Chromatograticke metody




Podstata

,, Pri chromatografii dochadzi
k neustalemu vytvareni
rovnovaznych stavi separované
latky mezi dvé faze — stacionarni a
mobilni. *




Chromatografie

* Mobilni faze - kapalina — LC
plyn — GC

* Eluce - Izokraticka — stejna elucni sila

Gradientova — rostouci elucni sila

» Pouziti - analyticka

preparativni




Kapalinova chromatografie
LC

* Mobilni faze - kapalina

* Stacionarni faze pevna faze,

kapalina




Provedeni LLC

* Papirova PC
e Tenkovrstva TLC

« Kolonova CC




Teoreticke aspekty
chromatografie




Chromatografie
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Chromatogram
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Retencni — elucni Cas t,.

* Doba od nastiiku vzorku po dosazeni maxima
elucni kiuvky

Retencni — eluéni objem V

e Objem mobilni faze protekly od nastiiku vzorku
po dosaZeni maxima elu¢ni kiuvky

Vi=t-F.

F_ — objemova rychlost mobilni taze




Mrtvy objem
V,=Vat Ve
V. — zdanlivy reten¢ni objem
V .- redukovany (skuteCny) reten¢ni objem

V- mrtvy objem — mimokolonové prispévky
+ mimocasticovy objem kolony




Kapacitni faktor k’

k’=1-10

V. — objem stacionarni faze

V,, — objem mobilni faze

Distribuc¢ni koeficient

¢, — rovnovazna koncentrace latky ve stacionarni fazi

Ccy; — rovnovazna koncentrace latky ve mobilni fazi




U¢innost kolony
pocet teoretickych pater N




U¢innost kolony
vyskovy ekvivalent teoreticke€ho
patra H

H="
[

| — délka kolony




U¢innost kolony




R,=1.5 —nulové piekryti \

R,,=1.0 — prekryti 2 %

Rozliseni
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Sily a efekty vyuzivane
pI'1 separaci

* Jontové sily

» Polarni sily

* Nepolarni sily

» Sterické interakce

« Efekt velikosti molekul




Rozd¢€lovaci chromatografie




Rozd¢€lovaci chromatografie

/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
| -

CMm

Pouziti — analyticka PC, TLC

Cs




Adsorpcni chromatografie
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Adsorpcni chromatografie

Cs
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Adsorpcni chromatografie

 Stacionarni fdze — polarni

Silikagel S10, . n H,O

Oxid hlinity Al,O,, AIO(OH), AI(OH);

Hydroxyapatit [Ca;(PO,);OH]




Adsorpcni chromatografie

* Mobilni faze — nepolarni

* Eluce - zvySovanim polarity mobilni faze

Eluotropicka rada:
uhlovodiky<subst.uhlovodiky<ketony<
aldehydy<alkoholy<voda




Reverzné fazova chromatografie

 Stacionarni faze — nepolarni
Cg, Cig

* Mobilni faze — polarni — vodné roztoky

pH — potlacit disociaci

* Eluce — snizovanim polarity mobilni faze
ACN, MetOH,




Reverzné fazova chromatografie

Kartacovy typ stacionarni faze

Pouziti : analytické — az 90 % analyz




Iontoveé parova chromatografie

iontove parujici ¢inidlo analyt

+ - SDS, HCIO,

- - tetrabutylamonium




Iontoveé parova chromatografie

sorbent Cq iontovy par

Stacionarni, mobilni faze, eluce — RPC
pH — plna 1onizace analytu




Hydrofobni chromatografie

 Stacionarni faze — - Cg, -fenyl

e Mobilni faze — vodné roztoky
1.7 M (NH,),SO,

* Eluce — snizovanim iontove sily

Pouziti : purifikace bilkovin




Ionexova chromatografie




Vazba

Eluce

Ionexova chromatografie

elektrostaticka interakce

3 + B - -

_.9. _|_e<; g _."@9 + .




lonexy

« Katexy - - vazba kationtu
silné - sulfo(S), sulfopropyl(SP) OSOy
slabé - karboxy(C), karboxymetyl(CM) COOr

