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Chromatografické metody se fadi mezi separacni metody, které jsou zaloZeny na rozdilné distribuci délenych
latek mezi dvéma navzajem nemisitelnymi fazemi: mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou).

Vzorek je unasen pohybem mobilni faze v chromatografickém systému. Jednotlivé slozky vzorku jsou

s fazi mobilni, tim déle se zdrzuji na koloné. Slozky s nizsi afinitou jsou vice pohyblivéjsi, tim dochazi

k separaci jednotlivych sloZek.

Klasifik ych metod:
a. Podle povahy mobilni faze:
« kapalinova chromatografie (LC)
o mobilni faze je kapalina
o staciondmi faze je pevné latka nebo kapalina
ukotvena na pevném nosici
+ plynové chromatografie (GC)
o mobilni faze je inertni plyn
o stacionarmni féze je zpravidla tenka vrstva viskézni
kapaliny, nanesena na vnitinim povrchu kapilarni
kolony
b. Podle zpusobu separace:
« adsorpéni (LSC)
o separace zalozena na rozdilné adsorpci analyti
na povrch stacionémi féze
rozdélovaci (LLC)
o separace je zaloZena na rizné rozpustnosti
Ve stacionarni a mobilni fazi
iontové-vyménna (IEC)
o separace  latek

zalozena na  silnych

mezi
funkénimi skupinami stacionami faze s opaéné
nabitymi ionty analyzovaného roztoku
afinitni (AC)
o stacionarni féze selektivng vaZe pouze specificky
analyt - afinita
gelova (GPC)
o separace probihd v gelu s poéry definované
velikosti, ve kterych jsou analyty rozdsleny podie
velikosti molekul

c. Podle ucelu:
- analyticks (kvalitativni, kvantitativni)

+ preparativni (piprava vétsiho mnoZstvi Gistych létek)

Kapalinova chromatografie (LC)

+ analyty jsou ve vzorku separovany na zakladé jejich
interakct jak se stacionami fazi, tak i s fazi mobilni

hexan, nepolarni
rozpoustédia

nanormaini fazi (NP) polarnisorbent, silikagel

thanol, acetonitril voda, lymer)
pufry, roztoky soli, kyselin | navazén nepolirni Fetézec C18, C8

na reverani fizi (RP)

+ eluce: izokratické (konstantni slozeni mobi
gradientova (zmena polarity mobiln féze misenim rozpoustadel)

« detektory — UV-VIS  spekirofotometricky, fluorescenéni,
y, vodivostni, ické s
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hmotnostné& spektrometricky
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Obr. 1 - Schéma kapaiinovéo chromatografu
(ol 1908 v kst )

Plynova chromatografie (GC)
vzorek se davkuje do proudu inertniho plynu, ktery jej unasi
dale kolonou
« vzorek musi byt v plynném stavu a latky musi byt
termostabilni
mobilni f4zi je inertni plyn (dusik, vodik, helium)
stacionarni faze je mikrofim umistény uvnitf kolony
(kfemenné kapilary)
+ eluce: izokratické (konstantni teplota po celou dobu analyzy)

gradientova (programovy nrdst teploty)

+ detektory — plamenové ionizani, detektor elektronového
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Obr. 4 Kolony GC.
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Zzachytu, hmotnostné spektrometrické
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plyrového chromatogralu
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CHROMATOGRAFICKE METODY 2

d. Podle prostorového uspoFadani:

+ plosna II l
o papirové (PC), tenkovrstva (TLC)
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Obr. 1. - Tenkovrstva chromatografie
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+ sloupcové (kolonové)

o stacionarni faze je uloZena ve formé sorbentu
v chromatografické koloné
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Obr. 2 - Sloupcova chromatografie. -separace ek (oashrs oy VSCHT2101)

Chromatografie slouzi:
+ ke kontrole technologickych procesti
phi kontrole kvality potravin
pro odhaleni a potvrzeni falSovani potravin
vyzkum

Autor: Gabriola Bartonikové, MVDY. Michaela Kidlové, Ph.D.
Prace vanikia za firanéni podpory. projekiu VA VFU Bimo 6. 2018FVHER340149.
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Uéi ( afické kolony)

« dosaZeni co nejlepsino rozdsleni latek, v co nejkratsi dob&
izova i pater, resp.

poétem y
vy3kovym ekvivalentem teoretického patra
&im je jeho hodnota nizsi, tim je kolona Gginn&jsi
jeho velikost je zavisla pfedevdim na velikosti &astic
sorbentu, roste s klesajici velikosti ¢astic

y Y
graficky zéznam odezvy detektoru, vystup analyzy
popisuje zakladni chromatografické charakteristiky:
o retenéni &as
- toje doba od néstfiku k vicholu eluovaného piku
- kvalitativné charakterizuje latku
- retenéni &as nesorbované latky se nazyva mrtvy
&as
o plocha piku (vyska)
- pfimo iméma koncentraci analytu
- kvantitativné charakterizuje latku

h-vyska piku

P X W - ifka piku v nulove linii
W5~ Sifka piku v poloving jeho wsky
ta- retencni as

Ll ty - mry Gas, f. retencni Gas
nesorbovans siozky

Ob. 6 — Schéma civomatogramu ednosioZkové st ko, 203

Kvantitativni hodnoceni

cllem je nalezeni vztahu mezi plochou (vy8kou) piku a
mnoZstvim latky
hodnotime v porovnani se standardem jako:

o metoda vn&j§iho standardu (ESTD) za pouiti

kalibra&ni kfivky
o metodavnitfniho standardu (ISTD)
o metodastandardniho pfidavku

odnoceni
me retencni ¢as nebo retencni

Kvalitat
K identifikaci analytd pou:
objem
« lze vyuzit i specifickjch detektord, jako hmotnosti
spektrometrie — Ize tak ziskat detailni idaje o struktufe a
molekulové hmotnosti analytu

Autor: Gabriels Bartonikova, MVO. Michaela Klovs, Ph.D.
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