Vstup pro syntézu oligonukleotidi a kontrola cistoty
Uloha do laboratorniho cvigeni — Specialni metody

pro 4. rocnik odborné chemie, jarni semestr 2007/2008

1. Historie kapalinové chromatografie

1903 - Botanik Cvet déli na sloupci sorbentu listova barviva
1952 - Nobelova cena Martin, Synge v oboru chromatografie

V té dobé se pouZivaji kolony srozmérem Castic d, = 100 - 200 pm, tok vlivem
gravitacni sily, odebirdni frakci eludtu a stanoveni obsahu délenych litek ve frakcich se déje
nejcastéji kolorimetricky

s v

Nevyhody - pracnost, zdlouhavost a malé Gi¢innost
V té dob¢ se také rozviji plynova chromatografie (GC), jak v technice tak i v teorii.

Prevzeti poznatkl z plynové chromatografie a uplatnéni soucasného stavu piistrojové
techniky znamenaly revolu¢ni zménu, jejiz pocatek se klade do konce let Sedesatych a zacatku
sedmdesétych:

- tc¢innost kolon se zvySuje zmenSenim ¢4stic aZ po nejéastéji i dnes uzivané 7 - 10 um,
soucasny trend jde aZ na 1.5 um, rozméry se imérné zmensuji na nejobvyklejsi 4mm x 150 -
250 mm pro konvenc¢ni chromatografii, 0,5mm x 60 mm pro pikochromatografii.

- vyvojem prosla ¢erpadla na dopravu mobilni faze pod tlakem skrze kolony, naplnéné
malymi ¢asticemi s rostoucim odporem proti toku mobiln{ faze

- konstrukce detektori umoznuje citlivé sledovani zmén fyzikdlnich vlastnosti v toku
mobilni faze, vyvolanych pfitomnosti eluovanych latek

(napt. spektrofotometricky UV-VIS detektor pro konvenéni chromatografii s objemem optické cely 4 ul
méi{ absorpci svétla, v modernim provedeni s diodovym mostem (PDA) umoZiiuje analyzovat
spektrofotometricky pravé eluovanou latku,

elektrochemické detektory zaznamendvaji elektrochemickou redukovatelnost roztoku nebo zménu
vodivosti prosttedi, maji zabudovana ¢idla pfimo v kapilate, kterou proudi mobilni fize.)

V soucasné dobé& se bez kapalinové kolonové chromatografie provozované pod tlakem
(HPLC, jinak téZ vysokoiicinné kapalinové chromatografie) neobejde Zadna laboratot. HPLC
si stdle udrZzuje svlj vyznam — umoZznuje analyzovat prakticky veskeré organické latky v
mnoZzstvich od desitek procent do 0,00001 % a v rozpéti relativnich molekulovych hmotnosti
od stovek u iontl aZ po nékolik set tisic u makromolekul az ¢astic.



2. Zakladni schéma kapalinového chromatografu

Pozadavky na chromatografické zaiizeni:
a) umoznit pravidelny a konstantni tok mobilni faze stacionarni fazi

b) zajistit kvantitativni a Casové co nejkrat$i naddvkovdni analyzované smési na
staciondrni fazi

¢) vytvorit podminky k co nejvétSimu poctu opakovdni sorpcnich a desorpcnich
procesii jako vysledku vzajemnych vztahli mezi staciondrni fazi, molekulami slozek mobilni
faze a molekulami solutd v analyzované smési.

d) uskuteCnit priubéiné méreni a zaznamenavani zmeén urcitych vlastnosti tekouci
mobilni faze, které jsou vysledkem piitomnosti separovanych latek

e) byt schopné selektivné uvedené zmeény analyzovat a kvantifikovat

Na splnéni téchto pozadavkid jsou konstruovdany nebo operdtorem voleny jednotlivé
¢asti chromatografického zatizeni.

1) zéasobnik mobilni faze a cerpadlo,

2) Cerpadlo,

3) méfic tlaku a pretlakovy regulator,

4) ptedkolona,

5) spojka,

6) picka (moznost termostatovani kolonového prostoru),
7) davkovaci kohout se smyckou,

8) kolona,

9) detektor (UV-VIS, PDA, elektrochemicky),

10) zafizeni pro zdznam a zpracovani dat,

a :




3. Provedeni HPLC chromatografického stanoveni

3.1 Ukoly cviceni :
e stanoveni mrtvého objemu V) kolony pomoci neinteragujici latky (thiomocovina),

e testovani kolony — analyzou testovaci smési urcit zdkladni parametry kolony,

e separace a identifikace tfi izomerti guanosinmonofosfitu v jejich smési metodou
HPLC v chromatografické soustavé s obracenou polaritou fazi (tzv. reverse phase HPLC),
vypocet chromatografického rozlisent,

e stanoveni piimési (necistoty) ve vzorku guanosin 5’-monofosfitu metodou
standardniho piidavku.

