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1 Uvod

_ Jednim z hlavnich tkoli hospodarského a socidlnibho rozvoje kazdé
spolecnosti je zefektivnéni vyrobnich procest, zvyfovani produktivity prace a ze-
jména zvyZovani kvality vyrobkil v soudinnosti s kontrolou a ochranou Zivotniho
prostiedi. Klicovym bodem pfi fedeni téchto ukold je dokonala znalost kvalitativaiho
i kvantitativniho sloZeni surovin, meziproduktd i finélnich vyrobkl. Zvyfovani
kvality a disledna kontrola Zivotniho prostfedi si vyzaduji zavadéni progresivnich
zpusobd analyzy do Sirok¢ praxe. '

Bouflivy vyvoj modernich separacnich analytickych metod v poslednim dvacetileti
je charakteristicky zavadénim mikroelektroniky v instrumentaci. Mikroprocesory
a optoelektronické prvky zasahuji vyznamnou mérou do funkcni Grovné analyticke
instrumentace a jsou zakladem viech robotizacnich krokdl, jejichz cilem je doséhnout
dobré reprodukovatelnosti vysledkt a vysoké produktivity prace v kontrolnich
laboratofich. Soudasné trendy naznacuji, Ze dochézi k vzajemnému propojovani
separaCnich a spektralnich metod. Trendy vyvoje analytické instrumentace je
moZno extrapolovat z frekvence publikovanych analytickych metod, jeZ jsou uverej-
fiovany v hlavnich analytickych svétovych casopisech. Z piehledu je patrné, Ze
skute¢ny rozvoj separa¢nich analytickych metod nastal aZ v roce 1965, tj. v dobg,
kdy uroveii instrumentace doséahla stupné, ktery ji umoznil masové nasazeni v Sirok¢
vyzkumné i technické praxi. Cetnost nové vyvinutych analytickych metod, vyjadio-
vana v procentech v poslednich &tyficeti letech a s vyhledem do roku 1995, je patrna
z tab. 1.1

Tabulka 1.1. Pifehled noveé vyvinutych analytickych metod

tn v %) v roce
Metoda Cetnost (v %) v ro

1945 1955 1965 1975 1985 1995
analyticka separace 1,5 2 12 27 35 36
analytickd spektrometrie 14 26 - 28 30 30 28
elektrochemické analytické
metody 4,5 6 10 13 15 16
radiochemické analytické
metody 1 2 6 14 17 18
kolorimetrie 23 20 15 9 2 1
titrace ' 25 22 12 5 1 1
gravimetrie a ostatni metody 31 22 17 2 0 0

13



Analytické separace 1oies ~:immme e
analytickych metod, pouz~zz ot s we
Hlavni dominantu v ania moes -ogue
Spolu s elektromigra¢nimi =~z o -

el i

stavujl dnes nejroz8ifendjsi a == == st
Zaklady chromatografie po. ;5 zasa

M. S. Cvet, ktery jako pryvv rozz8l ma

o pul stoleti pozd&ji se objeviin ~immmy

i plynove chromatografie. Prve rric: - = e
v sedmdesatych letech byl Martimz— » = immype

V roce 1952 obdrzeli Martin a Synzz =2 o movmme
cenu. Bylo to spravedlivé uznémi -z-o-

a elektroforéza daly podnét k roz.::
zasadni vyzkum v biochemii a medicimz

pfevést organickou syntézu vEetng m:z.s = weaum

I Ceskoslovensko prispélo vyznamr.: - —&= g |
grafickych a elektroforetickych metod. B:.: 7 m
analyzu plynii, pozdéji prevedené do samo< ===y
v Brné. Jeho ¢innost vychéazela z prikopnics ;- truc. o
zabyval analyzou plynu v chromatograficss— o Semw

nému roz§ifeni a vyuziti chromatografie neiez _ - mee oo
monografie o papirové chromatografii Haise = %¥ nows
Rozsah plsobnosti chromatografickych, elei:-

metod z hlediska aplikace na separaci organicv.z-. ue & &

a anorganickych sloucenin je velmi &iroky a pox—-: umes aa

molekulovych hmotnostech od plynii az po Zive bt v i v
VEechny moderni metodiky i<ou charakterizova“] T

zalni prvky, jez se tykaji automatického davkovam STETL rmITe
dat s vyuZitim piimého spojeni pristrojl s pocitacem, kier. 7.5 zs:
ni drovné novou kvalitu.

Metody analytické separace se uplatiiuji v oblasti stopove == “WM

turni analyzy, analyzy vysokych obsaht a selektivni anz LT o

soustav. Ve viech téchto oblastech je pozornost zaméfena nz - -—=sitm

a robotizaci na sebe vzajemné¢ navazujicich operaci zasahujicicr .z kau
k analyze pfes jeho daldi zpracovani (extrakci, izolaci, pfedserz-zx m_} =% po
vysokoucinnou chromatografickou techniku spojenou s automziiv:— wwiodno-

cenim a zaznamem.

