Analyticka chémia v priemyselnej praxi (9)

V predchadzajicej €asti ¢lanku sme sa venovali principu a zaznamu chromatografickej separacie a plynovej chromatografii.
V zaverecnej Casti serialu bude opisana kvapalinova chromatografia, chromatografia na tenkej vrstve, elektromigracné separacné

metddy. ako aj hmotnostna spektrometria.

Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia je charakterizovana pouzitim kvapali-
ny ako mobilnej fazy. NajrozSirenejSia je kvapalinova rozdelovacia
chromatografia (LLC), o nie¢o menej rozSirena je kvapalinové ad-
sorptna chromatografia (LSC). Na rozdiel od plynovej chromatogra-
fie nemusime v kvapalinovej chromatografii uvazovat o kompresibi-
lite kvapalnej mobilnej fazy, pretoze pri beznej praci mézeme velmi
malu stladitelnost kvapalin zanedbat. Na druhej strane vSak zohré-
va kvapalna mobilna faza aktivnu tlohu v separacnom procese.

Podstatou kvapalinovej rozdelovacej chromatografie (LLC) je distri-
blcia zloZiek medzi kvapalnou mobilnou a kvapalnou stacionarnou
fazou ukotvenou na nosic¢i. Aby mohla distriblcia prebiehat, musia
byt obe kvapaliny nemieSatelné. V praxi takéto kvapaliny neexistu-
ju, a preto bola dlho technika LLC sprevadzana roznymi tazkostami.
Problémy boli odstranené zavedenim chemicky viazanych stacio-
narnych faz.

Ak méa mat stanovovana zlozka dostatoénl elu¢nl schopnost, je
potrebné, aby bola rozpustnost zlozky v stacionarnej faze podstatne
vacSia ako vo faze mobilnej. To sa neda dosiahnut, pokym majd obe
fazy separacného systému priblizne rovnakud polaritu. Podstatnou
podmienkou separécie v LLC je teda rozdielna polarita oboch faz.
Chemicky viazané stacionérne fazy st vacsinou nepolarne, ¢o zna-
mena, Ze mobilné fazy pouzivané v LLC musia byt polarne.

Kvapalinova adsorpéna chromatografia (LSC) vyuZiva interakciu
medzi zlozkami vzorky a tuhou fazou — adsorbentom v prostredi
mobilnej kvapalnej fazy — eluentu. Na zaciatok kolény sa nanesie
vzorka a pri premyvani kolony eluentom sa zlozky vzorky pohybuju
v smere eluentu tym rychlejSie, ¢im menej si adsorbované. Zlozky
obsiahnuté vo vzorke sa pohybuju kolénou réznou rychlostou podla
toho, ako sa liSia ich adsorpcné distribu¢né konstanty.

Mechanizmus adsorpcie v kvapalnej faze sa vysvetluje nasledujd-
co. Malé gulovité Castice adsorbentu s na zaCiatku v styku iba s
mobilnou fazou — eluentom. Molekuly eluentu obsadia cely povrch
adsorbentu a st na tomto povrchu pripatané silou, ktora zodpoveda
ich adsorp&nej energii. Ked sa v mobilnej faze objavi analyt, ktorého
adsorpCné energia je vacsia ako adsorpcna energia eluentu, analyt
sa haadsorbuje na povrch adsorbentu, pri€om zodpovedajlci po-
¢et molekul eluentu vytlaéi spat do mobilnej fazy. Ak by adsorpéna
energia analytu bola menSia ako adsorptna energia eluentu, zlozka
by presla kolénou bez zadrzania.

Zakladné technické vybavenie kvapalinového chromatografu zahfia
Cerpadlo, zariadenie na davkovanie vzorky, kolénu, detektor a vy-
hodnocovacie zariadenie.
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Obr. 18 Schéma kvapalinového chromatografu

Cerpadlo musi zabezpetovat konstantny prietok mobilnej fazy, ktory
ma byt plynule regulovatelny. NajcastejSie sa pouzivaji piestové
Cerpadla. Pri kazdom pohybe vpred dochadza k vytlaceniu malého
objemu mobilnej fazy do chromatografického systému a pri pohybe
spat sa komora naplni.

