Rozdélovaci chromatografie
lontové vyménnd chromatografie
Gelova chromatografie

Afinitni chromatografie

Kapalinova chromatografie
Plynovd chromatografie “

Podle usporadani stacionarni faze

Kolonova (sloupcovd) chromatografie

Kapilarni chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé (tenkovrstva chromatografie)
Chromatografie na papire

Podle ucelu pouziti

Chromatografie
Analytickd chromatografie
Preparativni chromatografie

Zakladni chromatografické terminy

= Analyt - latka, kterd ma byt pomoci analytické metody stanovena/izolovdna
= Eluent - mobilni faze pouZzitd pro separaci analytd
= Eluéni roztok/cinidlo - kapalina, kterou promyvame chromatografickou kolonu béhem vlastniho déleni u

sloupcovych chromatografii za Ucelem vymyvani frakci vzorku z kolony. Elu¢ni ¢inidlo je vzdy mobilni fazi, ne
vSechnu mobilni fazi vSéak mdzeme povazovat za elu¢ni ¢inidlo (napf. samotny vzorek ¢i p@vodni roztok v
koloné pred vlastnim délenim).

= Efluent/eluat - mobilni faze vytékajici z kolony
= Chromatograf - zafizeni, umoZziujici chromatografii. Skldda se z nékolika soucasti. Kapalinovy chromatograf

vzdy obsahuje zafizeni pro uchovavani a transport mobilni fdze (vysokotlaké ¢erpadlo = pumpu), zafizeni pro
davkovani vzorku (dadvkovac, autosampler), zarizeni pro separaci latek (chromatografickd kolona) a zarizeni
pro detekci latek. VoliteIné soucdasti chromatografu jsou odplynovac mobilni faze, termostat kolony, sbérac
frakci, u gradientové eluce smésovac mobilnich fazi. Signal z detektoru byva vétsinou veden do integratoru v
PC.

Chromatogram - graficky vystup z detektoru vznikajici béhem chromatografického procesu vyjadrujici
zavislost signalu (osa y) na elu¢nim ¢ase nebo objemu (osa x)

= Mobilni faze - kapalina nebo plyn, které unaseji slozky délené smési pres tzv. stacionarni fazi.
= Nosic - pevng, z hlediska déleni pokud mozno inertni ldtka, se kterou je spojena zakotvend faze. Nosic tak

zajistuje, Ze na ném zakotvend faze bude nepohyblivou stacionarni fazi.

Retardacni faktor - je pomér vzdalenosti ¢ela od startu a vzdalenosti stfedu skvrny sledované latky od
startu pfi ploSnych chromatografiich. U plosSnych chromatografii je vSak reprodukovatelnost sporna a proto se
s tabelaci Rg nesetkdvame. Hodnoty Rr se mohou pohybovat od Rg = 0 pro latky vyvijecim ¢inidlem za danych
podminek neunasené (zQstavaji na startu) az po Rr = 1 pro latky zcela nezdrZzované stacionarni fazi a unasené
s Celem.

Retencni/elucni ¢as nebo objem - Cas od zacatku eluce, ktery je potfebny k tomu, aby se dana frakce
vzorku dostala k detektoru za kolonou, nebo objem elucniho Cinidla, ktery protece za eluc¢ni ¢as kolonou. Jsou-
li pouzity dobre definované kolony (napr. nékteré komercni kolony pro HPLC nebo pro kapildrni plynovou
chromatografii) za predepsanych podminek, Ize retenéni ¢asy ¢i objemy pro rlizné délené latky tabelovat,
nebot jsou dobre reprodukovatelné.

Stacionarni faze - pevna latka nebo s ni nepohyblivé spojeny povlak kapaliny, kterd je vlastni G¢innou
slozkou chromatografického zafizeni (kolony nebo plosné vrstvy).
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= Teoretické patro - vyskové ¢ast kolony, ve které pridmérné teoreticky dochazi k jednomu rovnovéaznému
délicimu kroku fyzikalné chemického jevu (napr. adsorpce/desorpce u sorp¢ni chromatografie, rozpusténi latky
v zakotvené fazi a jeji zpétné rozpusténi nebo vypareni do mobilni faze apod.). Netykd se ionexové a afinitni
chromatografie. Tento pojem vSak nema s realitou mnoho spole¢ného a je opravdu jen ,teoreticky”.