3.2 Experimentalni podminky:

3.2.1 Chromatograf jako stavebnice, sloZena z ¢asti

HPLC systém 10 AVP fy SHIMADZU:

- odplynova¢ GT-154,

- systémova fidici jednotka SCL-10AVP,

- pumpa LC-10AVP na dopravu mobilni faze pod tlakem,

- picka CTO-10ASVP s davkovacim kohoutem Rheodyne 7120 a ddvkovaci smyckou
20 pl na injektovani vzorku na kolonu,

- fotometricky detektor s diodovym polem detektor SPD-M10AVP,
fidici software Class-VP 5.02),

- chromatograficka kolona rozmérit 250 x 4 mm plnéna sorbentem Silasorb C-18,
zrnéni 5 pm (silikagel s chemicky vdzanou oktadecylovou skupinou)

- injek¢n{ stitkacka se specidln€ upravenou jehlou pro davkovani vzorkt
- ultrazvukova lazen

- odmérné banky a dalsi bézné laboratorni zatizeni

3.2.2 Chemikalie:

e mobilni faze: 25 mM fosfatovy pufr, pH 7.0

e zdasobni roztoky: guanosin 5’-monofostit (5°GMP)
guanosin 3’-monofosfat (3’GMP)
guanosin 2’-monofosfat (2’GMP)



3.3 Priprava chromatografu

3.3.1 Piiprava mobilni faze

Mobilni fdze musi byt cird, bez zdkalu a mechanickych necistot.

Opominuti tohoto kroku zpiisobi, Ze pod tlakem pistu v cerpadle se vzduch uvolni a bubliny
narusi kontinuitu toku mobilni fdze. Pozorujte proto bedlive, zda ve vytokové kapildre z detektoru
nejdou bubliny. Pokud jsou pritomny je zdznam detektoru bezcenny.

Mobilni faze se predem filtruje na specidlnim zaftizeni ptes filtr definovanych dimenzi
pért.

K odvzdu$néni mobilni faze slouZi odplyfiovac. Obsahuje-li mobilni faze vysoky podil
takovych organickych rozpoustédel, kterd snadno rozpoustéji vzduch (napf. metanol), je tfeba
mobilni f4zi ptedem odvzdusnit v ultrazvukové lazni.

Zasadou postupu pfed napojenim toku mobilni fize na kolonu je zbavit vedeni
v kapilafe vzduchu.

Na panelu Cerpadla, nebo softwarove, se nastavi prutok mobilni fdze ptes kolonu na
hodnotu 0,20 ml/min.

3.3.2 Ekvilibrace kolony

Spusti se ¢erpadlo stiskem piislusné ikony ovladaciho softwaru nebo tlacitka ,,PUMP*
na Cerpadle, asi po 10 min ekvilibrace kolony se priitok pfepne na hodnotu 0,50 ml/min.
Davkovani vzorku a méfeni je moZno zahdjit po ustaleni tlaku, zpravidla asi za ptl hodiny.

3.3.3 Sbér dat

Sbér dat se provede dle ndvodu vedouciho cviceni.

3.3.4 Davkovani vzorku davkovacim kohoutem

Pfed zahdjenim vlastntho méteni se doporucuje nekolikrat nastifknout do ddvkovaciho
kohoutu destilovanou vodu nebo mobilni fazi.

Vzorek davkovany na kolonu musi byt ¢iry, ¢astice nebo zakal mohou nevratné
znehodnotit kolonu.

Vzorky obsahujici rozpusténé plyny (napf. metanolické roztoky) je tieba pted
nastiikem dikladné odvzdusnit v ultrazvukové lazni.

Naplneni smycky ddavkovace

Pii plnéni ddvkovaci smycky o objemu 20 pl se packa ddvkovafe piepne do
pohotovostni horni polohy, do ddvkovaciho otvoru se jemné zasune jehla injekéni stifkacky
(nezasouvat ndsilim na doraz) a tlakem na pist injek¢nf stifkacky se naplni davkovaci smycka
davkovace (na konci odpadni kapildary odkapne 3-5 kapek).