V kvapalinovej chromatografii sa pouzivaji iba néplriové koldny
zhotovené zvycajne ako rovné trubice z nehrdzavejlicej ocele alebo
tvrdeného skla dlhé 10 az 50 cm. Vn(torny priemer kolény je 1 az
5 mm a bezny prietok eluentu 1 az 2 ml za minatu. Pre vysokoU-
¢inné kolény je dblezité, aby ich vnltorny priemer bol ¢o najmensi
(1 -2 mm), po celej dizke rovnaky a aby bol vnitorny povrch hladky.
Takéto kolony spotrebuju aj malo eluentu (10 — 100 ul za mindtu).

Detektory st velmi doélezitym prvkom v modernej kvapalinovej
chromatografii. Univerzélne detektory sa pouzivaju v pripade,
Ze potrebujeme registrovat piky vSetkych rozdelovanych zloZiek.
V kvapalinovej chromatograsfii vSak CastejSie vyuzivame Specifické
(selektivne) detektory zalozené na niektorej z inStrumentalnych me-
téd. K najbeznejsim patria fotometrické detektory, ktorymi sa meria
absorbancia eluentu vytekajliceho z kolény pri ur&itej vinovej dizke.
Refraktometrickym detektorom sa meria rozdiel indexu lomu eluatu
a Cistej mobilnej fazy. Pritomnost zlozky v eluéte sa prejavi zmenou
indexu lomu. Fluorescenéné detektory sl zalozené na schopnosti
latok absorbovat a vysielat elektromagnetické Ziarenie, elektro-
chemické detektory vodivostné a voltamperometrické sa pouzivajd
v pripadoch, ked st v skiimanom roztoku iény, pripadne oxidova-
telné alebo redukovatelné zlozky. Coraz &astejdie sa vyuZivaju aj
detektory umoznujice identifikaciu separovanych zloziek pomocou
ich hmotnostnych spektier.

Gélova permeacna chromatografia (GPC)

Je predstavitelkou najjednoduchsieho separa¢ného principu,
mechanickej separacie na zaklade rozdielnych velkosti molekul
delenych zloziek. Stacionarna faza je tuha latka — gél, ktory je
nasyteny (napuc¢any) mobilnou fdzou. Podstatou metédy je rozdielne
prenikanie separovanych molekul (na zaklade ich rozmerov) do kva-
palnej fazy uzavretej v dutinach gélu. Pri tejto separécii sa uplatriuje
»Sitovy efekt”, pri ktorom molekuly mensich rozmerov, ako je velkost
dutin gélu, budd difundovat do mobilnej fazy v dutinach gélu a tym
sa bud v nich zachytavat a systémom prenikat pomalsie. Molekuly
vacsie, ktoré do dutin gélu nezapadnd, prejdd systémom rychlejSie
spolu s mobilnou fazou.

lonexova (i6novovymenna) chromatografia (IEC)

Je uréend na separaciu idnov a dalsich nabitych &astic. Castice bez
naboja prechadzaju kolénou bez zadrzania. Separacia sa uskutoc-
nuje na idGnomenicoch, ktoré maji na svojom povrchu chemicky
viazané i6nové skupiny a na nich su elektrostatickymi silami viazané
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opacne nabité protiiény. Tieto protiiény st zhodné s jednym z iénov,
ktoré tvoria mobiln fazu. Protiion je pri separécii docasne vyme-
neny rovnako nabitym iénom separovanej zlozky. Prebytok i6nov
v mobilnej faze spbsobi, Ze idn zlozky je z tohto miesta vytesneny
a unaSany mobilnou fazou k dalSej Castici sorbentu, kde sa cely
proces zopakuje. Doba zotrvania i6nu zlozky na povrchu sorbentu
zavisi od koncentracie rovnako nabitych iénov v mobilnej faze a od
ich afinity k fixovanému i6novému miestu. Takmer vSetky i6nové
vymeny prebiehaju vo vodnych roztokoch. Separované, a teda aj
vymiefiané mézu byt kladne aj zaporne nabité iény a podla toho
nazyvame ionomenice katexami alebo anexami.

Chromatografia na tenkej vrstve (TLC)

Technika tenkovrstvovej chromatografie v planarnom usporiadani
vyuziva bezné principy kvapalinovej chromatografie. OdliSuje sa iba
usporiadanim stacionarnej fazy do tenkej vrstvy namiesto koldny.
Mobilna faza nie je Cerpana, ale nasavana kapilarnymi silami tenkej
vrstvy. TLC je velmi vhodnéa ako orientatna metdéda na analyzy vel-
kého poctu podobnych vzoriek (tzv. screening). Je to metdda velmi
rychla a lacna.

