CVICENI Z ANALYTICKE CHEMIE
ACH/ACC

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinova chromatografie je separacni metoda vyuzivajici déleni smési latek mezi 2 faze: stacionarni
a mobilni. Molekula analytu (A) je opakované transportovana do stacionarni faze a zpét do mobilni. Dg&j
je mozné popsat distribu¢ni (rozdélovaci konstantou):

Ko = [Als  (na)s*Vu

D(A) = =

@7 [Aly  (a)mVu

Kby — distribuéni konstanta, [A]s a [A]lm — rovnovazné koncentrace sloZzky A ve stacionarni a mobilni

fazi, (na)s a (na)m — latkova mnozstvi slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, Vs a Vm — objemy stacionarni
a mobilni faze v chromatografickém systému.

Cim vétsi jsou rozdily v hodnoté Ko jednotlivych separovanych latek, tim vy$$i je selektivita
chromatografické separace.

Historie

Zaklady kapalinové chromatografie polozil po¢atkem minulého stoleti rusky botanik Cvét, kterému se
podafilo separovat smés listovych barviv. V tu dobu ovSem nebyla tato metoda dostate¢né docenéna.
Teprve az koncem Sedesatych let 20. stoleti doslo k rychlému vyvoji moderni vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Mezi pfedni osobnosti, kterym vdé¢ime za sou€asnou podobu chromatografie, patfi
Csaba Horvath, Joseph J. Kirkland, Josef F. K. Huber, Archer J. P. Martin a Richard L. M. Synge. V roce
1952 ziskali A. J. P. Martin a R. L. M. Synge Nobelovu cenu za objasnéni pochodl v koloné a jejich
souvislosti s u€innosti chromatografického procesu. Pfi zavedeni napini kolon s chemicky vazanymi
fazemi doslo k vyraznému zlepSeni separace s dobrou reprodukovatelnosti.

Instrumentace
Z&kladni zafizeni pro kapalinovou chromatografii (obr. 1) se skldda z nasledujicich sou¢ésti:

(a) Zasobniky mobilni faze: uzaviené sklenéné nadoby spojené pruznou trubici s vysokotlakym
Cerpadlem. Jako mobilni faze se pouzivaji organicka rozpoustédla rlizné polarity ve smési
s vodou, pfipadné s tlumivymi roztoky;

(b) Programovani gradientu;

(c) SmésSovac mobilni faze;

(d) Vysokotlaké ¢erpadlo: zabezpecuje definované proudéni mobilni faze;

(e) Davkovaci zafizeni: slouzi na opakovatelné davkovani vzorkd do chromatografického systému
bez preruseni toku mobilni faze;

(f) Chromatograficka kolona: rovna trubice s hladkym vnitfnim povrchem vyrobena z materialu
odolného va¢i vysokym pracovnim tlakim (nerezova ocel, tlustosténné sklo). Material napiné
chromatografické kolony je stacionarni faze;

(g) Detektor: musi byt citlivy na analyzované latky, mit maly vnitfni objem a rychlou odezvu na
zmény koncentrace analytd. Nejcastéji pouzivané typy detektorl jsou UV-VIS
spektrofotometricky, hmotnostné spektrometricky, fluorescencni, refraktometricky, vodivostni a
elektrochemicky;

(h) Ridici a vyhodnocovaci jednotka (pogitad).

V pfipadé potfeby, mizou byt pfipojeny dalSi zafizeni: odplynova¢ mobilni faze, pfedkolonka, frakéni
kolektor.
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Obr. 1 Schéma kapalinového chromatografu
Separace a druhy stacionarnich fazi

Separace v chromatografické koloné probiha rlznymi mechanismy. Zakladni mechanismy jsou
adsorpce, rozdélovani, chemisorpce, iontova vyména a sitovy efekt.

Kolony s reverzni fazi separuji na zakladé rozdélovani a jsou v dnesni dobé nejpouzivanéjSim typem
stacionarni faze pro vysokouc&innou kapalinovou chromatografii. Lze je s uspéchem aplikovat pfiblizné
na 80-90 % separacnich uloh. Stacionarni faze je tvofena chemicky vazanymi nepolarnimi skupinami
(nejcastéji uhlovodikovymi fetézci C18) na silikagelu jako nosici. Ve vyjimecnych pfipadech se pouziva
uhlik nebo organické polymery.

Material stacionarni faze ma mit definovany primér ¢astic s malym intervalem distribuce rozméru ¢astic,
vysokou mechanickou odolnost a také vysokou chemickou stabilitu.

