Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

SEPARACNI METODY
Vyuziti separacnich metod

isolace analytu

oddéleni analytu od matrice (pfecisténi)
zakoncentrovani analytu

stanoveni analytu (analytl) ve vicesloZzkoveé smési

Druhy separac¢nich metod

e Srazeni a spolusrdzeni (koprecipitace)

e Destilace

e Extrakce tuha latka — kapalina

e Extrakce tuha latka — superkriticka tekutina
e Extrakce kapalina — kapalina

e Sorp¢ni metody ve vsadkovém uspotadani

e adsorbenty
e ijontoménice

e Chromatografické metody

e Elektromigracni metody
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Extrakce kapalina — kapalina

¢ je mozna mezi dvéma nemisitelnymi (omezené misitelnymi)
kapalnymi fazemi

e latka rozpusténa ve fazi (kapaling€) 1 prechazi pti protfepavani obou
kapalin Castecné do faze 2

e po ustaveni rovnovahy je pomér koncentraci rozpusténé latky (solutu)
v obou fazich konstantni

Distribucni konstanta
Kp =[S/ [S]

[S]i2 Jsou rovnovazné koncentrace solutu ve fazich 1 a 2

pi1  extrakci v systtmu voda-organicka faze (napi. CHCI;,
amylalkohol, ethylether, hexan, cyklohexan, toluen...) je

I<D = [S]org/ [S]aq
Distribucni (rozdélovaci) pomer D

je pomér celkové koncentrace vSech forem solutu ve fazi 2 k celkove
koncentraci vSech forem solutu ve fazi 1 po ustaveni rovnovéhy.

D= Csz/ Csi
pro systém voda-organické rozpoustédlo

D = Core/Caq
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Vvtézek extrakce solutu z vodné faze organickyvm rozpoustédlem

Vytézek je procentni podil mnoZstvi (nebo hmotnosti) solutu
v organicke fazi k po€ateCnimu mnozstvi (hmotnosti) solutu ve vodné
fazi pred extrakci

Vytézek po 1. extrakei

E, =100 . D/(D+r'") [%]

r= Vorg/ Vaq; r-l — Vaq/ Vorg
Vytézek n-krat opakované extrakce
E,=100. {1-[1/(1+D.1r)]"} [%]

Separace extrakci kapalina — kapalina

podminkou pro UCinn¢ oddéleni latky A od latky B napt. extrakci
z vodného prostiedi do organického rozpoustédla je znacna odliSnost
hodnot distribuéniho poméru. Je-li napi. D >10* a Dg=1, extrahuje se
slozka A kvantitativné a slozka B z 50%. Pro odd¢€leni obou latek je
nutné, aby Dy . Dg = 1
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CHROMATOGRAFICKE METODY
Princip

e k separaci latek dochazi na zakladé¢ distribuce mezi 2 faze: mobilni
(pohyblivou) a staciondrni (nepohyblivou)

e stacionarni faze je usporadana bud’ ploSn€ nebo kolonové (tj. ve
sloupci); vrstvou staciondrni faze protéka mobilni fdze

e dé¢lené latky obsaZzené (rozpusSténé¢) v mobilni fazi maji riiznou
afinitu ke stacionarni fazi a jsou riiznou mérou ve svém pohybu
zadrzovany: vykazuji riiznou retenci

Rozdéleni chromatografie podle usporadani

e chromatografie v ploSném (planarnim) uspotradani

e papirova chromatografie (PC, paper chromatography)

e tenkovrstva chromatografie (TLC, thin layer chromatography)
e chromatografie v kolonovém (sloupcovém) uspotradani