Hlavnym prvkom TLC je chromatograficka platiia — sklena, hliniko-
vé alebo z plastu, na ktorej je nanesené vrstvicka sorbentu s hrib-
kou 0,1 az 0,5 mm. NajbeznejSie pouzivany sorbent je silikagél, ale
aj oxid hlinity, celuléza a polyamid. Platne sa ¢asto upravuju s pri-
mesou fluorescenéného indikéatora, ktory ulahCuje detekciu Skvin.

Pred pouzitim sa platne zvykn( aktivovat zohriatim v susiarni
a potom sa na oznaceny Start nanesie mikropipetou niekolko mik-
rolitrov roztoku vzorky. Platfia sa vyvija v uzavretej komore, ktorej
atmosféra je nasytena parami mobilnej fazy. Pri vzostupnom vyvija-
ni sa platia ponori do malej vrstvicky rozpustadla (mobilnej fazy).
Rozpustadlo vzlina kapilarnymi silami a st¢asne unasa jednotlivé
zloZky vzorky réznou rychlostou. Potom sa platia vysusi a jednot-
livé zlozky (8kvrny) sa lokalizuju. Casto sa pouziva postrek vhod-
nym reagentom, pripadne fluoreskujlce zlozky mézeme lokalizovat
pomocou UV lampy.
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Obr. 19 Princip tenkovrstvovej chromatografie

Pri vyhodnocovani chromatogramu sa meria vzdialenost stredu
Skvrny b od Startu (vzdialenost, ktor( dosiahla zloZka pocas separa-
cie) a vzdialenost a, ktorl presla mobilna faza od Startu. Tieto dve
hodnoty umoziuju vypocet retardacnych faktorov RF separovanych
zloziek, ktoré sa vypocitaju zo vztahu:

RF = a/b

Jednotlivé zlozky skimanej vzorky identifikujeme porovnanim
vypocitanej hodnoty retardacného faktora a hodnoty RF Standardu.

Moznosti kvantitativnej analyzy st pri tenkovrstvovej a papierovej
chromatografii obmedzené. Koncentraciu zloZiek vo vzorke moze-
me priblizne odhadn(t na zéklade porovnania intenzity sfarbenia
Skvrny zlozky a $tandardu, ktorého koncentraciu pozname. V praxi
sa tiez pouziva postup, pri ktorom sa Skvrna prislusnej zlozky vy-
strihne alebo sa zoSkriabe sorbent so $kvrnou do vhodného rozpus-
tadla. Vyextrahovana zlozka sa stanovi niektorou inou analytickou
metédou.
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V sUcasnosti sa pouziva aj vysokolUcinna tenkovrstvova chroma-
tochrafia (HPTLC), ktora na rozdiel od TLC vyuZiva jemnejSie zrnené
sorbenty, platne s mensimi rozmermi platni a nanesené Skvrny s
mensim priemerom.

Elektromigracné separa¢né metody

Podstatou tychto metdéd je pohyb nabitej Castice vplyvom jed-
nosmerného elektrického pofa. K deleniu dochadza v kvapalnej
faze, prevazne vo vodnom prostredi. Ak je Castica neslca néaboj
Q vystavena vplyvu jednosmerného elektrického pola s intenzitou
E, pbsobi na tito Casticu sila F, ktora Casticu uvadza do pohybu.
Pohyb Castice je vSak brzdeny odporom prostredia danym silou £,
priamo Umernou rychlosti Castice v.