V soutasné ctapé védeckotechnického pokroku nabyvaji vysledx: mosgstované
analytickou chemii rozhodujiciho vyznamu, nebot jsou ¢asto podklace= 7 <admich
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Tabulka 1.2. Rozsah pisobnosti analytickych separaénich metod

GC

HPLC

GPC

IC
ITP

EP

plyny —monomerni latky — polymerni 14tky — viry —buflky — ¢4stice

o L I | | | I | _t I { f
[ I | I I [ [ [ I I I I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

log M P
GC  — plynovd chromatografiec (Gas Chromatography)

HPLC — vysokoutinnd kapalinovd chromatogratie (High Performance L1qu1d Chromatography)
GPC — gelovd chromatografie (Gel Permeation Chromatography)

IC — iontovd chromatografie (Ion Chromatography)

ITP  — izotachoforéza (Isotachophoresis)

EP  — elektroforéza (Electrophoresis)

FFF  — frakcionace prutokem silového pole (Field-Flow-Fractionation)

potravin, z oblasti zdravotnické hygienickou sluzbou, klinickou diagnostikou
a toxikologii a z oblasti zemedélstvi. Je pozadovana vysoka citlivost prislugné
analytické metodiky, kterd by umozZnila posunout mez stanovitelnosti sloucenin
i prvkl k co nejmizéim hodnotam za soucasného zvySovani produktivity préce.
Pro splnéni viech téchto cildi maji nejlepdi piedpoklady pravé metody chromato-
grafické a elektroforetické, které ve spojeni s metodami spektralnimi budou v bu-
doucniu zabezpelovat vice neZ devadesat procent poZadavki analyzy organickych

latek ve vzorcich nejrtznéjdich materiald.

i1 CHARAKTERISTIKA A ROZDELENI SEPARACNICH METOD

Separaéni metody vyuZivaji riznych fyzikalnich, fyzikalné chemickych
a chemickych vlastnosti sloZek vzorku k tomu, aby byl vzorek rozdélen alespoti
na dva podily odliného sloZeni. Cilem separace je zvyieni koncentrace jedné nebo
vice slozek piivodniho vzorku vzhledem k ostatnim slozkém pritomnym ve vzorku.
Separaini metody je mozno charakterizovat selektivitou, rozsahem pouZitelnosti
a frakcionacni kapacitou.

Selektivita oznacuje schopnost separacni metody délit latky na zakladé jedné nebo
vice vlastnosti. Tato vlastnost mtZe byt fyzikalri, kdyz jsou latky déleny napi.
na zaklade rozdilth v molekulovych hmotnostech. Rozdily v chemickych vlastnostech
jsou zpravidla zplsobovany rozdilnymi funkénimi skupinami. Biochemické viast-
1n0sti jsou vysoce specifické napt. pro enzymy, coZ umoZiiuje jejich separaci. Zvlaétnim
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piipadem je strukturni selektivita. kdv isot lotes ey ol roedia ve tvaru mole-
kuly. Nékdy jsou tyto rozdily malé. napt. ¢ iz z ~ameIzosmerit nebo u optickych
izomerl, ale existuji separacni metody. kter2 1:0¢ chopoy i2nto tvp izomeru selektiv-
né délit. *

Rozsah pouZitelnosti charakterizuje schopnost separair: metody délit urdity typ
vzorku vzhledem k fyzikaln€ chemickym vlastnosiem slozek Z wohoto hlediska
miZeme separaéni techniku oznacit jako vhodnou pro separaci atomit molekul
nebo makromolekul, popt. vhodnou pro separaci latek tékavveh nebo netékavych.

Frakcionacni kapacita udava maximalni pocet siozek. kterv mize byt rozdélen
v jediné operact. Napiiklad jednoducha extrakce mlze rozdalit vzorek na dveé Casti,
plynovéd chromatografie na kapilarnich kolonach na nékolik set pikit. V prvnim
piipadé je frakcionaéni kapacita dve, v druhém nékolik set.

Separaéni metody lze dale charakterizovat maximélnim mnozstvim vzorku,
které¢ jsou schopny rozdélit v jediné operaci, nebo rychlosti, jakou se separaéni
proces uskuteéni. Tyto parametry vétfinou nejsou nezavislé a Uizce souvisi s obtiznosti
déleni, se sloZitosti vzorku atd. |

Separacnich metod je znatné mnozstvi, ale ty nejdiilezitéjsi lze zatadit do dvou
velkych skupin:

1. metody zaloZené na rozdilech v rovnovazné fazové distribuci slozek:

Tabulka 1.3. Separa¢ni metody zaloZené na fazovych rovnovahéch

plyn —kapalina plyn—tuha latka kapalina —kapalina kapalina—tuha faze
destilace sublimace extrakee srdzeni
pénové déleni separace na molekuolovych kapalinova rozdélovaci _frakeni krystalizace

sitech (parti€ni) chromatografie
plynovd rozdélovaci plynova adsorpéni gelovd permeaéni separace na molekulovych
(partiéni) chromatografie  chromatografie chromatografie sitech

zonélni taveni

kapalinova adsorpéni
chromatografie

iontové vyménni

chromatografie
Tabulka 1.4. Separacni metody zalozené na rozdilech v rychlosti migrace
pres polopropustnou membrinu v silovém poli
ultrafiltrace _ - : elektroforéza
obracena osméza termodifiize
dialyza ultracentrifugace
elektrodialyza hmotnostni spektrometrie
frakcionace tokem (FFF)
izotachoforéza
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2. metody zaloZené na rozdilech v rychlosti migrace sloZek
a) pfes polopropustnou membranuy,
b} v silovém poli.

vvvvvv

1.2 TERMODYNAMIKA A UCINNOST SEPARACE

Vétsina separacnich metod pouZivanych v analytické chemii je zaloZena
na rovnovazné distribuci sloZek vzorku mezi dvé faze. Po dosaZeni rovnovahy mize
byt distribuce slozky A vyjadtena distribucni konstantou Kp, coZ je pomeér rovnovaz-
nych koncentraci této slozky ve dvou koexistujicich fazich, napi. fazich 1 a 2:

Ko = % ‘ - (1.1)

K takto definované distribucni konstanté je nutno uvést nékolik poznamek. Z rovnice
(1.1} je patrné, ze¢ K bude konstantni pouze v oboru velmi nizkych koncentraci.
(Termodynamicka distribuéni konstanta, oznacovana nékdy symbolem K7, musi
byt definovdna jako pomér aktivit a je funkci pouze teploty a tlaku.) V literatuie
je proto K ¢asto oznadovana jako distribucni koeficient. Pokud slozka A existuge
v obou fazich v jediné forme¢, napt. molekularni, lze vyjadiit vztah pro K, pomoci

rovnovaznych latkovych koncentraci:

Al (Vs
Bl E’&z B (HAL V (1.2)

kde [A]; a[A], jsou rovnovazné latkové koncentrace ve fazich 1a 2, ¥, a ¥, — obje-
my téchto fazi, (n,); a(n,), — latkova mnoZstvi. V otazce, kter4 faze mé byt uvedena
v Citateli a kterd ve jmenovateli, existuji uréité konvence. V chromatografii se v ¢itateli
uvadi faze stacionarni, v extrakei (distribuce slozky mezi organickou a vodnou fazi)
Je v citateli faze organicka, pfi vymeéné iontil faze ménicova, pii adsorpei adsorbent
apod. Pokud takova konvence neexistuje, je tfeba uvést, jak byla hodnota K
vypocitana.

Separace predpoklada, 7¢ vzorek obsahuje miniméalné dvé slozky, které, maji-li
byt rozdéleny metodami na zaklad¢ fazovych rovnovah, se musi ligit hodnotami K.,
Pomér distribuénich konstant dvou sloZek se nazyva separacni faktor o. Alternativni
nazvy jsou separani pomér, separacni koeficient, v chromatografii eluéni, resp.
retenéni pomeér, v destilaci relativni t€kavost. Tyto pojmy nejsou identické, ale jejich
vypocet vychazi ze vztahu:

K

[y

o = KD(A) (13)
KD(B)

Podle konvence se dosazuji hodnoty K, do poméru v rovnici {1.3) tak, aby o > [.
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Pokud slozky A a B existuji v obou fazich v jedin¢ formg, Ize podle rovnice (1.2)
vyjadiit separacni faktor pomoci rovniovaznych latkovych koncentraci:

[A], [B],
(A [B], (L4)

Vhodnost pouZiti separa¢niho faktoru k popisu separace je problematicka. Vysoké
hodnoty « by mély usnadiiovat dé€leni obou sloZek, nebot znamenaji vy$si latkovou
koncentraci slozky A ve fazi 1 a slozky B ve fazi 2. Uspéch separace viak z4visi spise
na latkovém mnozZstvi sloZzky v kazdé fazi nez na jeji koncentraci. Napiiklad dochazi-
11 k distribuci slozky A mezi faze 1 a 2 a z toho faze 2 ma stokrat vétsi objem nez
faze 1, potom musi byt Ky, = 100, aby se slozka A rozdélila mezi obé faze v po-
méru 1: 1. Dale jsou dtlezité absolutni hodnoty distribu¢nich konstant obou sloZek.
Napfiiklad maji-li slozky A a B hodnoty Kp,, =6 a Kpg = 2, prechazeji obg
sloZky pomérné snadno do faze 1. Jsou-li naopak hodnoty Ky, 4, = 0,6 a Ky, = 0,2,
zlstavaji obé slozky pfevazné ve fazi 2 a pfitom v obou prlpadech mame stejnou
hodnotu separa¢niho faktoru.