Rozdéleni chromatografie podle skupenstvi fazi

e kapalinova chromatografie (LC, liguid chromatography): mobilni faze
je kapalina

e chromatografie kapalina-tuha latka (LSC): stac. faze = tuha latka
e chromatografie kapalina-kapalina (LLC): stac. faze = kapalina

e plynova chromatografie (GC, gas chromatography): mobilni faze je plyn

e chromatografie plyn-kapalina (GLC): stac. faze = kapalina
e chromatografie plyn-tuha latka (GSC): stac. faze = tuha latka

o superkriticka fluidni chromatografie (SFC)
Zakladni rozdéleni podle separacniho principu (mechanismu)

e adsorpcni chromatografie
e rozdé¢lovaci (parti¢ni) chromatografie
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CHROMATOGRAFIE V PLOSNEM USPORADANI

patii sem techniky kapalinoveé chromatografie

e papirova chromatografie (PC) — dnes malo pouzivana
e tenkovrstva chromatografie (TLC)
¢ vysokoucinna tenkovrstva chromatografie (HPTLC)

Planarni chromatografie slouzi

¢ jako nenaro¢nd metoda kvalitativni analyzy (dikazy, identifikace)
e pro ovéfovani Cistoty latek

e k preparativnim ucelim

¢ k semikvantitativni analyze (TLC)

e k rychlé kvantitativni analyze (HPTLC, TLC-FID)

Chromatografické materialy

e papir — bézny rozmér 25-30 x 50-80 cm
e Whatman 1: pro bézné pouziti
e Whatman 3: pro preparativni papirovou chromatografii

e tenké vrstvy jemného zrnitého materialu na podlozZce (sklo, Al) —
bé&Zny rozmér 20 x 20 cm

e anogranickée sorbenty: Al,O3, S10,
e organické materialy: mikrokrystalicka celulosa, polyamid

Charakter planarni chromatografie

e rozdélovaci: PC a TLC na celulose
e adsorp¢ni: TLC na anorganickych sorbentech

Mobilni faze v PC a TLC

smési rozpoustédel (voda, organické kyseliny, alkoholy, ketony,
estery, aminy, amoniak...)
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Obvykly postup v PC nebo TLC

roztoky vzorkl a standardnich latek se na plochu (papir, desku)
nanaseji na linii startu mikropipetou (objem desitek ul) a proudem
vzduchu se odpaii rozpoustédlo

papir nebo deska se necha vyvijet v chromatografické komote
(mobilni faze se v papiru nebo vrstvé pohybuje kapilar. silami)

po vyjmuti z komory se oznaci tuzkou linie rozpoustédla
chromatogram se vysusi a rozdélené slozky (pokud nejsou barevneé)
se detekuji postiikem roztokem detekéniho <¢inidla nebo se
zviditelni pi1 pozorovani v UV (fluoreskujici latky, latky zhaSejici
fluorescenci c¢inidla), skvrny se ozna¢i tuzkou, vypocitaji se
hodnoty Rf detekovanych sloZek vzorku a standardnich latek
Rr=vzdalenost skvrny od startu/vzdal. ¢ela rozpoustédla od startu
latky se identifikuji podle hodnoty Rg a podle barvy skvrn
kvantitativni vyhodnoceni chromatogramu je moZzné méfenim
intenzity skvrn pomoci denzitometru

Zpusoby vyvijeni chromatogramu

sestupné (vétSinou v PC)
vzestupne

kruhové
dvourozmérné

Néktera detekéni ¢inidla

pro aminokyseliny: ninhydrin (roztok v acetonu)
pro cukry: anilint+ftalova kys., benzidin, naftoresorcin...
univerzalni ¢inidlo pro organickée latky: konc. H,SO,

e jina moznost detekce: z analytl se predem ptipravi barevné nebo

fluoreskujici derivaty, které se pak déli (napf. dansylderivaty,
2,4-dinitrofenylderivaty aminokyselin a amini)
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ZAKLADNI POJMY A VZTAHY V KOLONOVE
CHROMATOGRAFII (LC a GC)

a sample mobile phase

frit

b

detector
signal

VeliCiny

reten¢ni Cas: kvalitativni charakteristika (zavisi na druhu latky)
plocha piku: kvantitativni udaj (zavisi na mnozstvi latky)