= Ucinnost kolony - je imérné poc¢tu teoretickych pater dané kolony. U ionexové a afinitni chromatografie
misto o Uc¢innosti hovorime spiSe o kapacité kolony. O kapacité kolon vsak hovorime u vSech preparativnich
kolonovych chromatografii. Naproti tomu zvlasté u analytickych kolonovych chromatografii nas zajima
rozlisovaci schopnost kolony, kterou charakterizujeme tzv. separa¢nim cislem, coz je, zjednoduSené receno,
pocet rozlisitelnych pikd mezi dvéma vybranymi meznimi.

= Vyvijeci roztok/¢inidlo - mobilni faze pfi plosnych chromatografiich.

= Zakotvena faze - vrstva kapaliny relativné pevné spojena s pevnou latkou. Tvori vlastni stacionarni fazi u
rozdélovaci chromatografie.

Adsorpcni chromatografie

Je zalozena na rozdilné adsorpci latek na povrchu sorbentu, tvoriciho stacionarni fazi. Latky, které jsou za danych
podminek silnéji vazany sorpcnimi silami, jsou v jednotlivych Usecich (napf. v teoretickém patru) Castéji a déle
naadsorbovany nez latky jiné. Makroskopicky jsou stacionarni fazi vice zdrzovdny a mobilni fazi tak pomaleji
undseny. V kolonovych metodach jsou proto charakterizovany vyssimi elu¢nimi ¢asy nebo vétSimi elu¢nimi objemy,
v ploSnych technikach potom mensimi hodnotami retencniho faktoru.

Sorbenty, pouZzivané v adsorpcni chromatografii jako stacionarni faze, se od sebe liSi svou polaritou pripadné
kyselosti.

Extrémné nepolarnim sorbentem je aktivni uhli, resp. moderni uhlikové sorbenty.
Z polarnich kyselych sorbentd je tfeba jmenovat alespon silikagel (hydratovany oxid kifemicity SiO,.xH20).
Prikladem polarnich bazickych sorbentd jsou hydratované oxidy hlinity a hore¢naty: Al,03.xH,0 a MgO.xH,0.

Casto se jako sorbenty pouzivaji organické (ko)polymery nejriiznéjsiho slozeni, a tedy i fyzikdIné chemickych
vlastnosti.

Mobilni fazi vybirame z tzv. eluotropni fady rozpoustédel, ktera jsou v ni sefazena podle své vzristajici polarity:
pentan, hexan, chloroform, ethanol, kyselina octovd, voda. Casto se vSak ukazuji rozlicné smési téchto
rozpoustédel jako vhodnéjsi nez samotna cistd rozpoustédla.

U plynové adsorpéni chromatografie se jako mobilni faze (nosny plyn) pouziva vétSinou dusik nebo helium (lepsi,
ale podstatné drazsi).
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Rozdélovaci chromatografie

Je zalozena na rozdilné rozpustnosti délenych latek ve dvou rliznych kapalinach, tedy na rozdilnych hodnotéch
rozdélovaciho koeficientu a = cg/cp,.

Jedna z pouzitych kapalin je mobilni fazi, druha je potom zakotvena na néjakém nosici a tvofi tak stacionarni fazi.
Pokud jsou pouzité kapaliny vzadjemné nemisitelné, staci obvykle k zakotveni jedné z nich nevazebné interakce s
povrchem nosice. Jinak musime zakotvit tuto kapalinu chemickou vazbou. U plynovych chromatografii je mobilni
fazi misto kapaliny plyn. Zakotvena kapalina potom musi bud’' vykazovat minimalni tékavost za teplot pouzitych pfi
separaci (musi mit vysoky bod varu), nebo ji musime také chemicky na nosi¢ navazat.