Z vy$e uvedenych divodl je patrné nejvhodnéjsi popsat ucinnost separace jako
podil hmotnosti slozky A ve fazi 1 {ze které miZe byt izolovana) k celkové hmotnosti
sloZky A v separalnim systému:

o =

(ma)y
(mA)1 + (mA)_Z

Ry = (L.5)

kde R, Je vytézek slozky A.

Ve viech vztazich se pfedpoklada, ze obé slozky j r:ou ve fazi kapalne nebo plynne.
Pii adsorpci a podobnych metodach se pouzivaji i jiné koncentracni jednotky nez
latkova koncentrace.

1.3 SEPARACNI METODY ZALOZENE NA FAZOVYCH
ROVNOVAHACH

S ohledem na to, Ze jednotlivym chromatografickym metodam a extrakci
jsou vénovany samostatné kapitoly, budou zde stru¢né vysvétleny ostaini metody
uvedené v tab. 1.3. ~

1.3.1 Destilace

Destilaci 1ze charakterizovat jako fyzikalni separaéni metodu, ktera umoz-
riuje déleni sloZek kapalné smési. Pii zahtivani je ¢ast smési pfevedena do parni
faze, oddéleng zkondenzuje a ziska se¢ destilat obohaceny t&kavéjiimi sloZzkami.
Ve zbytku, v ¢asti, kterd nebyla odpatena, se koncentruji méné tékavé slozky.
Separace latek destilaci se tedy uskutecfinje na zakladé jejich rozdilné tékavosti.
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Pro systém, ktery se chové idedlné, plati zakladni termodynamické zakony.
Pro kapalinu je to zakon Raoultiv:

Pa = XaPa (1.6)

kde p, je parcidlni tlak sloZky A nad kapalinou, x, — latkovy zlomek sloZzky A
v kapaling, p% — tlak par &isté slozky A pii teplot€ systému a tlaku 101,3 kPa.
Pro plyninou fazi, které se chova jako idealni plyn, plati zdkon Daltoniiv:

Pa = VAP (1.7)
kde y, je latkovy zlomek slozky A v plynné fazi, p — celkovy tlak systému.
Spojenim obou zakonu dostaneme vztah platici pro rovnovahu mezi plynnou
a kapalnou fazi:

_ XaDa
J}A —
p

Separaéni faktor o [rovn. (1.3)], v destilaci nazyvany relativni tékavost, lze vy-
jadrit takto:

(1.8)

Ko 7. X+ < .
e D) _ YaXs _ Pa (1.9)

Kpmy  Vs¥a  Ps

Z rovnice (1.9) vyplyva, Ze v systému, ktery se chova idealné, je relativni tékavost «
konstantou a nezéavisi na pomeéru sloZek ve smési. Predpoklad idealniho chovéni je
v praxi splnén pouze v né€kolika malo pfipadech, kdy jsou destilatné déleny latky
strukturng velmi blizké (izomery, stereoizomery). Vétsina kapalnych smési vykazuje
pozitivni odchylku od vztahu (1.8}, coZ znamena, ze latkovy zlomek tékavejii slozky
v plynné fazi je vyssi, neZ by odpovidalo latkov¢ koncentraci této sloZky v kapalné
fazi. Odchylky od idealniho chovéani se méii experimentalné pomoci analyzy destilatu
a zbytku. Z naméfenych hodnot je mozZno vypoditat y,, yg — aktivitni koeficienty

sloZek A a B. Vztah pro relativni tékavost realné binarni smési mé potom tvar:

v — )’Api; | (1.10)
YsPs
Akuvitni koeficienty y, a 5 jsou obecné funkcemi koncentraci, a proto 1 hodnota
relativni t€kavosti zavisi na poméru koncentraci sloZzek A a B.

Destilat je vzdy obohacen tekavéidi slozkou. Opakovanym odpafenim destilatu
stoupa obsah tékavejsi slozky v parach, a tim se tato slozka dale koncentruje. Tohoto
efektu se vyuZiva pii rektifikaci. Vafak (batika, kotlik) je opatfen rektifikagni kolo-
nou, ktera ma nahote zpétny chladi¢. Pouze mala ¢ast destilatu je z kolony odebirana,
vEt8i Cast se vraci jako zpétny tok (reflux) do kolony. Latkové mnozstvi zp&tného toku
délené latkovym mnoZstvim destilatu za stejny ¢asovy usek se nazyva pomér zpét-
né¢ho toku (refluxni pomér). Kolona dosahuje maximéalni uéinnosti pi Gplném zpét-
ném toku. Délici téinnost kolony zavisi jak na relativni tékavosti «, tak i na poctu
teoretickych pater n, tj. na poctu postupnvch ustaveni rovniovahy mezi kapalnou
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a plynnou fazi pfi priichodu kolonou. V rovnovaze za predpokladu konstantni
hodnoty relativni tékavosti o plati pro rektifikaci bindrni smési Fenskeho rovnice:

YaXs _ »

=0 | - (1.11)
YpXa

Pro binarni smés dale plati, ze y, = | — y, a podobné x;, = 1 — x,. U rektifikac-
nich aparatur se pfedpoklada, Z¢ jedno teoretické patro se ziska mezi vafakem a kolo-
nou. Fenskeho rovnice ma potom-tvar:

YA _ an+li (1.12)

1= ya L—x,
kde y, a x, jsou latkové zlomky tékavejsi slozky v plynnc a kapalné fazi.
Fenskeho rovnici lze pouZit ke stanoveni poctu teoretickych pater rektifikacni
kolony. V kolong se necha ustavit rovnovéha zndmé binarni smési a analyzuje se
sloZeni destilatu a zbytku. Hodnota relativni té€kavosti pfitom.musi byt znama.