Veli¢iny charakterizujici retenci
Retencni cas a elucni (retencni) objem
tr = Vr/F [min]

Vr je elucni (reten¢ni) objem [ml]
F je objemovy prutok mobilni faze [ml/min]

Redukovany retencni cas t'’;

t’R - tR -tM
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Kapacitni pomer k

pro slozku A je pomér mnozstvi latky A ve staciondrni a mobilni fazi
ka = nay/Nam = t'ra/tm = (tra -tm)/tm

ka = nga)/Nam = (Ca)/Cam) -(Vi/Vi) = Kp@y / B

Kp je distribuc¢ni konstanta
B je fazovy pomer, B = V,/V,

Klasicka teorie chromatografickych pater (idealni chromatografie)

Chromatograficka kolona je tvofena velkym ¢i menSim mnoZstvim
tzv. teoretickych pater. Slozky vzorku unaSené¢ tokem mobilni faze
vstupuji do 1. patra kolony nerozdélené. Zde se ustavuje rovnovaha
mezi stacionarni fazi 1.patra a mobilni fazi. Po ustaveni rovnovahy se
zméni koncentrace slozek v mobilni fazi a roztok délenych latek
v mobilni fazi vstupuje do 2.patra, kde se opét ustavuje rovnovaha
mezi fazemi. Cely proces se mnohonasobné opakuje. Na poctu pater
kolony je zavisla ucinnost separace.

Zjednodusujici predpoklady:

e rovnovaha mezi fazemi se ustavuje okamzité
e podélna difuse latky je zanedbatelna

e sorpcni izoterma je zcela linearni

e pistovy tok mobilni faze

Odhad poctu teoretickych pater

| t N =16 . (tg/w)?
detector |~ N = 5,54 . (tR/b1/2)2

signal j\

w — Sitka piku u zakladni linie
— b — Sitka piku v poloviné vysky

time —
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RozliSeni

je parametr charakterizujici miru oddéleni dvou piki (slozek 1a 2)

|

detector
signal

R =2 (tro-tr1)/(W1+W2)

Faktory ovliviiujici rozliseni

e selektivita vyjadfovana separacnim (selektivitnim) faktorem o
o = kz/kl = t,Rg/t,Rl (t'R2 > t,Rl)

e retence pozdéji eluované slozky vyjadienda jejim kapacitnim
pomeérem

¢ ucinnost vyjadiena odmocninou z poctu teoretickych pater

Ri,>=(1/4) . [(a-D)/a] . [ko/(1+ks) ] . N

efektivni poéet pater Neg= N . [ko/(1+k,) T*

Ris=(1/4) . [(a-1)/a] . WNeg
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Dosazeni pozadovaného rozliSeni

R=1 dostatecné
R=1,5 téméf dokonalé
R>2  nadbyteCné

Potiebny pocet efektivnich pater k dosazeni hodnoty rozliSeni 1 a 1,5

(04 R1,2:1 R1,2:1,5 (04 R1,2:1 R1,2:1,5
1,005 | 650 000 | 1450 000 |1,1 1 900 4 400
1,01 | 163000 | 367000 |1,15 940 2 100
1,02 42 000 94 000 | 1,25 400 900
1,05 7100 16 000 | 1,5 140 320

Faktory ovliviujici retenci

e druh stacionarni faze
e teplota (pfedevsim v GC)
e elucni sila mobilni faze (v LC)

Faktory ovliviiujici u¢innost (pocet pater)

o dé¢lka kolony

e uspofadani stacionarni faze v kolon¢

e velikost a rovnomérnost ¢astic stacionarni faze

e pritok mobilni faze (rychlost toku mobilni faze kolonou)

Faktory ovliviujici selektivitu (hodnotu o)

e povaha stacionarni faze
e rozpustnost délenych latek v mobilni fazi
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