Délené latky, které za danych podminek vykazuji vétsi pomér mezi svou rozpustnosti v zakotvené fazi ku
rozpustnosti v mobilni fazi, tedy vyssi hodnotu rozdélovaciho koeficientu, jsou stacionarni fazi vice zdrzovany,
LUtravi” v ni delsi ¢as nez latky jiné a mobilni fazi jsou tedy unaseny pomaleji. Proto vykazuji vyssi elu¢ni ¢asy nebo
vétsi elu¢ni objemy, v plosnych technikdch potom nizsi hodnoty retencniho faktoru.

Pokud je zakotvenou fazi voda, hovofime o tzv. chromatografii s normalni fazi. Casto se véak setkdvame se
zakotvenymi organickymi kapalinami s obvykle nizkou polaritou a tehdy hovorime o tzv. obracené fazi. Pouzité
kapaliny jsou zakotveny na nosic¢ich nejrliznéjsiho chemického sloZeni. Patrné nejcastéji se setkdme s nosici z oxidu
kremicitého, skla, rozli¢nych (ko)polymer(, skrobu, celuldzy aj.

Mobilni fazi vybirdme z tzv. mixotropni rady rozpoustédel, kterd jsou v ni sefazena podle své klesajici polarity (na
rozdil od eluotropni fady u adsorp¢ni chromatografie): voda, ..., kys. octov4, ... ethanol, ... chloroform, ... hexan,
pentan. | zde se vSak ukazuji rozlicné smési téchto rozpoustédel jako mnohdy vhodnéjsi nez samotna cista
rozpoustédla. U plynové rozdélovaci chromatografie se jako mobilni faze (nosny plyn) pouzivé opét dusik ¢i helium.

lonexova chromatografie
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Je zaloZena na coulombickém pritahovani opaénych nabojd. Stacionarni fadze méa na svém povrchu chemické
skupiny nesouci ndboj. Pokud jsou v protékajici mobilni fazi pritomné ionty opacného naboje nebo molekuly silné
dipdlové, jsou elektrostatickymi silami pritazeny a dostatecné pevné zadrzeny na povrchu stacionarni faze. Na
rozdil od predchozich dvou druht chromatografie nejsou obvykle pouze zpomalovany, ale Gplné se zastavi. K tomu,
abychom je z kolony uvolnili, musime zménit charakter elu¢niho cinidla tak, aby doslo bud' k vytésnéni délenych
iontd, nebo zméné jejich ndboje, a to navic postupné. Interakce iontu ¢i dipdlu s ionexem stoupa s jeho nadbojem,
resp. jeho polaritou a klesa s jeho velikosti, jak ostatné Ize dovodit i jen z predstavy Coulombova zakona.

Materidly pouZivajici se jako stacionarni faze v ionexové chromatografii se nazyvaji ionexy neboli iontoménice.
lonexy délime podle ndboje na anexy nesouci na povrchu kladny ndboj a pritahujici tak anionty a katexy se
skupinami nabitymi zaporné a pfitahujici kationty z roztoku.

Nejcastéjsimi skupinami chemicky vazanymi na povrchu anex( jsou (sefazeno podle vzrlstajici sily vazajici anion):
primarni aminy -NH,, sekundarni aminy -NHR, tercidrni aminy -NR, a kvartérni amoniové baze -N*Rs.

Na povrchu katext se potom obvykle setkdvdme se skupinami kyselymi (opét podle vzristajici sily vazajici kation):
fenolicka skupina -OH, karboxylovéa skupina -COOH, fosfatova skupina -PO(OH), a sulfatova skupina -SOsH.

Vlastni skelet ionexu je bud organicky (napf. dextrany, celuléza, kopolymery styrenu a divinylbenzenu), nebo
anorganicky (zeolity, fosfore¢nany, molybdenany, fosfomolybdenany, aj.).

Mobilni fazi byvaji skoro bez vyjimky vodné roztoky, at uz se jedna o roztok vzorku nebo o eluc¢ni ¢inidlo. Jak bylo jiz
vyse receno, ionty ze vzorku jsou obvykle ionexem pevné pripoutédny a nakonec je nutno uvolnit je. K tomu slouzi
dva typy eluce: vytésnénim a zménou ndboje (prenabojovdnim). V obojim pripadé, abychom jednotlivé slozky z
pavodniho vzorku eluovali postupné, a tak je od sebe oddélili, pouzivame gradientové eluce. To znamena, ze s
¢asem ménime slozeni elu¢niho roztoku.