R o :

>0 o F
5 _
s Nz
&
” I o]
<
@ | =
E I '
Q9 o]
N l !
Y
é g | %Od
5|/ | o |
| | N2 R
| |
—= latkovy zlomek A v kapalingé hﬁ
Obr. 1. Diagram pro stanoveni poctu Obr. 2. Rektifikacni kolonky
teoretickych pater : a — Vigreux, b-— rotaéni

(xa)s (Xa)p — latkové zlomky tekavejsi slozky
ve vychozi smési a v destilatu

Pti zjistovani poctu teoretickych pater potrebnych k ziskani destilatu o urcitéem
sloZeni se postupuje graficky. Je treba mit k dispozici rovnovazny diagram kapalina—
—para, ktery je doplnén ptimkou v thlu 45° (obr. 1). Tato piimka pfedstavuje stejné
slozeni par a kapaliny na daném patie. Vychazime ze slozeni v baiice {x,),. Pi
zahtati se dostaneme na ktivku rovnovazného diagramu a po zkondenzovani dosta-
neme kapalinu, jejiz sloZeni odpovida bodu 1. Postupné pokracujeme aZ do bodu 3,
ktery odpovida destilatu zadaného sloZeni (x,), . K ziskani tohoto destilatu je tieba
kolorika s G€innosti tfi teoretickych pater.
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-V laboratotich jsou pouZivany rtzné kolonky lisici se Gi¢innosti. Zatimco dfive
- pouzivané kolonky s prazdnou trubici (obr. 2a) mély vyskovy ekvivalent teoretického
patra H = 5 a7 15cm (H = Ljn, kde L je délka kolonky v cm), moderni kolonky
s rotujici vyplni (obr. 2b) dosahuji H = 0,3 aZ 0,5 cm. Kolonky délky | m mohou
dosahovat tc¢innosti 200 teoretickych pater. a tak oddélovat latky, které se ligi bodem
varu o 0,5 K.

-V analytické chemii se dthllace pouziva k ziskavani uzSich frakci ze vzorkd o Siro-
kém destila¢nim rozmezi. Ziskané frakce se potom analyzuji dal$imi separa¢nimi
" a identifika¢énimi metodami. Casto je destilace a rektifikace pouZivana pii analyze
ropy, ropnych a petrochemickych produktit apod.

1.32  Separace na molekulovych sitech

Tento druh separace je zaloZen na molekulové sitovém efektu, ke kterému
dochazi, shoduji-li se priméry port adsorbentu s molekulovymi rozméry adsorbatu.
Molekulové sita jsou napk. syntetické zeolity (alumosilikaty), které krystaluji v kubo-
oktaedrickych Utvarech. Trojrozmérna krystalova mrizka je prostoupena pravidel-
- nym systémem dutin navzajem propojenych otvory jednotnych rozméru. Po vy-
krystalovani jsou dutiny naplnény vodou, ale piisobenim zvySené teploty a snize-
ného tlaku se voda odstrani. Molekulova sita maji dva typy dutin: malé dutiny uvnitf
- kubooktaedrt (nejsou vyuZivany) a velké dutiny mezi kubooktaedry, jak ukazuje

10

&
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P

4

/f? {? {ﬁ}; Obr. 3. Rez krystalovou miizkou

molekulového sita 5A
a — kubotetraedricka buiika, b — ¢tyni
kyslikové mustky

obr. 3. Vstup molekul adsorbatu do dutin je rizen vstupnimi otvory jednotné veli-
kosti. Laﬂ(y s kritickym priimérem molekuly (primér nejvetsi kruznice opsané moleku-
le v roviné kolmé na délku fetézce) mensim, nez je primeér vstupniho otvoru dutinky,
vstupuji dovnitf a jsou zadrZzovany, molekuly s primérem vétsim zlstavaji vné
v okolnim médiu. Velikost otvoru je moZno ovlivnit pocCtem a druhem kationtd
pfitomnych v jednotkovém utvaru. V tabulce 1.5 je uveden prehled molekulovych
sit a jejich vlastnosti.
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Tabulka 1.5. Molekulovi sita a jejich vlastnosti

Efektivni primér otvori ‘ e
Adsorbované latky')

Typ Slozeni
- am
3A K,0.AL,0:.28i0, 0,38 He, H,, H,0, O,, N,
4A Na,0.Al,0,.28i0, 0,42 CH,, CH,, ClH
5A Ca0.AL,0,28i0, 0,5 alkany, cyklopropan
10X Ca0.AlL,0..35i0, 0,8 isoalkany, cyklohexan, benzen
13X Na,0.A1,0,3S10, 0,9 triethylbenzen

" Sito zachycuje jak uvedené latky, tak i viechny latky s menSim kritickym primérem molekuly.