Ak je na zaCiatku rychlost Castice nulova, pdsobenim sily £, ju uve-
dieme do pohybu. ZvySovanim rychlosti pohybu Castice sa bude
zvySovat aj odpor prostredia (sila F,) aZ do okamihu, ked sa obe
sily vyrovnaju. Nastane ustaleny stav, v ktorom sa nabité Castice
pohybuju stalou rychlostou. V ustédlenom stave st obidve sily v rov-
novéhe a platia vztahy:

F,=F,QE=kv
Z predchadzajliceho vztahu mozeme urcit rychlost Castice:
v = (Q/k).E

kde u je pohyblivost Castice. Ta je danad rozmerom, tvarom a na-
bojom Castice a viskozitou roztoku. K separacii v elektrickom poli
dochadza na zaklade pohyblivosti ¢astic, ktora je pre nabité Castice
roznych zloziek v danom prostredi rozdielna. Z predchadzajucej rov-
nice vyplyva, Ze existuju dva sposoby, ako oddelit iény s rozdielnou
pohyblivostou:
1. pracovat pri konstantnom elektrickom poli (E = konst) a separo-
vat Castice na zéklade ich rozdielnej rychlosti v (elektroforéza),
2.pracovat pri konstantnej rychlosti Castic (v = konst.), kto-
ré4 sa dosahuje pri rozdielnych hodnotéch E pre rozne Castice
(izotachoforéza).

Elektroforéza

Podstatou elektroforézy je migracia elektricky nabitych castic
v konstantnom jednosmernom elektrickom poli, pricom katidny
migruju k zapornému polu, aniény ku kladnému a neutralne mole-
kuly resp. Castice sa nepohybuju. V doésledku odli$nej pohyblivosti
ionov jednotlivych zlozZiek vo vzorke mozno separovat pohyblivejsi
ion od menej pohyblivého.

Elektroforéza v ploSnom usporiadani predstavuje systém dvoch
elektréd ponorenych do elektrolytu. Volba elektrolytu zavisi
od charakteru separovanej latky. Konstantné elektrické pole v celom
systéme je zabezpecené vodivym spojenim medzi katdédou a ano-
dou. Vodivé spojenie elektrdd je realizované prostrednictvom poréz-
neho materialu alebo hydrofilného polymérneho gélu napusteného
elektrolytom.

zdroj napdtia
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Obr. 20 Princip elektroforézy
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V najjednoduch$om usporiadani sa ako vodivy spoj pouZiva filtratny
papier, ktorého konce siahaji do elektrolytu umiestneného v dvoch
Zliabkoch katédového a anédového priestoru. Pouzivajd sa platinové
alebo grafitové elektrody, pricom intenzita jednosmerného elektric-
kého napétia je 5 az 10 V cm™. Separacia pri tychto podmienkach
trva niekolko hodin. Na papier sa nanesie vzorka ako bodka alebo
prazok kolmy na smer pohybu idénov. R6zne iény sa pohybuji réznou
rychlostou a rozdelia sa na viac alebo menej oddelené Skvrny alebo
pasy, podla toho, ako bola vzorka nanesena na papier. Detekcia
Skvin sa robi podobne ako pri tenkovrstvovej chromatografii.

Kapildrna elektroforéza vyuziva namiesto plosného vodivého spo-
jenia kremennl kapilaru naplnent vhodnym pufrom. Uplatiiuje
sa hlavne pri separacii peptidov, proteinov, nukleovych kyselin
a dalSich biopolymérov. PouZiva sa aj na separaciu anorganickych
katiénov a aniénov.

Elektroforéza méa Siroké uplatnenie hlavne v biochémii, pouziva sa
na delenie vzoriek biologického povodu, napr. bielkovin, nukleovych
kyselin, tkanivovych extraktov, ale aj buniek, baktérii a pod.

Izotachoforéza

Izotachoforéza pouZziva dva rozne elektrolyty s rozdielnou pohybli-
vostou iénov. Ked delime napr. aniony, obsahuje anddovy priestor
a cely spoj (kapilara) medzi oboma elektrodami taky elektrolyt,
ktorého aniény maju vacsiu pohyblivost ako anidny vo vzorke.
Katédovy priestor je naplneny elektrolytom, ktorého aniény maju
mensSiu pohyblivost ako aniény vo vzorke. Elektrolyt s vacSou
pohyblivostou aniénov sa nazyva veduci elektrolyt. Elektrolyt s men-
Sou pohyblivostou aniénov sa nazyva koncovy elektrolyt. Vzorka
sa nanasa na rozhranie medzi tieto dva elektrolyty. Po pripojeni
jednosmerného napatia sa vzorka zatne delit podfa pohyblivosti
jednotlivych aniénov. Po dostatoéne dlhom Case sa dosiahne stacio-
narny stav, ked jednotlivé zloZky vytvoria zény tesne za sebou podla
klesajlcej pohyblivosti aniénov. Tieto i6ny sa vSetky pohybuju rov-
nakou rychlostou smerom k anéde — znamena to, Ze intenzita elek-
trického pofa E sa bude v jednotlivych zénach rézne pohyblivych
ionov menit. Podobné zavery platia, samozrejme, aj pre separaciu
kationov.