Pfi eluci vytésnénim vyuzivdme vyse zminéného faktu, Ze sila elektrostatické vazby mezi iontem a ionexem klesd s
velikosti iontu. Malé ionty (napf. Na™ nebo CI") v dostate¢né koncentraci jsou proto schopny vytésnit ionty vétsi
(napfr. ionty aminokyselin). Pfi eluci vytésnénim tak postupné zvysSujeme iontovou silu elu¢niho roztoku
prichdzejiciho na kolonu.

Eluci zménou naboje (prendbojovanim) mizeme uplatnit tehdy, kdyz ndmi délené latky jsou amfoterni a zménou
pH méni i sv{j ndboj. Prikladem mdze byt ionexové déleni smési aminokyselin nebo bilkovin. Pri dostate¢né
vysokém pH se na anexu zachyti véechny ndmi poZadované slozky ve formé aniontl. Eluujeme roztokem, jehoz pH
postupné klesa. Klesne-li pH v koloné na hodnotu izoelektrického bodu (pl) jedné ze slozek, ta ztrati sv{j naboj,
coulombické sily se prakticky zrusi a elu¢ni roztok ji strhne s sebou. Pri dalsim poklesu pH ona slozka dostane
zdporny naboj a je od povrchu anexu dokonce odpuzovana. Pozdé&ji pH klesne k hodnoté pl dalsi slozky a ta se
stejnym zpUsobem eluuje z kolony za tou prvni. Toto se potom mdze opakovat pro dalsi slozky plvodni smési a my
jsme tak schopni je od sebe oddélit. Je zfejmé, ze jednotlivé slozky se eluuji v poradi hodnot svych izoelektrickych
bodl (ve vyse uvedeném prikladu v poradi klesajicim).

Gelova permeacni chromatografie

Je zalozena na rozdilné priuchodnosti otvor a dutych vyklenkl na ¢asticich staciondrni faze pro rlizné velké
¢astice délené smési.

Stacionarni faze je tvorena malymi kulickami, ve kterych je spousta Tok
Ltunylk(” a ,jeskynék” o réizné velikosti. mobiln faze

— Mizkamolekularni
AT latky

6

Nékterd slozka délené smési vsak mlze mit tak velké ¢astice, Ze se do zadné
ze zminénych prohlubenin nevejde, a tak ma moznost pouze obtékat
kulicky déliciho materidlu a protékat Skvirami mezi nimi. Proto ma pfi
undseni mobilni fazi k dispozici vlastné nejmensi prostor a je tak unasena
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Jind slozka mGzZe mit ¢astice takové velikosti, Ze se jiz vejdou alespoin do
nékterych otvirkl v kulickadch déliciho materidlu. Tak maji tyto ¢astice pri N )
pratoku k dispozici nejen prostor okolo kuli¢ek, ale i prostor prohlubenin

dostatec¢né velikosti, kam mohou volné difundovat. Tim je jejich rychlost (pfi

konstantnim pritoku mobilni faze, samozrejmé) o néco pomalejsi nez u velkych ¢astic té prvni uvazované slozky.

Kone¢né mizeme mit slozku, jejiz ¢astice jsou tak malé, Ze maji pro svlij pohyb k dispozici prostor véech otviarkt
v kuli¢kach déliciho materialu. Tato sloZka se proto bude ve sméru pritoku mobilni f4ze pohybovat nejpomaleji.

V konecném efektu tak teoreticky z chromatografické kolony vytece jako prvni sloZzka s nejvétSimi ¢asticemi a
jako posledni slozka s nejmensimi ¢asticemi. Proto slouzi gelova permeacni chromatografie pro déleni smési
vysokomolekularnich latek (hlavné bilkovin) podle jejich molekulovych hmotnosti.

