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Aplikacni rozsah chromatografie

Priblizny rozsah
M analytu

Analyzovane latky

1- 400

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

HPLC

3-10°

lonty, latky polarni I nepolarni,
nizkomolekularni | polymery

PC, TLC

100 - 2000

lonty, latky polarni i nepolarni

CE (CZE,
CEC,
MEKC)

3-10°

lonty, latky polarni I nepolarni,
nizkomolekularni | polymery







PCa TLC

¢ 1944 - Martin, Synge - PC
aminokyselin (Nobelova cena)

¢ 1952 - TLC nahrazuje PC




Instrumentace PC a TLC




Chromatograficky papir

o Nemodifikovany
+ Modifikovany - ionexy, acylace

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




TLC

¢ Vlastni priprava - sypane, nalévaneé

¢ Komercne dostupné - Silufol (Cz)
Watman




PC a TLC - mody

¢ rozdelovaci

¢ adsorpcni

¢ iONnexova

¢ hydrofobni — RP a HIC
¢ gelova permeacni




Nanaseni vzorku

¢ Pipety

¢ Kapilary




Provedeni

¢ V/zestupné
¢ Sestupné
¢ Kruhové

¢ Dvojrozmeérne




Vzestupneé




Sestupné
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Vyvijeni

vzestupné sestuprnie kruhové
vyvijeni vyvijeni  (radialni)

vYY i _1 &t




Dvojrozmerné




Provedeni

o Analyticke

¢ Preparativni




Detekce

o Fyzikalni
e UV VIS
e Fluorescence

¢ Chemicka - derivatizacce

e Specificka
e nespecificka

+ Na zaklade biologicke aktivity




Analyza kvalitativni

stred
skvrny
Rf - celo
rozpoustedla




Analyza kvantitativni

¢ Planimetrie

¢ Denzitometrie




Denzitometrie
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Denzitometrie

sienal




Preparace

¢ PC - vystrizeni'a eluce
skvrny

¢ TLC - vyskrabani a eluce
skvrny
— odsani a eluce
skvrny




Chromatografie




Kapalinova chromatografie
rozdeleni

¢ Nizkotlaka (atmosfericky tlak) — LPC
¢ Strednéetlaka (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 @ : a

Monitor i] Fraction collector
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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

¢ Sbérac frakci — programovatelny




Enzyme
activity

Vo

» Ve

Elution Volume (mL)




Instrumentace pro FPLC
a HPLC




Zarizeni pro FPLC a HPLC

Column D etector Interface

Iy Loo :
w, [y D ata station
m

' & = \I
[os ;‘E -. I— - \ y - =P,
o P\

Injectionvalve Pump
Moblle phase (eluent)




Zarizeni pro FPLC




Zarizeni pro HPLC




Zarizeni pro UPLC




UPLC x HPLC

. kratsi doba analyzy = vyS$Si pruchodnost
vzorku (vyssi produktivita)

+ snizeni nakladu = mensi spotfeba HPLC
rozpoustedel (ekologie)

e ZvysSeni separacni ucinnosti
* snizeni meze detekce - zvyseni citlivosti

« eVvice kvalitativnich informaci




UPLC x HPLC
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UPLC x HPLC

HPLC Converted to UPLC™
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Original 30 minute HPLC  Converted 5.2 minute UPLC™




Priprava mobilni faze

..|_

voda methanol voda/methanol




Priprava mobilni faze

« filtrace




Odplynéni mobilni faze

in-line membranove odplynéni

eprobublavani inertnim plynem




Pumpy




Pumpy pracujici za
konstantniho tlaku




Tlakova pumpa

gas inlet

solvent

convection
current

baffle




Pumpy pracujici za
konstantniho prutoku




Linearni davkovace

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




Pumpa jednopistova




Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova

Solvent 10




Tlumeni pulsu

PISTON
CAMS movenent FLOW/PRESSURE

PROFILE PROFILES

o . aingle piston
Tl e il

dual pistony+.,
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Tlumeni pulsu
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Gradient nizkotlaky

