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Aplikacni rozsah chromatografie

Metoda

Priblizny rozsah
M. analytu

Analyzovane latky

GC

1-400

plyny, latky tékave a teplotne stabilni, po
derivatizaci | netekave, po pyrolyze i
makromolekularni

HPLC

3-10°

lonty, latky polarni i nepolarni,
nizkomolekularni i polymery

PC, TLC

100 - 2000

lonty, latky polarni i nepolarni

CE (CZE,
CEC,
MEKC)

3-10°

lonty, latky polarni i nepolarni,
nizkomolekularni | polymery
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Kapalinova chromatografie
rozdeleni

¢ Nizkotlaka (atmosfericky tlak) — LPC
¢ Stredneéetlaka (4 Mpa) - FPLC
¢ Vysokotlaka (40 Mpa) - HPLC

¢ Ultravysokotlaka (100 Mpa) - UPLC



Kapalinova chromatografie
vyuziti
¢ LPC - preparativni
¢ FPLC - semipreparativni a analyticka

¢ HPLC - analyticka

¢ UPLC - analyticka



Kapalinova chromatografie
doba trvani

¢ LPC - hodiny
¢ FPLC - desitky minut
¢ HPLC - minuty

¢ UPLC - sekundy



Zarizeni pro LPC

Column

1




Zarizeni pro LPC
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Zarizeni pro LPC




Zarizeni pro LPC




Instrumentace pro LPC

¢ Pumpa - peristalticka nebo gravitace

¢ Gradient - misic¢ gradientu

o Davkovani - primo pumpou na

kolonu

¢ Kolony - sklenéné

o Detekce - spektrofotometricka 254,
280 nm

¢ Vyhodnocovani — zapisovac

¢ Sberac frakci — programovatelny
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Instrumentace pro FPLC
a HPLC



Zarizeni pro FPLC a HPLC
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Zarizeni pro FPLC




Zarizeni pro HPLC
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rizeni pro UPLC




UPLC x HPLC

krat$i doba analyzy = vy$&i pruchodnost
vzorku (vy$si produktivita)

snizeni nakladu = mensi spotfeba HPLC
rozpoustedel (ekologie)

Zvyseni separacni ucinnosti
snizeni meze detekce - zvyseni citlivosti

evice kvalitativnich informaci



UPLC x HPLC
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UPLC x HPLC

HPLC Converted to UPLC™

-
) 16 5.2
Minutes

Original 30 minute HPLC  Converted 5.2 minute UPLC™




Priprava mobilni faze

voda methanol voda/methanol




Priprava mobilni faze

e filtrace



Odplyneni mobilni faze

*in-line membranove odplyneéni

eprobublavani inertnim plynem






Pumpy pracujici za
konstantniho tlaku



Tlakova pumpa

gas inlet

solvant

convechon
current

baffle




Pumpy pracujici za
konstantniho prutoku



Linearni davkovace

to column
—

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




Pumpa jednopistova




Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova
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Tlumeni pulsu
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Tlumeni pulsu
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Gradient nizkotlaky
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Gradient vysokotlaky
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Davkovani — septum

MF
<

MF + vzorek
na kolonu




Davkovani — davkovaci ventil
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Davkovani — davkovaci ventil

Syringe F&hemdyni
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Davkovaci ventil — ,Load"”




Davkovaci ventil — ,Inject”




Kolony pro FPLC
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Kolona

. kovovy plast

. Porézni kovova frita

. Stacionarni faze

. Prevlecny ochranny krouzek

. Koncova hlavice

. vstup pro kapilaru se sroubem



Predkolona




Kolony pro HPLC a UPLC




Kolony pro nano- a kapilarni HPLC




Casticovy sorbent

tvar: sfericky (bez povrchovych vad)
rozmér pro kolony: Rl

analyticke 1 -8 pm
preparativni > 10 pm g
Sl
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Monolltlcky sorbent
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makrop(’)ry. ~1500 nm; mezopory: < 50 nm,

mikropory < 2 nm

porovitost monoliticke stacionarni faze az 85 %;
oproti ¢asticove s porovitosti max 60 %

vysoké prutoky za nizkych tlakii;
velka efektivni plocha = rychla separace:
vysoke rozliSeni a vysokd kapacita
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monomer + polymeracni €inidlo + porogen
ML-SF na bazi siliky

tetramethoxysilan (TMOS)

tetracthoxysilan (TEOS) +  kyselina octova + polyethylenglykol
(PEG)