Nezbytnou podminkou ale je, aby material déliciho média byl ke vSéem délenym sloZzkam zcela inertni a
specificky nezadrzoval zddnou z nich.

Chceme-li rozdélit néjakou smés co nejlépe, musime vybrat stacionarni fazi s co nejvhodnéjSim rozsahem velikosti
otvlrk(. Takovy vybér proto zalezi na predpoklddaném rozsahu velikosti (molekulové hmotnosti) slozek délené
smési. Nastésti madme k dispozici velmi Siroké spektrum komercénich materidld a bézné tak mdzeme délit smési
relativné nizkomolekularnich latek o molekulové hmotnosti radu tisicd az desetitisicd dalton i smési velmi
vysokomolekularnich latek s molekulovou hmotnosti statisict az milionu.
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Podle polarity stacionarni a mobilni faze rozlisujeme systémy hydrofilni a hydrofobni. V naprosté vétsiné se
vSak setkdvdme s témi prvnimi, tedy se systémy hydrofilnimi, a mezi nimi zcela prevazuje systém
polysacharidovych skelet( stacionarni faze a vodnych roztokt jako mobilni faze.

Gelové permeacni chromatografii se nékdy fika nespravné molekularni filtrace nebo filtrace na
molekulovych sitech. Jak vyplyva ze skute¢né podstaty gelové permeacni chromatografie, jsou to ndzvy
zavadéjici, protoze se o zadnou filtraci nejedna.

Afinitni chromatografie

Je zaloZena na specifickych interakcich obvykle nevazebné povahy. Jeden z partnerd se pevné chemicky navaze
jako ligand na vhodny nosi¢ a tvofi tak spolu s nim stacionarni fazi. Druhy z partner( je obsazen ve vzorku a za
vhodnych podminek je na koloné specificky navdzan nevazebnymi interakcemi pravé na onen ligand. Po
dlikladném promyti kolony vhodnym roztokem (napr. fyziologickym apod.) pro odstranéni vsech slozek nespecificky
(a tedy velmi slabé) zadrzenych na koloné se ndmi pozadovand latka eluuje vhodné vybranym roztokem - elu¢nim
¢inidlem.

Pro fadu vhodnych systému Ize prislusnou stacionarni fazi i s jiz navdzanym ligandem zakoupit, nebot je komeréné
dostupna. Ty nedostupné (nebo pro dané pracovisté prilis drahé) Ize pripravit laboratorné. Vhodny nosic¢ se nejprve
chemicky aktivuje a prolitim roztoku ligandu takto zaktivovanym nosi¢em se pripravi vlastni sorbent. Ten je po
dlikladném promyti a deaktivaci zbytk( reaktivnich skupin pfipraven k izolaci prislusné slozky ze vzorku.
Nej¢astéjsim typem nosicl jsou gely polysacharidové a ty se aktivuji napr. bromkyanem CNBr. Na nosi¢i aktivaci
vzniklé nitrilové skupiny pak reaguji snadno s -OH nebo -NH, skupinami ligandu za vzniku klasickych kovalentnich
vazeb.

Elu¢nimi ¢inidly byvaji nejc¢astéji pufry o nizkém nebo naopak vysokém pH. Takové kyselé nebo zasadité prostredi
totiz zméni konformaci a pripadné i ndboj izolované slozky a/nebo ligandu, ¢imzZ dojde ke zruseni plvodnich
nevazebnych interakci a izolovand slozka je tak undSena mobilni fazi z kolony ven. Po izolaci staci ke zpétné
rekonstituci ligandu na koloné i izolované slozky obvykle jen jejich prevedeni do pufru o vhodném ,fyziologickém*
pH. Jiné moznosti eluce - tedy eluce vytésnénim kompetitivnim ligandem nebo kompetitivni substanci - se mj. pro
nutnost slozité zpétné rekonstituce pouzivaji jen velmi zfidka.

Afinitni chromatografie je pouzitelna napf. pro soustavy antigen-protilatka, lektin-glykoprotein, enzym-substrat,
receptor-hormon, imunoglobuliny-protein A nebo G, albuminy-Blue Sepharose apod.