Solenoid valve
grenaict

¢~ A System contraller
! II
II Il___




Gradient vysokotlaky

to the injector
S
l.III Il.l




Davkovani — septum

MF
<

MF + vzorek
na kolonu




Davkovani — davkovaci ventil

Syringe Rhemdyne:
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Davkovani — davkovaci ventil

Syringe Rhemdyne:
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Davkovaci ventil — ,Load"




Davkovaci ventil — ,Inject”




Kolony pro FPLC

»
i~
5
-
.




. kovovy plast

. Porézni kovova frita

. Stacionarni faze

. Prevlecny ochranny krouzek

. Koncova hlavice

. vstup pro kapilaru se sroubem

oOoulph WN =




Predkolona




Kolony pro HPLC a UPLC




Kolony pro nano- a kapilarni HPLC




Casticovy sorbent

tvar: sféricky (bez povrchovych vad)

rozmer pro kolony:
analytické 1 -8 um
preparativni > 10 um

povrchové rozruznéni

pory e
r v’ ° "\/-\ A~
polymerni castice P
V i




I\/Ionolltlcky sorbent
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makropory: ~1500 nm; mezopoOry: < 50 nm,
mikropory < 2 nm

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

vysoké prutoky za nizkych tlaku;

velka efektivni plocha = rychla separace:
vysoke rozliSeni a vysoka kapacita




ry Me ®

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, plnéna kapilara




Perfuzni chromatografie

¢ Vyuziva meédii - , jejichz Castice (10, 20,50
Lm) maji velké pricné poéry - 600 - 800 nm. Molekuly
biopolymeru 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.




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 urcité prutokové
rychlosti. Moderni HPLC a FPLC systemy mohou
zajistit podminky perfuze. pouze u malych
analytickych POROS kolon (4.6 x 100 mm, objem 1.7
ml, pfi pratokové rychlosti kolem 10 ml.min-1).

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

RozliSeni je vysoké, nezavisi na prutokové
rychlosti.

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




Perfuzni chromatografie - princip

F

T » ] [

10 i3 0 . 2 3
Time ( min) Time ( min)
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.D.; 20
mM 2<[N-morpholinojethanesulfonic acid buffer, pH 6.0; detection at 280 nm. (a) | ml/min, |5-min
gradient to 0.5 M NaCl: (b) 5 ml/min; 3-min gradient 10 0.5 M NaCl.




UPLC stacionarni faze Waters

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

ACQUITY UPLC™ BEH C8

~__ ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18

ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl




Chipova chromatografie
struktury vyleptane do kiemikove (S1) desticky

doprava MF: pumpa, odstrediva sila, el. staticky

vyhody: rychlost analyzy, velikost,
mala spotieba vzorku (<nl !)

nevyhody: prace s malymi objemy
(povr. nap¢ti, elektrostaticke interakce)




Chipova chromatografie Agilent

Electric
contact "

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




Detektory




Detektory

RI UV-VIS IR FLD CONDUCT | CORONA ELSD

typ detektoru nedestruktivni | nedestruktivni {nedestruktivni| nedestruktivni nedestruktivni| destruktivni | destruktivni

odezva univerzalni selektivni | selektival |  selektivni selektivni | selektivai | univerzalni

b intenzita elektricky
merena velicina index lomu absorbance | absorbance vodivost y

rozptyl svétla
fluorescence proud P

typicka citlivost (hmotnost/m) g pg ng

linearni rozsah 10t 10° 10°

zavislost odezvy na pritoku ano

vysoka (104 jed. ind.

teplotni zavislost b

vysoka

gradientova eluce ne ano (Castecne)