ML-SF na bazi organickych materiali

styren-divinylbenzen (S-DVB) 1zooktan
metakrylaty tetrahydrofuran
vinyl-derivaty (vinylpyrrolidon, vinylacetat) dekanol

nevyhoda: obtizna vyroba

provedeni: disk, trubiCka, pln€éna kapilara




Perfuzni chromatografie

¢ VyuzZiva médii - , jejichz Castice (10, 20,50
um) maji velké pricné pory - 600 - 800 nm. Molekuly
biopolymert unasené mobilni

faze se temito pory lehce dostavaji do nitra Castic. Pricné
pory jsou navic vzajemne propojeny kratkymi “difuznimi”
pory - 50 — 150 nm. Vytvari se tak sitova struktura
s rozsahlym vnitrnim prostorem pro interakci nosice
s biopolymerem.
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Perfuzni chromatografie - princip

A. Conventional soft-gel media (diffusion) B. POROS media (perfusion)

Fig. 6. Sample penetration into the center of media

Prutokem mobilni faze vytvari napfi¢ kazdou castici
media rozdil tlaku, ktery indukuje

. Biomakromolekuly ve vzorku
se tak dostavaji do kontaktu jak s povrchem castic, tak
| s vazebnymi misty v jejich nitru.



Perfuzni chromatografie

K efektu perfuze dochazi jen pfi urdité prutokoveé
rychlosti. Moderni HPLC a FPLC systémy mohou
zajistit podminky perfuze. pouze u malych
analytickych POROS kolon (4.6 x 100 mm, objem 1.7
ml, pfi prltokoveé rychlosti kolem 10 ml.min-1).

+ Vyhody ve srovnani s chromatografii konvencni:
Kapacita je vysoka, nezavisi na prutokové
rychlosti.

RozliSeni je vysoké, nezavisi na prutokove
rychlosti.

Rychlost separace je obvykle 10 - 100x vetsi
nez u konvencnich medii, radoveé se pohybuje
v minutach.



Perfuzni chromatografie - princip
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Fig. 14. Separation of model proteins on POROS S/M; 75 ug load of a protein mixture containing
chymotrypsin (1), cytochrome ¢ (2), and lysozyme (3); detection at 280 nm: column, 100 x 4.6 mm 1.1D.: 20
mM 2-[N-morphelinojethanesulfonic acid buffer, pH 6.0; detection at 280 nm. (a) 1 mljmin, |5-min
gradient to 0.5 M NaCl; (b) 5 ml/min; 3-min gradient 10 0.5 M NaClL
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UPLC stacionarni faze Waters

technologie "Hybrid (Silicon-Carbon) Particle Technology"
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UPLC stacionarni faze Waters

T ACQUITY UPLC™ BEH C18

ACQUITY UPLC™ BEH C8

ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl




Chipova chromatografie
struktury vyleptan¢ do kremikove (S1) destiCky

doprava MF: pumpa, odstrediva sila, el. staticky

vyhody: rychlost analyzy, velikost,
mala spotreba vzorku (< nl!)
nevyhody: prace s malymi objemy
(povr. napéti, elektrostaticke interakce)



Chipova chromatografie Agilent

Electric
contact =

Inert Integrated Integrated Integrated Built-in
polyimide Sprayer-tip Nano LC Enrichment Microfilter
Column Column







Detektory

UV-VIS

IR

FLD

ECD

CONDUCT

CORONA

ELSD

typ detektoru

nedestruktivni

nedestruktivni

nedestruktivni|

nedestruktivni

destruktivni

nedestruktivni

destruktivni

destruktivni

odezva

univerzalni

selektivni

selektivni

selektivni

selektivni

selektivni

selektivni

univerzalni

merena velicina

index lomu

absorbance

absorbance

intenzita
fluorescence

elektricky
proud

vodivost

elektricky
proud

rozptyl svatla

typicka citlivost (hmotnost/ml)

Mg

Pg

P9

ng

linearni rozsah

10t

10°

10°

10°

zavislost odezvy na pritoku

dno

teplotni zavislost

vysokd (10% jed. ind.
lomu)

vysoka

gradientova eluce

ne

ano (Castecne)




Refraktometricky detektor

index lomu

sum 107
dyn. rozsah 104
citlivost 107 g/ml



Refraktometricky detektor
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Refraktometricky detektor