Sloupcova kapalinova chromatografie

Délici médium - staciondrni faze - je umisténo ve sklenénych nebo kovovych trubicich, v tzv. chromatografickych
kolonach. Hornim koncem kolony vstfikujeme vzorek a privadime tam pripadny promyvaci roztok a samoziejmé i
elu¢ni ¢inidlo. Pokud protéka elucni roztok jen diky gravitaci, hovorime o tzv. nizkotlaké kolonové chromatografii.
Pokud roztoky nutime protékat kolonou za zvySeného tlaku za pouziti cerpadel (pump), hovorime o vysokotlaké
chromatografii. Potom Ize pouzit daleko jemnéjsi materidl staciondrni faze a kolony se stavaji pro déleni podstatné
Ucinnéjsi, s vyssim poctem teoretickych pater (u adsorp¢ni nebo rozdélovaci chromatografie), a kapacitnéjsi diky
vétSimu povrchu staciondrni faze.

Plosna kapalinova chromatografie

Staciondrni faze je ve formé volné vrstvicky. Bud'je to néjaky praskovy materidl na inertni podlozce u
tenkovrstvych chromatografii, nebo je to samotny chromatograficky papir (obdoba filtra¢nich papirQ) u papirové
chromatografie. Tenkovrstvd chromatografie se dosud obc¢as pouziva pro orienta¢ni analyzy vzorkd nebo pro
preparaci frakci pred dalsi analytickou metodou (napr. pro oddéleni mastnych kyselin z biologického materialu pred
jejich podrobnou analyzou plynovou chromatografii). U analytického pouZiti je vrstvicka stacionarni faze opravdu
tenkd, obvykle méné nez 1 mm. Pro preparace vsak musi byt vrstva podstatné silnéjsi, az do cca 1 cm, aby obsahla
vétsi mnozstvi vzorku. Papirova chromatografie byla kdysi velmi rozsifenou chromatografickou metodou, dnes se
vSak s ni v praxi uz nejspise nesetkame.

Mobilni fazi, tzv. vyvijeci €inidlo, privadime na délici médium pfi plosnych chromatografiich bud' zespodu - tzv.
vzestupné usporadani, obvyklé u tenkovrstvych chromatografii, nebo shora - tzv. sestupné usporadani, obvyklé u
papirové chromatografie. V usporadani vzestupném je hnaci silou mobilni faze vzlinani, v sestupném se k silam
vzlinani pridava jesté gravitace. U obou technik je vsak nutné, aby veskeré délici médium bylo béhem déleni
umisténo v nddobé (napr. chromatografické kyveté) s nasycenymi parami pouzitého vyvijeciho roztoku, aby vlivem
odparovani vyvijeciho Cinidla z relativné velké plochy déliciho média nedochdzelo ke znaénym nerovnomeérnostem
toku mobilni faze, a tak k deformacim zén délenych frakci.

Pomér vzdalenosti stfedu koncentra¢niho maxima Tenké vistva
kazdé zény od startu ke vzdalenosti ¢ela mobilni R S
faze od startu se oznacuje jako retardacni faktor

Eelo mobilnifize ™ | #c

(Re).

Protoze existuje zna¢né mnozstvi faktor (napf.
teplota, malé odchylky ve slozeni chromatografické ABC B
soustavy, vihkost), které do jisté miry ovliviuji Wk e, o B ] s bty
polohu zény, a tedy hodnotu R, vyvijime obvykle na
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chromatogramu zéroven vzorek standardu (autentické latky). Dosahne-li standard a ldtka oddélend z nezndmého
vzorku stejné hodnoty Rr (a to nejméné ve trech rlznych chromatografickych soustavach), je pravdépodobné, ze
se jednd o latky chemicky totozné. Mnozstvi latky v zéné Ize odhadnout podle jeji plochy, kvantitativné stanovit
denzitometrem, ¢i po vymyti latky ze zdny vhodnym rozpoustédlem.