Molekulova sita se pouzivaji k odstrafiovani vody z plyni a kapalin, k separaci
nizkomolekularnich latek v plynné fazi (GSC) a k separaci latek v kapalné fazi podle
tvaru molekuly. .

K odstranéni vody je doporucovano sito 3A, které ma kapacitu aZ 24 % hmotnosti
sita a umoZiuje snizit obsah vody pod 10™4 hmdtn.%.

V plynové chromatografii nachazeji uplatnéni hlavné sita 5A a 13X, ktera velmi
dobte dé¢li smeési permanentnich plyni: H,, O,, N,, CH,, CO, popf. Ar. Zatimco
na jinych naplnich je dé€leni kysliku a dusiku neobyCeiné obtizné, molekulova sita
rozdéli tyto plyny na kolonce délky 15 cm pfi teploté 20 °C béhem nékolika sekund.

Separace na molekulovych sitech v kapalné tazi nasla nejvétsi uplatnéni pii déleni
ropnych frakci. Sito 5A s efektivnim priimérem otvori 0,5 nm se vyborné hodi pro
izolaci merozvétvenych alkant, které maji kriticky primér molekuly 0,49 nm.
Kapacita sita je 10 az 33 g alkanu na 100 g sita. Ropné frakce se bud nechaji protéci
pfes kolonu naplnénou pragkovym sitem, nebo se povafi roztok frakce v inertnim
rozpouitédle (napt. v isooktanu) s pfebytkem molekulového sita. V obou pfipadech
zlstanou nerozvétvené alkany adsorbovany na situ a do filtratu piejdou ostatni
typy uhlovodikfl. Zp&tné ziskani adsorbovanych alkant je velmi obtiZzné. Sito je
nutno bud rozloZit kyselinami a nerozloZeny zbytek extrahovat, nebo lze sito ex-
trahovat vroucim heptanem po dobu 24 hodin. Separace na molekulovych sitech
v kapalné fazi probihd pomalu. I za zvy$ené teploty je tfeba Casto nékolik hodin
k tomu, aby alkany vnikly do dutin sita. Je to zplisobeno tim, Ze se molekula musi
vzhledem k otvoru dutinky vhodné natocit. Separace na molekulovych sitech v kapal-
ne fazi se odlifuje od gelové permeadéni chromatografie kinetikou procesu.

133 Ostatni metody zalozené¢ na fazovych rovrovahach

Pénové déleni ptedstavuje skupinu separacnich metod zaloZzenych na selek-
tivni adsorpei na bublinach plynu, ktery prochézi kapalinou (vét§inou vodou). Sepa-
rované latka se koncentruje na fazovém rozhrani, tj. na péné, ktera béhem separac-
niho procesu vznika. Vznik pény usnadiiuji povrchove aktivni latky. Touto metodou
mulze byt Cidténa fada biopolymerii (pepsin, albumin atd.). Nékteré ionty (napf.
Ca?*, Sr?*) lze izolovat z roztoku v péné vytvofené pomoci aniontového tenzidu.
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Sublimace spotiva v ptimém vyparovani tuhé latky bez toho, Ze by se v systému
objevila kapalina. Jde o destilaci tuhé latky, pfi které teplota nesmi presdhnout
teplotu trojného bodu na diagramu p—T. Pfi sublimaci jako separalnim procesu
muze byt sublimujici slozka produktem (a necistoty zistavaji ve zbytku), nebo jsou
sublimovany necistoty a produktem je zbytek. V analyze ovzdudi se sublimace
vyuziva k izolaci polycyklickych aromatickych uhlovodikt z prachovych &astic.

Zonalni taveni je metoda umoziujici dodatecné vycisténi latek ziskanych krystali-
zacl, popt. srazenim. Zakladni podminkou je snadné tavitelnost latky. Pii ¢isténi
se vertikaln¢ zavéiena trubice naplni latkou a pomalu se spousti dold prstencem
ohratym na teplotu, ktera dovoliroztavenilatky v uzké zén€. Po prichodu ohtivanou
zbnou latka opét tuhne (vykrystalizuje), ale nelistoty zistavaji v kapalné formé
v oblasti ohfivané zony. Vysledkem separace je Cista latka ve spodni ¢asti trubice
a zkoncentrované necistoty v horni ¢asti. Metoda mé fadu modifikaci a byla usp&ing
pouzita k ¢isténi fenolu, naftalenu atd.