Aplikace — stanoveni kofeinu

Jednou z latek, které je mozné stanovit pomoci kapalinové chromatografie, s vyuZitim reverznich fazi,
je kofein (obr. 2). Kofein se jako pfirodni alkaloid vyskytuje v mnoha rostlinach (napf. fazolich,
kakaovych bobech, ¢erném ¢&aji apod.) avSak nejvice je spojovan s kavovymi boby, a i s kavou. Je to
bila krystalicka latka patfici do skupiny methylovanych derivatd xantinu. Do této skupiny patfi také
teobromin a teofylin. V lidském téle plsobi kofein pfevazné na centralni nervovou soustavu a potlacuje
unavu.

o) /CH3 o) /CH3 o)
H.C H.C
TSN N . N SN NH
o) r? N o) N N o) r? N
CH, CHs CHs

kofein theobromin theofylin

Obr. 2: Struktury metylovanych derivat xantinu.
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UKOL: STANOVENiI MNOZSTVi KOFEINU V KAVE NEBO CAJI

Chromatografické podminky:

Kolona: Agilent Eclipse Plus C18 (150 x 4,6 mm; 5 ym)
Mobilni faze: CH3OH:H20:CH3COOH (30:69:1)

Detekce: UV absorpce pfi 280 nm

Nastfik: davkovani 50 pl davkovaci stfikatkou (Hamilton) do 20 ul davkovaci smyCky (pFeplfiovani
smycky; technika ,full loop®)

Pratokova rychlost: 0,45 ml/min.

Postup:

Pfipravime 200 ml mobilni faze o poméru slozek CH3OH:H20:CH3COOH 30:69:1.

2) Pripravime vychozi vzorek kavy, ze kterého odebereme 0,5 ml, ktery zfedime 20x mobilni fazi
do 10 ml odmérné banky a pfed vlastni analyzou Zfiltrujeme pfes diskovy mikrofiltr (0,22 um).
Vzorek €aje nafedime mobilni fazi pouze 10x (. 1 ml do 10 ml odmérné barnky) a rovnéz
Zfiltrujeme.

3) Pro kvantifikaci metodou kalibraéni pfimky pfipravime roztok kofeinu rozpusténim 1 mg
standardni latky v 10 ml mobilni faze (roztok o koncentraci 100 mg/l). Redénim tohoto roztoku
pFipravime kalibra¢ni fadu o koncentracich 1, 5, 10, 50, 100 mg/I.

4) Promeéfime vzorek kavy nebo ¢aje a kalibraéni fadu.

5) Navazime 1 mg standardni latky theofylinu a rozpustime v 1 ml mobilni faze do 2 ml plastové
vialky.

6) 0,95 ml vzorku kavy pfipraveného v bodé 2) smichame s 0,05 ml standardniho roztoku
theofylinu (1 mg/l) do plastové vialky. Vzniklou smés analyzujeme.

VYHODNOCEN:I:

Pik kofeinu (obr. 3) vchromatogramech kalibracnich roztokl a roztoku vzorku zintegrujeme.
Koncentraci kofeinu stanovime s vyuzitim regresni rovnice kalibraéni pfimky (obr. 4). Do protokolu
uvedte mnozstvi kofeinu ve vzorku kavy nebo €aje v mgl/l.

2504
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— Gi\Users\Uzivatel\Desktop\test-kofein\12_02_2024_test kofein_6 - Detector 1

Obr. 3 Ukazka chromatogramu vzorku kavy
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y = 65,45x + 65,67 R?=0,9995
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Obr. 4 Kalibra¢ni zavislost kofeinu

OTAZKY:

1. Vysvétlete zakladni separaéni principy vyuzivané v kapalinové chromatografii.

2. NapiSte rovnici popisujici distribuci analytu mezi 2 faze a popiste jednotlivé veli€iny.
3. Nakreslete schéma kapalinového chromatografu a popiste funkci jednotlivych ¢asti.
4. Jaké znate typy detektor(i béZné vyuzivanych v kapalinové chromatografii?

5. Jaky je rozdil mezi LC, HPLC a UHPLC chromatografii?

6. Zduvodnéte vyznam pouzivani chemicky vazanych stacionarnich fazi.

7. Jaké druhy stacionarnich fazi znate?

8. Pfijaké vinové délce probiha stanoveni kofeinu?

9. Jak se nazyva metoda popsana v postupu v bodé 67?

10. Identifikujte pik theofylinu v chromatogramu.
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