Ukol
Adsorp¢ni chromatografie listovych barviv na tenké vrstvé silikagelu - pdf

Plynové chromatografie

Plynové chromatografie (GC) uzivaji jako mobilni fazi néjaky - ke vzorku i k stacionarni fazi - inertni plyn. Timto
nosnym plynem byva casto dusik, vyhodnéjsi vlastnosti pro déleni mé helium, je vsak podstatné drazsi. Z pouziti
plynu jako mobilni fdze vSak vyplyvd omezeni GC: vSechny slozky vzorku musi byt natolik tékavé, aby je bylo
mozno nejen zplynit pfed vstupem do kolony, ale aby z té kolony také nakonec odtékaly a nezlstaly tam natrvalo
jako vysokovrouci kondenzat. Pokud je chromatografickd kolona tvorena kratsi ¢i delsi (v tom pripadé byvé stocena
do nékolika zavitl) trubici s prédskovitou naplni stacionarni faze, hovorime o tzv. naplhové GC. Podle druhu napiné
mazeme u této GC uvazovat jak o adsorp¢ni tak i o rozdélovacich. Pokud pouzijeme kolony vétsiho priiméru, mize
pripadat v Uvahu i semipreparativni pouziti, jinak zdaleka prevazuje analytické vyuziti.

Klasickou kolonu vsak také mizeme nahradit dlouhou sklenénou nebo polykarbonatovou kapilarou (fadové desitky
metrl, sto¢enou do mnoha zavitl), jejiz vnitrni povrch je potazen velmi tenkou vrstvi¢kou néjaké organické
vysokovrouci kapaliny (napt. silikonovych olejli apod.). V tom pripadé hovorime o tzv. kapilarni GC. Z uvedeného
plyne, Ze kapiladrni GC lze pouzit jen pro pripad rozdélovaci chromatografie a jen v analytice. Pro preparace je
kolona prilis tenkd a vzorek Ize proto pro déleni pouzit v mnozstvi rddové pl. Kapildrni GC mé vsak pri analytickém
vyuziti proti naplhnové GC jednu obrovskou prednost - mnohem vyssi Ucinnost déleni a tedy vyssi rozliSovaci
schopnost.

K déleni sloZzek vzorku a k jejich kone¢nému opusténi kolony u GC mlze dochéazet pri stale stejné teploté a jde tedy
o izotermni eluci. Casté&ji, zvlasté u slozit&jsich smési ve vzorku, pouzivdme véak gradient teploty. Chromatografii
zacneme pfi nizsi teploté a tu pak béhem c¢asu postupné (kontinualné nebo skoky) zvySujeme. Proto jsou celé
kolony umistény v termostatovanych a teplotné programovatelnych komordch. Maximalné pouzitelné teploty jsou
zavislé na vlastnostech stacionarni faze a vzorku a obvykle neprekracuji 300 °C.

Eluc¢ni chromatografie

Jednotlivé frakce vzorku, déleného v chromatografické koloné, musime néjakym zplsobem nakonec dostat z kolony
ven. Promyvéni kolony kapalinou (tzv. elu¢nim cinidlem) za timto Uc¢elem se tikd eluce. Pokud promyvéme kolonu
elu¢nim cinidlem o stale stejném sloZeni, hovorime o tzv. izokratické eluci. Mnohdy vSak béhem eluce musime
slozeni elu¢niho cinidla ménit (napf. jeho iontovou silu, pH, pomér polarnich a nepolarnich rozpoustédel apod.) a
potom hovorime o tzv. gradientové eluci. K tomu je zapotrebi mit k dispozici nejlépe dvé programovatelné
pumpy postupné michajici dva roztoky (vychozi a konec¢ny) v rizném poméru nebo pumpu spojenou s michackou
gradientd, ke které jsou pripojeny dva zasobniky rozdilnych roztokd.

S vytésnovaci eluci se setkdvdme zfidka, nezapocitdme-li sem eluci gradientem iontové sily u ionexové
chromatografie nebo eluci vytésnénim kompetitivnim ligandem ¢&i kompetitivni substanci u afinitni chromatografie,
jak je uvedeno vyse.