Refraktometricky detektor

index lomu

sum 107
dyn. rozsah 104
citlivost 107 g/ml




Refraktometricky detektor

cample cell

incicoent

reference cgll




Refraktometricky detektor

Waters design

light source

flow cell




Refraktometricky detektor

Varian design I flow I
call
b
o X /
4 -f b

- control

‘—/' light source

2 ,@ . ﬁ detector
%;% adjustment
)




,Light scattering” detektor

Rozptyl

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




,Light scattering” detektor

Calumn

Effluent

Nebulizer
Pressure Relief

Nitrogen Gas
Nebulizer
Heated
Drift Tube

sample __
Oroplets

Laser
Light Saurce

Phatodetector




UV — VIS detektor
detekcni cela

Absorbance

sum 104
dyn. rozsah 104
citlivost 1019 g/ml




UV — VIS detektor
detekcni cela




UV — VIS detektor
S fixni vinovou déelkou




UV — VIS detektor
s promenlivou vinovou délkou

reference

duterum hearm photo diode

Iamp lllﬂ.'EfI

mimor

\

comparaor

graiir& sample
cell
photo diode

amplifier




UV — VIS detektor
s diodovym polem

duterium
lamp
~y mirrar

\ amplifier

sample diode
cell alTay

gratir&-




Fluorescencni detektor

Fluorescence

citlivost 102 g/ml




Fluorescencni detektor

Mnnnchrc];p_a_t_um

B §




Elektrochemicky detektor

elektricky proud

citlivost 102 g/ml




Elektrochemicky detektor

Working _ Reference
elaectrode alectrode

Counter
electrode




Konduktometricky detektor

Vodivost

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




Konduktometricky detektor




erosolovy detektor nabitych Castic
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LC-MS

polet ionty

citlivost 1013 g/ml







,Electrospray”

nitrogen

high voltage

nitrogen

to vacuum




lonizace




lon Trap




Kvadrupol




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 V 4

¢ zvyseni rozliseni nebo umozneéni
o)
separace vubec

¢ zamezeni nezadouci sorpce latek na
koloné




Pozadavky na derivaty
¢ chemickeé individuum

¢ stabilni

¢ reakce kvantitativni, rychla, selektivni bez
vedlejsich produktu za mirnych reaké&nich
podminek (pH, teplota)

¢ Cinidlo musi byt dobre separovatelné od
svych produktt na koloné jiné fyzikalné-
chemickevlastnosti




Derivatizace

e ,pre-column" - pred vlastni
analyzou

¢ ,post-column™ - za kolonou po
analyze




Derivatizace

1 - derivatizacni pumpa derivatizacniho reagentu
2 - postkolonovy systém

3 - smésovaci komiirka (mixér)

4 - chromatograficka kolona

5 - smér toku mobilni faze

6 - derivatizacni reaktor (smycka)

7 - smér toku Zinidla (efluentu) k detektoru

Jednostupnova postkolona derivatizace




Vyhodnoceni

¢ Zapisovace
+ Integratory

¢ Integracni software + PC




Zjisténi plochy piku
u zapisovacu vazenim




Zjisténi plochy piku
u zapisovacu planimetrem




Zjisténi plochy piku
U zapisovacu vypoctem

plocha = zakladna x vyska




Integrator




Provedeni

o Analyticke

¢ Preparativni




Analyza kvalitativni

+ Srovnani retenénich ¢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.

400 600

Concentration (ng/mL)




Analyza kvantitativni

¢ Metoda vnitrniho
standardu

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

¢ Metoda standardniho
pridavku

Flgure 3: Standard additions callbration plot from data In Table 1.