1.4 METODY ZALOZENE NA ROZDILECH V RYCHLOSTI
MIGRACE

1.4.1 Separace pies polopropustnou membranu

P#i téchto separacich jsou slozky transportovany pfes omezujici rozhrani,
kterym je polopropustna membrana. Nejjednodussi metodou je ultrafiltrace, ktera
se pouziva k oddélovani makromolekuléarnich latek a koloidd z roztokl. Plisobenim
hydrostatického tlaku prochéazeji molekuly rozpoustédla pires membranu, zatimco
makromolekuly a koloidy, kter¢ jsou vétsi neZ otvory v membrang, jsou zadrZzovény.
V ptipadg, Z¢ velikost molekul separovanych latek je soumértitelna s velikosti molekul
rozpoustédla, nelze pouzit k separaci mikroporézni membrany. Déleni latek s relativ-
ni molekulovou hmotnosti pod 500 se uskutecniuje na tzv. asymetrickych nebo homo-
gennich membranach a proces se nazyva obrdcend osmoéza. Pouzity tlak je 10 az
30 MPa. Timto zplsobem lze napf. odstrafiovat siil z vody.

Dialyza je membranové separace, pfiniz jsou hnact silou rozdilné koncentrace sloz-
ky v kapalinach na obou stranéch polopropustné piepazky. Na jedné strané prepazky
je roztok vzorku a na druhé strané Cisté rozpoustédlo. Rozdil v koncentracich
(koncentracni gradient) nuti rozpuSténou latku prechazet do Cistého rozpoustédla.
Pokud je ve vzorku vice latek schopnych transportu pfes membranu, budou latky
s men8im rozmérem molekuly ptechéazet rychleji. Rozpoustédlo s obsahem urcite
¢asti vzorku se nazyva dialyzat. Rychlost transportu sloZek ptes membranu postupné
klesa se zmenSujicim se koncentraénim gradientem. Zrychleni Ize docilit pohybem
obou kapalin, ktery mtZe byt protiproudny, souproudny nebo s kiizovym tokem.
Na obr. 4 je schéma protiproudné dialyzy. Latkovy tok slozky pfes membranu J
je dan latkovou bilanci:

J=F (Cv.i - Cv,o) = Iy (Cd_o - Cd.i) (1-13)

Vo3
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kde F je objemova rychlost (objemovy priitok), ¢ — latkova koncentrace slozky,
indexy v a d oznacuji vzorek a dialyzat a indexy i a o vstup a vystup (viz obr. 4J.
Jinak muze byt latkovy tok J vyjadtren také vztahem:

J =kpA (Ac) | (1.14)

~kde ki, je rychlostni konstanta, ktera zavisi pro urcitou latku na vlastnostech membra-
ny, A — plocha membrany a Ac — primérny rozdil koncentraci vzorku v obou
kapalinach (dany jako logaritmicky primér vstupni a vystupni hodnoty).

vzorek dialyzat
—_— i, il
F,.Cy); (Cqlo

/membrcmc

/ .

Obr. 4. Schéma protiproudné dialyzy
F., F; — objemové pritoky vzorku a dialyzatu,
(¢} (), — odpovidajici koncentrace dialyzovangé

- Fgdey);

(cy
o] . , ,
——— T T e slozky na vstupu a na vystupu ze systému

Dialyzu lze vyuzit pi1 odstrafiovani ionogennich slozek z roztoki makromole-
kularnich latek a bilkovin. Na principu dialyzy pracuje uméla ledvina, ktera umozZiiuje
odstranéni mocoviny, kreatinu a mocove kyseliny z krve. Elektrodialyza se 1igl od
dialyzy tim, Ze hnaci silou transportu je elektricky potencial. Tato technika, ktera
slouzi napf. k odstrafiovani iontl, nema zatim aplikaci v laboratornim méritku,
ale byla s Gspéchem vyuZita k odsolovani motské vody.

1.4.2 Separace v siloveéem poli

Pii téchto procesech dochazi k déleni latek na zakladé jejich rozdilnych
migraénich rychlosti v silovém poli, které mlze byt tithové, magnetické, teplotni
spektrometrie, termodifuze, frakcionace tokem v silovém poli, elektroforéza a izo-
tachoforéza. V této kapitole budou uvedeny viechny metody kromé& metod elektro-
migracnich, které jsou napini kapitoly 9. _

Ultracentrifugace umoziiuje migraci velkych molekul v homogennich roztocich.
Pusobenim odstiedive sily se molekuly pohybuji smérem od stfedu otaceni a za nimi
zustava Cistd kapalina. Pohyb rozhrani lze registrovat, a tak zjiStovat sedimentacni
rychlost. Na ¢astici o jednotkové hmotnosti ptisobi odstiediva sila, ktera se rovna
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rw?, kde r je vzdalenost Castice od stiedu otaceni a w je Uhlova rychlost v radianech
za sekundu. Na ¢astici o hmotnosti m v roztoku plisobi odstrediva sila dana vztahem:

g -
F = maw?’r (1 — —\ (1.15)
\ Qp/}

kde ¢ je hustota roztoku a g, — hustota sedimentujici ¢astice. Pokud bude vzorek
obsahovat dvé slozky lifici se hustotou, budou jejich ¢astice migrovat roztokem
riznou rychiosti. Na zaznamu se objevi postupné sedimentace dvou sloZek. Rvchlost
sedimentace zavisi na pouzité odstiedivé sile, a proto byl zaveden sedimentacni
koeficient s jako sedimentaéni rychlost vztazena na jednotku odstiedivé sily

d}‘jidt

w?r

s (1.16)
kde s ma rozmér Casu.