Frontalni eluce prakticky pfipada v Uvahu jen u pfipravy tzv. deionizované vody. Pri ni protéka destilovana nebo
vodovodni voda kolonou s anexem a katexem, pricemz jsou z ni danymi ionexy vychytavany vSechny odpovidajici
ionty. Elu¢nim &inidlem je zde vlastné ,vzorek” samotny, tedy CiSténa voda. Deionizovanou vodu tak touto frontdin{
eluci ziskdvame do té doby, nez se vycerpa kapacita pouzitych ionexd.

Analyticka chromatografie

Slouzi k identifikaci a kvantifikaci jednotlivych sloZzek zkoumané smési a pracuje obecné s velmi malym mnozstvim
vzorku.

Preparativni chromatografie

Ma za ukol jednotlivé slozky smési od sebe rozdélit v dostate¢ném (tzv. vazitelném) mnozstvi, aby bylo mozno je
déle zpracovavat a vyuzit. Proto je mnozstvi vzorku obvykle podstatné vétsi nez u analytické chromatografie. Tomu
musi odpovidat i velikost a kapacita pouzitych chromatografickych kolon pri provedeni na koloné, resp. tloustka
tzv. tenké vrstvy u tenkovrstevné chromatografie.

Detekcni techniky pouzivané v chromatografii
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Chromatografie jsou vzdy spojeny s urcitou detekéni technikou zalozené na principu:

Absorpcni spektrofotometrie
fluorescencni spektrofotometrie
Coulometrie

Amperometrie

Konduktometrie

Hmotnostni spektrometrie

U kolonovych/kapildrnich technik jsou eluované analyty detekovény kontinudlné mérenim nékteré jejich
meéritelné fyzikalné-chemické vlastnosti (napf. absorbance, fluorescence, redoxniho potencialu, vodivosti). Signal
detektoru byvéd zpracovavan pocitacovym programem, ktery slouzi i k vyhodnocovani separace. Signdl z detektoru
v zavislosti na ¢ase dava tzv. chromatogram - ¢asovy zdznam charakterizujici danou smés slozek. Jednotlivé
vrcholy chromatogramu odpovidaji jednotlivym slozkdm ve zkoumané smési. Mnozstvi daného analytu odpovida
plose/vysce pod elucni krivkou (pikem).

Detektory pouzivané u kolonovych kapalinovych technik

UV-VIS spektrofotometry

DAD spektrofotometry (Diode Array Detector)
Fluorimetry

Coulometry

Amperometry

Konduktormetry

Refraktometry

Radiometry

Polarimetry

Detektory pouzivané u plynové chromatografie

Teplotné vodivostni (TCD)
Plamenoionizacni (FID)
Termoionizacni (TID)

Heliovy ionizacni (HeD)
Elektronového zachytu (ECD)
Hmotnostné spektrometrické (MS)

U plosnych chromatografii, pokud zde nebyly pouzity radioaktivni latky, Ize skvrny jen obtizné kvantifikovat. Proto
se ploSné chromatografie pouzivaji viceméné jen pro kvalitativni analyzu.

Nebyly-li délené sloZzky samy barevné nebo luminiscen¢ni, musime je obvykle zviditelnit barevnou chemickou
reakci. Nékdy staci zahrati tenké vrstvy na vyssi teplotu, kdy dojde oxidaci ke vzniku barevné latky nebo az k
zuhelnaténi rozdélenych latek, vétsinou vSak vyuzivdme detekcnich Cinidel. Pro organické latky je to napf. zluty
roztok kyseliny fosfomolybdenové, ktery se s vétsinou z nich pfi zahFati zbarvi do modra aZ do ¢erna (redukce Mo®+*
na MoO5).

Komercné dostupné jsou také tenké vrstvy, které v sobé obsahuji fluorescenéni barvivo citlivé na UV svétlo o
vhodné vinové délce. Pokud jsou ve vzorku latky absorbujici tuto vinovou délku, pfi ozareni UV svétlem stini ono
fluorescencni barvivo a to se projevi tmavsimi skvrnami na svitici tenké vrstvé. Napf. na Silufolu UV 254 jsou takto
detekovatelné vSechny aromatické slouceniny a rfada sloucenin s ndsobnymi konjugovanymi vazbami.
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