Waters design

light source

split

Flow cell




Refraktometricky detektor

Varian design

~ light source




,Light scattering” detektor

Rozptyl

sum 108
dyn. rozsah 104
citlivost 10° g/ml



,Light scattering” detektor

Column
Effluent

Nebulizer
Pressure Relief

Nitrogen Gas
Nebulizer
Heated
Drift Tube

sample __
Droplets

Lager i amplifier
Light Source

Photodetector




UV — VIS detektor
detekcni cela

Absorbance

sum 10*
dyn. rozsah 104
citlivost 1019 g/ml



UV — VIS detektor
detekcni cela




UV — VIS detektor
s fixni vinovou délkou

Phoio diode




UV — VIS detektor
s promenlivou vinovou déelkou

reference

duterium heam photo diode

Iamp S]llﬂ.’Erl

mimor

\

comparator

gratn& sample

cell
photo diode

amplifier




UV — VIS detektor
s diodovym polem

duterium
lamp
—~, mirror

\ amplifier

sample diode
cell alTay

gratir&-




Fluorescencni detektor

Fluorescence

citlivost 10 g/ml



Fluorescencni detektor




Elektrochemicky detektor

elektricky proud

citlivost 10 g/ml



Elektrochemicky detektor

Working pu Reference

electrode electrode

Counter
alactrode




Konduktometricky detektor

Vodivost

sum 103
dyn. rozsah 10°
citlivost 108 g/ml



Konduktometricky detektor
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LC-MS

polet ionty

citlivost 1013 g/ml






,Electrospray”

nitrogen

high voltage

nitrogen

to vacuum



lonizace










Sum a drift detektoru

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



Linearni rozsah detektoru

sample concentration




Derivatizace

+ zvyseni citlivosti neborumoznéni detekce
o
vubec

\4 7

¢ zvyseni rozliseni nebo umoznéni
o
separace vubec

¢ zamezeni nezadouci sorpce latek na
koloné



Pozadavky na derivaty

¢ chemickeé individuum

o stabilni

¢ 'Ed
ved

kce kvantitativni, rychla, selektivni bez
lejSich produktu za mirnych reakénich

POC

minek (pH, teplota)

¢ Cinidlo musi byt dobre separovatelné od
svych produktu na koloné jiné fyzikalné-
chemickévlastnosti



Derivatizace

¢ ,pre-column® - pred vlastni
analyzou

¢ ,post-column™ - za kolonou po
analyze



Derivatizace

1 - derivatizatni pumpa derivatizacniho reagentu
2 - postkolonowy systém

3 - smésovaci komirka (mixér)

4 - chromatograficka kolona

5 - smér toku mobilni faze

6 - derivatizacni reaktor (smycka)

7 - smér toku ginidla (efluentu) k detektoru

Jednostupnova postkolona derivatizace




Vyhodnoceni

¢ Zapisovace
¢ Integratory

¢ Integracni software + PC



Zjisténi plochy piku
U zapisovacu vazenim
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Zjisteni plochy piku
u zapisovacu planimetrem




Zjisténi plochy piku
U zapisovacu vypoctem

plocha = zakladna x vyska



Integrator




Provedeni

o Analyticke

¢ Preparativni



Analyza kvalitativni

+ Srovnani retencnich ¢asu (objemu)
7y O (o)
piku u vzorku a standardu

¢ ,Spiking" - pridani standardu do
vzoru — narust vysky piku

¢ Specificka detekce - UV-VIS,
fluorescence, elektrochemicka

o MS



Analyza kvantitativni

!
Plocha (vyska) piku



Analyza kvantitativni

¢ Metoda externiho
standardu

Figure 1: Calibration plot of response versus concentration.

v = 0.9963x + 0.8101

400 600

Concentration (ng/mL)




Analyza kvantitativni

¢ Metoda vnitrniho
standardu

Flgure 2: Internal standard callbration plot from data In Table 1.

Y =0.004037x—0.000051
Sy=0.00011,s0 y=0.004037 x
r2=0.999
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Analyza kvantitativni

¢ Metoda standardniho
pridavku

RAgure 3: Standard additlions calloration plot from data In Table 1.
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Problemy pri LC analyze

svzorek je rozpustén v prostredi o vyssi iontove sile nez
mobilni faze

Spatna rozpustnost v mobilni fazi

kanalky ve stacionarni fazi

=sedla napli kolony
nespecificke interakce
*silna retence vzorku
pretizeni kolony

*snizit nastrik
poskozena kolona
-necistoty v koloné

*nerozdeélené piky
*kanalky v koloné
*necistoty na koloné
*nastrik ve dvou podilech




LC analyza