Ndstrik vzorku na kolonu

Jehla se vytdhne a packa se piepne do pravé spodni polohy. Tim se uvnitf ddvkovace
prepne smér toku mobilni faze tak, Ze prochazi smyckou.

3.4 Provedeni analyzy

3.4.1 Stanoveni mrtvého objemu kolony

Nastitknutim l4tky, kterd neni zadrZzovand sorbentem, se stanovi tzv. mrtvy cas ty, tj.
doba, za kterou kolonou projde liatka zcela inertni vic¢i sorbentu. Pfi znalosti pritokové



objemové rychlosti (F, ml/min), lze vypocitat Vyy mrtvy objem kolony. Odecteme Cas ty a s
pouzitim udaje F se vypocte mrtvy objem kolony Vy

3.4.2 Testovani kolony

Pted pouzitim kolony pro chromatografickou analyzu, at’ v rutinni analytice v primyslu
nebo i ve védeckém vyzkumu, se doporucuje testovéani kolony.

Pti testovdni se nezajimdme o schopnost kolony separovat a rozliSit urCitou smés
solutli, ani o to, pro¢ piky nékterych solutd se vice rozmyvaji neZ jiné. Toto hodnoceni
vychdzi z termodynamického aspektu separaniho procesu a tyto parametry lze ovlivnit
zmeénou bud’ sloZeni jen mobilni nebo jen stacionarni faze nebo obou najednou.

Od testovani kolony ocekdvdme jeji charakteristiku z hlediska transportni funkce,
z hledisek kinetiky distribucniho procesu mezi stacionarni a mobilni fazi. Postup testovani ma
byt univerzdlni, parametry kolony se maji porovndvat s urCitym standardem, ktery mé byt
volen tak, aby bylo moZzné ho pouzit na kolony, aniZ by byl ovlivnén jejich rozmérem,
druhem solutu a pouzitou mobiln{ fazi.

Pro testovdni se voli standardni vzorek — testovaci smés - jejiz slozky se chovaji idedlné
z hledisek termodynamiky procesu, maji symetrické piky. Jsou to smési jednoduchych
organickych latek - ve cviceni bude analyzovéana testovaci smés aceton, benzen, toluen.

Testovani provadi i vyrobci kolon a atest je ke koloné pfiloZen, obsahuje tdaje: typ
kolony, vyrobni SarZe, sloZeni testovaci smési, objem ddvkovaného vzorku, sloZeni mobilni
faze, objemova pratokova rychlost mobilni faze ml/min, zpusob detekce (A a rozsah méfeni
AU) a vzorovy chromatogram.

Provedeni pokusu

Pfipravime testovaci sm¢s, obsahujici 4 ml acetonu, 1 ml benzenu a 1 ml toluenu
v 44 ml methanolu

Na kolonu nadavkujeme 10 pl testovaci smési a zaznamendme chromatogram, analyzu
poté zopakujeme.

Z chromatogramti vyhodnotime tdaje (pro kazdy pik) - dr a Yos. Srovndme hodnotu n
(pocet teoretickych pater), H (vysku ekvivalentu teoretického patra) a redukované veliCiny
(h=H/dp) vypoctenou na zdkladé t&chto hodnot a hodnoty vypoctené softwarem.

3.4.3 Stanoveni reten¢nich ¢asu pro analyzované soluty

a) ptipravime pracovni roztoky méfenych standardll izomerti guanosinmonofosfatu,

b) provedeme dva nastiiky kaZdého z téchto roztokt na kolonu.

3.4.4 Analyza smési izomeri guanosinmonofosfatu

a) nastiikneme vzorek smési a provedeme analyzu, néstfik opakujeme dvakrat.

3.4.5 Stanoveni obsahu necdistoty ve vzorku 5’GMT

a) pfipravime si pracovni roztok vzorku guanosin 5’-monofosfatu dle pokynu
vedouciho cviceni,

b) tento pracovni roztok nastiikneme a zanalyzujeme,

¢) k pracovnimu roztoku ptidime dvakrat standardni piidavek identifikované necistoty
a proméiime,



d) kaZzdou analyzu provedeme 2x.