’ Stav na zaciatku analyzy ‘
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Obr. 21 Princip izotachoforézy

Izotachoforéza nasla hlavné uplatnenie v biochémii a medicine.
Skoncentrovanie minoritnych zloZiek poCas separacie je vhodné
aj na overovanie Cistoty chemikalii. Izotachoforéza sa pouziva aj pri
analytickych rozboroch zmesi organickych a anorganickych iénov.

Hmotnostna spektrometria

Podstatou hmotnostnej spektrometrie je ionizdcia molekil a nasled-
né separacia a detekcia vznikajlcich iénov na zaklade ich hmot-
nosti a pocetnoti. Podla ndzvu by mohla byt hmotnostna spektro-
metria zaradena medzi spektrometrické metddy, svojou podstatou
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vSak medzi ne nepatri. Na zaklade separacie idnov podla pocetnosti
a hmotnosti tito metdédu zaradujeme medzi separacné analytické
metady.

Na rozdiel od metdd IC, UV-VIS a NMR spektrometrie nemeria-
me pri hmotnostnej spektrometrii fyzikélne vlastnosti molekul. Jej
podstatou je chemicka degradacia molekul vzorky (vznik i6nov)
nevratnym odstiepenim valencnych elektronov. Ide teda o chemicky
proces, v ktorom rozhodujdcu Glohu zohréavaju atakujlce elektrony.

V hmotnostnom spektrometri U¢inkom silného pridu elektronov
dochadza k Stiepeniu molekul, pricom vznikajlce iénové zvazky su
tvorené ionmi s réznou hmotnostou. Zaznam vznikajlcich iénovych
zvazkov tvori hmotnostné spektrum.
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Mechanizmus vzniku hmotnostného spektra je nasledujici. Vzorka,
ktora musi byt v plynnom skupenstve, sa vlozi do evakuovanej
ionizacnej komory, kde su jej molekuly atakované elektronmi uvol-
nenymi zo zeraveného volframového vlakna. Tieto elektrony maju
velkd kinetick( energiu a st schopné rozstiepit molekuly vzorky
na fragmenty. Vznikajluce fragmenty, ale aj nerozstiepené mole-
kuly sa ionizuju a takto vzniknuté iény (obycajne len kladné) sa
po urychleni a vytvoreni Uzkeho zvazku privadzaju na analyzator.
V analyzatore sa jeden i6novy zvéazok rozdeli na viacero diskrétnych
ionovych zvazkov podla pomeru hmotnosti a naboja (m/e) i6nov,
ktoré sa liSia obsahom energie. Po vystupe z analyzatora sa i6no-
vé zvazky registruju fotograficky alebo fotoelektricky. Poloha Ciar
na fotografickom zézname alebo poloha maxim na registratnom
zdzname ur€uje rozdelenie iénov podla ich hmotnosti, kym scer-
nenie Ciar, resp. vySka maxim, zodpoveda pomernému zastlpeniu
jednotlivych iénov.

Hmotnostnd spektrometria umoZziiuje pomerne jednoduchl
identifikaciu zloZiek pritomnych v zmesiach iba v malych koncentréa-
ciach. Mozno z nich stanovit relativnu molekulovd hmotnost alebo
ziskat urcité informéacie o elementarnom zloZeni a Struktdre latok.
Nasla preto Siroké uplatnenie v roznych oblastiach vedy a vyskumu,
napr. vo fyzike, v geolégii, vo farmécii, v medicine, kriminalistike,
kozmickom vyskume Ci pri rieSeni problémov v oblasti Zivotného
prostredia. SlUzi na zistovanie izotopového zloZzenia prvkov, pou-
Ziva sa pri detekcii a identifikacii stopovych mnoZzstiev latok, napr.
v geoldgii a geochémii sa fou stanovuje stopové mnozstvo prvkov
v hornindch a minerédloch a urCuje sa vek hornin. V biochémii
umoziiuje sledovanie roznych biochemickych procesov v Zivych
organizmoch.
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