« Anexy - T vazba anionti
siln€ - dietylaminoetyl(DEAE)
slabé — trietylaminoetyl(TEAE)




Slaby 10nex

* Vykazuje zmény vazebné kapacity v
zavislosti na pH

* Ma pufracni kapacitu

% A

COOH

COOr-




Ionexova chromatografie

I kapacita

lonexu




Donanuv efekt

H0"

—®
o OH
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zvysovani pH

—o H,0°
— O ()_I—I;

snizovani pH




Ionexova chromatografie

e Nanaseni vzorku — nizka iontova sila

* Eluce — gradientova
e ZvySovanim iontove¢ sily
e Zménou pH
e Afinitni eluce
Pouziti — purifikace, zakoncentrovani, vyména

pufru




Chromatofokusace
d¢j na kolon¢
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Chromatofokusace
chovani vzorku

pH < pl pH=pl pH?v> pl
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Chromatofokusace
chovani vzorku

pl

Pouziti : analytické — stanoveni pl
preparativni — purifikace bilkovin




Afinitni chromatografie

@

A L

ligand T *
a spacer matrix




Afinitni interakce

Afinitni interakce
specificky

stabilni —» komplex bilkovina - ligand

7

revergibilng

elektrostaticke

polarni S prostorové vlastnosti

hyvdrofobni usporiadani prostiredi

van der Wsalsovy sily




Interakce mezi DNA a

endonukleasou




Afinitni pary

Ligand Bilkovina Ky (M)
antigen polyklonalni protilatka 1= 10*
antigen monoklonalni protilatka - 10
biotin avidin 107"
sacharid lektin 0% =~ 107
hormon, toxin vazebny protein 1077 = 107"
substrat enzym 107 - 107
inhibitor enzym 107"~ 10

Ky=10"-10"M




Afinitni chromatografie
naneseni vzorku




Afinitni chromatografie
vznik interakce
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Afinitni chromatografie
vymyti balastu
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Afinitni chromatografie
eluce
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Predpoklady pro vznik komplexu

 Sterické — pouziti raménka (spacer)

o |

* Optimalni pH, iontova sila




Predpoklady pro vznik komplexu

* Vazebné e
9 ¢

» Konformaéni P~
Yy

"2




Provedeni

* Naneseni vzorku — nizkd iontova sila
» Eluce — selektivni - volnym ligandem
—neselektivni - zména pH, 1ontove

sily, polarity

Pouziti : analytickée (stanoven1 K), purifikace




Gelova permeacni
chromatografie
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Gelova permeacni
chromatografie

gel moy




Gelova permeacni
chromatografie

Princip - stérickd exkluse

- omezena difuse

Poradi eluce :
MrA>MrB>MrC




Log(hn)

Gelova permeacni
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Gelova permeacni
chromatografie

* NanaSeni vzorku — objem vzorku < 2%
objemu kolony
* Eluce — 1zokraticka

Pouziti : stanoveni Mr, odsolovani, purifikace




PC aTLC




PC aTLC

* 1944 — Martin, Snyge - PC aminokyselin
(Nobelova cena)

e 1952 — TLC nahrazuje PC




Instrumentace PC a TLC




Chromatograficky papir

* Nemodifikovany

» Modifikovany — ionexy, acylace

f. Watman (Anglie)
Schleicher-Schiill (Némecko)




TLC

» Vlastni pfiprava - sypané¢, nalévané

» Komercné dostupné - Siluful (Cz)
Watman




PC a TLC - mody

* rozdélovaci
 adsorpcCni

* 10nexova

* hydrofobni — RP a HIC

* gelova permeadni




Nanaseni vzorku

* Pipety

« Kapilary




Provedeni

* Vzestupne
e Sestupné
* Kruhové

* Dvojrozmérné




Vzestupne




Sestupne




ove

Kruh




Vyvijeni

vzestupne sestupne kruhové
vyvijeni vyvijeni  (radialni)

) T vyvijeni
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Dvojrozmeérne




Provedeni

* Analytickeé

* Preparativni




Analyza kvalitativni
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standardy vzorky