‘Ultracentrifuga must umozfiovat presné méfeni otacek a udrZovani teploty. Neni
vyjimkou pouZiti otaéek 1000s™* a vice. Analytické ultracentrifugy (obr. 5) maji
malé Kyvety a jsou vybaveny optickym systémem, ktery umoziiuje sledovat kon-
centraci sloZek v riiznych mistech kyvety. Uliracentrifugace je pouZivana ke stanoveni
molekulové hmotnosti polymert a k separaci biopolymert a bunék.

Hmotnostni spektrometrie (MS) je zaloZzena na rozdilech v migraci urychlenych
molekularnich, popf. fragmentovych jontit v magnetickém poli. I kdyZ je to separacni
metoda, nebot pfi ni dochézi k separaci hmotnych ¢astic, ve v&tiine ptipadd je zataze-
na o probirdna spolu s ostatnimi spektralnimi metodami. |

lermodifiize oznacuje pohyb molekul v plynech nebo kapalinich, zplsobeny
teplotnim gradientem. Molekuly slozek umisténé mezi dvéma vertikalnimi sténami,
znichZ jedna je zahtivana a druha chlazena, se pohybuji termodifizi ve sméru kolmém
na tyto stény. Podle velikosti a tvaru molekuly se nékteré sloZky koncentruji u horké

[—— odbér
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- — A
— A
kyvety @ . J——
[+ ]
000AA ~ topen{
. VSJCED——-— @ AACGA : ? )
vZorku -~
L If'j T
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f chlazeni L1 J
L odbér

Obr. 5. Ultracentrifuga s optickym systémem Obr. 6. Schéma separace kapalné smeéxsi
termodifazi




stény, jiné u stény chlazené. Rozdily v hustotach potom zpisobi, Ze slozky se pohybuji
konvekei: u horke stény vzhiiru, u chlazené dolt. Béhem postupu slozek kornvekei
se mnohonasobné opakuje termodiflize, a tim se dosahuje u¢inné separace {obr. 6).
Vzdalenost obou desek musi byt mala (ca 0,2 az 1,5 mm), nebot separace se zhorSuje
se Ctvrtou mocninou vzdalenostl. Pro déleni plynnych smési se pouzivaji chlazené
sklenéné trubky o svétlostica 1 cm, v jejichz ose je napnut zahfivany drat. Termodifuzi
lze charakterizovat jako tvarove selektivni separaci. V kapalnéfazi lze napt. separovat
nerozveétvené alkany a isoalkany nebo isoalkany a cykloaltkany. V horni ¢asti kolony
se koncentruji dlouh¢ flexibilni molekuly, v dolni rigidni a kompaktni cyklické
molckuly. V plynné fazi nasla termodiftize pouZiti pii d€leni izotopl chloru, methanit
13C a 1*C apod.

Frakcionace tokem v silovém poli (Field Flow Fractionation, FFF) je jedna z novéj-
gich, zatim maélo roz8ifenych separac¢nich metod. Pokud si predstavime kontinualné
pracujici temodiftzi {privod vzorku do poloviny vysky trubice a odtoky separovanych
podild nahofe a dole), potom jde o uréity ptipad FFF, v niZ je silovym polem teplotni
gradient. V obecném ptipadé mohou byt aplikovana i dalgi fyzikélni pole (elektrické,
tihové, magnetické atd.). Uspotfadani piistroje je znatné podobné pfistroji pro
kapalinovou chromatografii: zasobnik mobilni faze, ¢erpadlo, zafizeni pro néastiik
vzorku, detektor a zapisova¢. Namisto kolony je pouZita uzka 3térbina (kanal),
v niz pusobi kolmo na jeji osu silové pole. Ve $térbin€ migruji riznou rychlosti
riizné slozky podle rozdilil ve vlastnostech, které jsou ovliviiovany silovym polem.
Mobilni faze vytvaii ve §térbiné rychlostni profil ve tvaru paraboly a rizné sloZky
-se pii své migraci dostavaji do urcitych ¢asti toboto profilu. Tim je potom urlena
jejich rychlost pohybu a slozky jsou separovany. Aplikace FFF spociva hlavné
v separaci polymerl s relativni molekulovou hmotnosti v rozmezi 10° aZ 10!°
a metoda mize byt pouzita 1 k déleni bun¢k a mikroorganismi.
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