6000 |
| 7 =402.4x+1055

I
| r2=0.998
I

A000
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2000

4 6

Concentration added (ng/mL)




Problémy pri LC analyze

«vzZorek je rozpustén v prostredi o vyssi iontove sile nez
mobilni faze

«Spatna rozpustnost v mobilni fazi

*kanalky ve stacionarni fazi

*sedla naplni kolony
nespecifické interakce
silna retence vzorku
*pretizeni kolony

*snizit nastrik
poskozena kolona
*necistoty v koloné

*nerozdélené piky
-kanalky v koloné
-necistoty na koloné
nastrik ve dvou podilech




LC analyza




Countercurrent Chromatography

o Mobilni faze - kapalina

o Stacionarni faze -  kapalina




Countercurrent Chromatography

mobile phase  EERRGEREHE




Countercurrent Chromatography
rotacni CCC

Type-J Synchronous Planetary Motion




Countercurrent Chromatography




Countercurrent Chromatography




Plynova chromatografie

o Mobilni faze - plyn

o Stacionarni faze -  pevna faze,
kapalina




Vyhody

¢ Nizsi viskozita mobilni faze

¢ Rychlejsi difuze




Schema plynového
chromatografu

B Injectaor
F oy port

cantrollzr

Column oven

Carrier gas




Plynovy chromatograf
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Zdroj nosneho plynu

a - compressed gas cylinder

b - pressure regulator
¢ - valve

d - filter




Elektrické méreni prutoku




Nosné plyny

Plyn Vyhody Nevyhody
N, levny, nizka tepelna
bezpecna prace vodivost
H, vysoka tepelna explosivni
vodivost
He inertni drahy
Ar Inertni drahy




Priprava vzorku pro GC

¢ Plyny, kapaliny -  primo

o Pevné latky - po derivatizaci




Objemy davkovanych vzorku

¢ Plyny - 0.5 -5 ml

¢ Kapaliny - 0.1 -10 yl




Zpusoby davkovani vzorku

¢ Pres septum
¢ Ventilem

¢ Termalni desorpci




Strikackou

,,splitless*

Fubber septum
— Septum purge outlet

septum

i carrier in

——— Split outlet

Heated metal block

‘apourisation chamber

S heat source

liner

Column

4—-——cn|umn




Davkovaci strikacka




Rychlost davkovani




Zpusob davkovani

air + sample + air

—_—

solvent + air + sample + air
2




Automatické davkovace




Ventilem

column*—

| [

carrier carrier




Ventll
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Davkovani termalni desorpci




Termostatovani

Injectar
Flowy port

cantrollzr

Fecorder

Detector

Column owven




Kolony

o Naplnove - %" OD - ocel, sklo
délka 1m

¢ Kapilarni - 0.1 - 0.5 mm ID -
kfremen, ocel, sklo
délka -10 - 100 metru




Kolony

I'iEH"l'PGfUUS
L] & O kin ]

Packed with
norous layer
coated
packed

capilla




Naplnova kolona




Kapilarni kolona




Kapilarni kolona

_ Holyimide coating

=Chemically bonded stationary phase

__




Kolony

open (capillary)

. conventional




Pevneé stacionarni faze

Aktivni uhli, grafitizované uhli
- déleni plynu a lehkych uhlovodikd

Silikagel

- déleni anorganickych plynu a nizkovroucich kapalin

Molekulova sita (krystalické hlinitokifemicitany)
- déleni plynu a leh¢&ich uhlovodiku

Porézni polymery (vinylbenzenové kopolymery)
- déleni nizkomolekularnich uhlovodiku, anorganickych
plynu, alkoholu, esteru a ketonu




Kapalneé stacionarni faze

Carbowaxy (polyethylenglykoly)

Ucony (polypropylenglykoly)
- polarni stacionarni faze, s rostouci Mr klesa polarita

Polyestery (napf. polyethylenglykoladipaty)
- polarni stacionarni faze

Silikonové stacionarni faze (polysiloxany)
- Casto pouzivang, Siroky rozsah polarity




Eluce
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¢ Gradientova - zvysovani teploty — 400 °C

pr-.::gru md
femperature

Eluce
¢ Izotermalni




Eluce

(b)
(a)

a - initial temperature and fime
b - ramp {°C/min)
¢ - final hold time and temperature