Analyza kvantitativni

e Planimetrie
D D
4
® ® * Denzitometrie
® )
Plo‘cha

skvrn




Denzitometrie

& 2

1 2 3
—» sleenovani
5

chromatogramu

1 swételny zdroj 5 chromatogramm
2 cocka b fotonasobic

3 monochromator 7 zesilovad

4 zroadlo A Zaplsovac




Denzitometrie

signal




Preparace

« PC — vystfizeni a eluce skvrny

o TLC — vyskrabani a eluce skvrny

— odsani a eluce skvrny




Chromatografie




Chromatografie

» Cvet — separace chlorotylu na CaCO,; 1906




Kapalinova chromatografie
rozdéleni

» Nizkotlaka (atmosfericky tlak) — LPC
» Strednétlaka (4 Mpa) — FPLC

» Vysokotlaka (40 Mpa) — HPLC




Kapalinova chromatografie
vyuZiti

* LPC — semipreparativni

 FPLC — semipreparativni a analyticka

 HPLC — analyticka




Kapalinova chromatografie
doba trvani

 LPC — hodiny
* FPLC — desitky minut

 HPLC — minuty




Zarizeni pro LPC




Instrumentace pro LPC

Pumpa — peristalticka nebo gravitace

Gradient — misi¢ gradientu

Davkovani — pfimo pumpou na kolonu
Kolony — sklenéné

Detekce — spektrofotometricka 254, 280 nm
Vyhodnocovani — zapisovac

SbéraC frakci — programovatelny




Instrumentace pro FPLC a HPLC




Zarizeni pro HPLC

odg | SO NI =
© dlo o) = =




Pumpy




Tlakova pumpa

solvent

outlet | gas inlet
| i
solvent
= convecton
current
baffle




[.inearni davkovace

to column
[ ______"n
1]

a-syringe d-motor
b - seale - fill system
o ¢ - gearing




Pumpa jednopistova

.............................................

Pump

PUMp.moy

start of fill
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start of pump




Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova




Tlumeni pulsu




Tlumeni pulsu




Gradient nizkotlaky

System contraoller

TN
—~GEL




Gradient vysokotlaky

Syretanco niro dar

"\ PUMP B




Davkovani — davkovaci ventil




Davkovaci ventil — , . Load*




Davkovaci ventil — ,,Inject”




Kolona




Castice sorbentu




Detektory




Refraktometricky detektor




Refraktometricky detektor

Waters design

mirror :
light source

- *
fslzll:f cell @ F

adjustment
control

detector




Refraktometricky detektor

Varian design flow
cell
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UV — VIS detektor
detekCni cela




UV — VIS detektor
s fixni vinovou délkou




UV — VIS detektor
s promenlivou vinovou délkou

:




UV — VIS detektor
s diodovym polem

duterium
lamp
~~  mirror




Fluorescencni detektor




Elektrochemicky detektor




Konduktometricky detektor
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LC-MS

HPLC




,, 1 ermospray*

MS

vapor
jet -

LN
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column :
| / £
heaters i

to vacuum




,Electrospray*

high voltage IXiECgen

from LC

\‘ : '/ to MS
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nitrogen
to vacuum
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Derivatizace

» pre-column® - pfed vlastni analyzou

* ,post-column® — za kolonou po analyze




Sum a drift detektoru

Mez detekce S/N > 2-3
Mez stanovitelnosti S/N > 10




Vyhodnoceni

» Zapisovace
* Integratory

 Integracni software + PC




Provedeni

* Analytickeé

* Preparativni




Analyza kvalitativni

Srovnani retenCnich Casu (objemu) pikii u
vzorku a standardu

spiking*“ — pridani standardu do vzoru —
29 p g p

narust vysky piku

Specificka detekce — UV-VIS, fluorescence,

MS

elektrochemicka




Analyza kvantitativni

\J
Plocha (vySka) piku

e Metoda externiho standardu
e Metoda vnitiniho standardu
* Metoda standardniho pfidavku




LC analyza
o