3.5 Vyhodnoceni:
a) vypocitdme mrtvy objem kolony Vy

b) pro vSechny piky v testovaci smési stanovime jejich Sitku Y5 v poloviné vysky v
mm, z hodnot jejich tg a Yos vypocitime pocet pater N, pfepocteme na vySku
teoretického patra a ziskdme udaj pro hodnoceni ti¢innosti kolony

¢) stanovime retencni objemy separovanych standardll izomerti guanosinmonofosfatu

d) stanovime kapacitni poméry k separovanych latek jako reten¢ni charakteristiku,
slouzici k porovnavani chromatogramt pti zméné experimentalnich podminek (zména
sloZeni mobilni faze aj.)

e) dle meéfeni standardd (retencni casy, spektra) provedeme identifikaci latek v
analyzované smési izomert guanosinmonofosfatu.

f) identifikujeme necistotu ve vzorku guanosin 5’-monofosfatu.
g) pro piky v chromatogramu smési izomerQ stanovime chromatografické rozliseni.

h) ze sady chromatogramti méfeni standardniho ptidavku urc¢ime obsah necistoty ve
vzorku guanosin 5’-monofosfatu.



Vyhodnoceni chromatografického zaznamu

tr2
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Charakteristickou velic¢inou pro kazdou chromatografovanou latku je elucni (retencni
objem) Vg. Existuje vztah mezi elucni dobou tg, kterd uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni
maxima elu¢ni kiivky a elu¢nim (retencnim) objemem, tj. objemem mobilni faze, ktery za tu
dobu protece =>

kde Fy, je objem mobilni faze, proteklé kolonou za jednotku Casu (objemova rychlost
toku ml/min).

Elu¢ni cas t) odeCteme na vytiSténém chromatogramu, eventuelné jej lze ziskat ze
zédznamu zapisovace prepoctem z hodnot vzddlenosti dg maxima piku od linie néstfiku (v
mm) s pouZitim ddaje o posunu papiru s (v mm/min). Hodnota elu¢niho ¢asu je v minutach.
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Elu¢ni objem Vy je souc¢tem dvou objemovych veli¢in
VR = VR +VM

kde Vyu je mrtvy objem a “Vy je redukovany elu¢ni objem.

Pro hodnoceni rozdilii v retencich latek se Casto pouzivd pojmu retenéni pomeér ry;.
Jeho hodnota se pocita z poméru redukovanych reten¢nich objemt

VRZ

N, =-
Vi




V literatuie se retence latek, zvlasté pii optimalizaci podminek a hodnoceni trenda
zmén retence, ¢asto vyjadiuji pojmem kapacitni pomeér k.

Ten je definovan

Je vyjadfovan jako pomér celkového mnozstvi separované latky ve staciondrni fazi k
jejimu celkovému mnozstvi ve fazi mobilni
|4
k=Kp-—5
| %4
M

Kp je distribu¢ni konstanta, Vg objem stacionarni faze, Vyy mrtvy objem.

Zékladnim udajem o rozmyvani sloZek vzorku pfi transportu kolonou (které se
projevuje Sitkou piku) je pocet teoretickych pater kolony n. Tento tdaj slouzi k hodnoceni
ucinnosti kolony podobné jako odvozend veliina vyskovy ekvivalent teoretického patra H.

Pocet teoretickych pater se zjisti experimentalné dosazenim naméfenych parametr do vztahu

2 2
d t
=5,545 —Rj =5,545 [ = J
n X[Y X Y
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kde Y5 je Sitka piku v poloviné vysky v mm, dr vzdilenost maxima piku od linie

ndstfiku v mm, tg je eluéni ¢as v sekunddch a Y5 je Sitka piku v poloviné vysky vyjadiena
také v ¢asovych jednotkdch (sekundy).

Vyskovy ekvivalent vyskového patra H (v mm) se vypocitd z délky kolony (v pokusu
150mm) a vypocteného poctu pater n

H=Z
n

Pro hodnocenti, jak jsou piky od sebe oddé€leny, se pouziva veli€iny rozliseni. RozliSeni
R;, se vypocitd z rozdilu elucnich objemi separovanych latek 1 a 2, a hodnot Sifek obou
elucnich kiivek v polovicni vysce

1,2 =

Yosa) +Yo.s02)

Z hodnoty R, Ize odhadnout miru piekryvani sousedicich pikt, pii hodnoté R=1 jsou
piky piekryty z 2% plochy, dokonale oddéleny jsou pii hodnoté > 1,5
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