Detektory

Destruktivni x  Nedestruktivni

Universalni x  Selektivni




Teplotne vodivostni detektor
TCD

¢ Universalni detektor
¢ Nedestruktivni detektor
¢ Linearni rozsah - 106

¢ Princip - zména tepelné
vodivosti eluentu




Teplotne vodivostni detektor
TCD

carrier

referance Zero
control

carrier +
sample

recorder




Teplotne vodivostni detektor
TCD



Plamenoveé ionizacni detektor
FID

¢ Specificky
¢ Destruktivni
¢ Linearni rozsah - 107

¢ Princip - ionty vznikajici
spalovanim vzorku vyvolavaji
r O
narust proudu




Plamenoveé ionizacni detektor
FID




Plamenoveé ionizacni detektor
FID




Detektor elektronového zachytu
ECD

¢ Specificky
¢ Nedestruktivni
¢ Linearni rozsah - 104

¢ Princip - interakce B- Castic se
vzorkem vyvolava pokles
proudu




Detektor elektronového zachytu
ECD




Detektor elektronového zachytu
ECD

+-—— anode purge
G —— vent

anode

53N plated surface

4—————  makeup gas
e column




GC MS
permeacni interface
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GC MS
prime spojeni

MS ionization
end of Attt

column
]
I B




GC analysa




Superkriticka fluidni

chromatografie

+ Mobilni faze - superkriticka
kapalina

o Stacionarni faze - pevna faze,

kapalina




SFC x kompromis mezi GC a
HPLC

GC + vysoka difuze - vysoka teplota
+ nizka viskozita - tekave latky

HPLC + nizka teplota - nizka difuze
+ kapacita - rychlost analyz




Superkriticka kapalina

i
temperature




Superkriticka kapalina

T

cf

31.3 729

36.5 72.5
132.5 112.5

196.6 33.3
152.0 37.5

111.8 40.7
25.9 46.9

"density in g/ml at 400 atm




Superkriticka fluidni
chromatografie

100,000

g
=
o
™
3
-
2
=)
3]
5

1.0 1.1
o, selectivity

Number of plates required to achieve a
separation with Re = 1.5 and k' =2




Superkriticka fluidni
chromatografie

prassura
transducer

solvent injection
preheater valve




Superkriticka fluidni
chromatografie




SFC analysa

time s man 120

Density gmi™’ 0.70




Superkriticka fluidni extrakce

modifier
Huids




Superkriticka fluidni extrakce

¢ Pouzivane kapaliny - CO,
- levny,
- netoxicky
- nizka kriticka teplota

¢ Pozivané modifikatory
- HCI - kyselé prostredi
- NH; - bazickeé prostredi




Superkriticka fluidni extrakce

¢ Vyhody

10-100x rychlejsi prestup hmoty

primé ovlivneni extrakcni sily ménénim hustoty

(zmeénou tlaku nebo teploty)

velkd redukce objemu extrahovadel

nektera SF-extrakcni Cinidla jsou za normalnich

podminek plyny (CO,) = jednoduché odpareni




Superkriticka fluidni extrakce
o Nevyhody

- matricove efekty — neg. vliv matric; interakce se
vzorkem i extrakcni tekutinou

- slozita instrumentace - vysokeé teploty a tlaky; prace s
plyny (restriktor)




FFF
Field Flow Fractionation




Field Flow Fractionation
princip




Field Flow Fractionation
princip

CHANNEL TOP
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Field Flow Fractionation
Instrumentace

Gﬂﬂﬁﬂ'.
[{anhrmt}

-
[~ |-G

o, 20 Channel
Injection

valve




Field Flow Fractionation
Instrumentace

Schematic of Np-Efff Channel

channel inlet

channel electrical
outlet connection

clamping plate
(Delrin)

aluminum
plate




Pouzivana pole

¢ Sedimetacni
¢ Termalni
¢ Hydraulické

¢ Elektrické




Preparativni FFF




