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KONSTANTNI SLOZENT MOBILNI FAZE
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10 20 30 40 50 60

70

80



KONSTANTNI SLOZENT MOBILNI FAZE

60 % ACN
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KONSTANTNI SLOZENT MOBILNI FAZE
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CHROMATOGRAFICKA ELUCE

|zokratickd eluce Gradientovd eluce eluce
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10 20 30 40 50 60 70 80 0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0

40 % acetonitrilu 20 — 80 % acetonitrilu ve 20 min

70 minut 15 minut

Kontinudlni zména slozeni mobilni fdze. SniZeni retence vice zadrzovanych latek



CHROMATOGRAFICKA ELUCE

|zokratickd eluce Gradientovd eluce eluce
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40 % acetonitrilu 20 — 80 % acetonitrilu ve 20 min

Kontinudlni zména slozeni mobilni fdze. SniZeni retence vice zadrzovanych latek



TVORBA GRADIENTU

Solvent Solvent Solvent Solvent
A B A B
| Y
Low press.
-1 mixing
chomber\
Metering
pump
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Y pressure
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To column Y
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Solvent Salvent Programmer
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Flow controller
\---:E\High pressure
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(iii)

Propertfioning
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Nizkotlaky gradient

AzZ ¢tyfi slozky mobilni faze

= Vyssi zpozdéni gradient
= Tvorba gradientu PRED &erpadlem

Vysokotlaky gradient

= Vysokotlakd cerpadla

= Mensi zpozdéni gradientu

= Tvorba gradientu ZA Cerpadlem



VYHODY A NEVYHODY GRADIENTOVE ELUCE

Nevyhody

= Ekvilibrace kolony

= Prevod metody

= Cistota rozpoustédel
= Kompatibilita detekce

Odstranéni necistot

Vétsi rozpéti (retence) latek
Zvyseni pikové kapacity

2D-LC

Zaostteni pikU (citlivost detekce)
Velké molekuly

MS spoijeni



| TYPY GRADIENTD

Linedrni Konvexni Konkdvni
Skokové

Slozky

= 2,3,4,...

Méd

= RP, NARP, lon pair, pH, IS, IEX, NP, HILIC




| TYPY GRADIENTD

Linedrni Konvexni Konkdvni

-

Krokové

Slozky

= 2,3,4,...

Méd

= RP, NARP, lon pair, pH, IS, IEX, NP, HILIC




TRISLOZKOVE GRADIENTY

Dvé Nova-Pak C18 kolony v sérii, 4 ym (3.9 x 150 mm I.D.)

= 70 - 100% acetonitril — voda do 20 min,
= 100% acetonitril do 36 min,
= 100% acetonitril - 60% 2-propanol/acetonitril do 132 min.
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Methyl estery (Ms),
mono-, di- and
triacylglyceroly

Ln - linolenové,

L - linolové,

O - olejové,

P - palmitové,

S - stearové,

G - gadoleové
kyseliny.

1 ml/min
UV detekce 205 nm



GRADIENTY TEPLOTY

van't Hoffova rovnice . 3
Mensi citlivost na zménu

B
10gk=A+7 = AT 4-5°C~A@p1 % ACN
1.00

Tepelnd stabilita kolon (60°C)

= bidentatové kolony, ZrO, (100°C)

| \\‘\\ Pomalej$i odezva
.\‘\‘\‘ " nanolC a uLC

0.00 Instrumentace

0.0029 0.0030 0.0031 0.0032 0.0033 0.0034

0.80

0.20

" Peltierdv termostat

Spis doplnkoveé
nebo ve specifickych pripadech



ZPOZDENI GRADIENTU

—_— —

cerpadlo

mobilni faze

davkovaé

kolona detektor

Zpozdéni gradientu
(objem mobilni faze)

_ —

Vb

Teoreticky pribéh

mobilni faze

1% aceton jako mobilni faze B

Silné ovlivnéno instrumentaci
= Nutno zahrnout do optimalizace



Odezva signalu

POCATECNT KONCENTRACE
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Odezva signalu

KONCOVA KONCENTRACE
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Odezva signalu

CAS GRADIENTU
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| STRMOST GRADIENTU potit

Odezva signalu
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RETENCNT FAKTOR, SIRKA PIKU A ROZLISENI

AN

Eluéni faktor v poloviné kolony Eluéni faktor v dobé eluce
-1
k= 1.1531+ (1) ke = [2.31m?/—va + 10<mA—a>]
a
Sitka piku | | Rozlieni piko
_ 4V (1 + k,) \ R, = Ve = Vray

ST JUo

Predpoklad konstantni Sirky piku v gradientové eluci



PIKOVA KAPACITA

Maximdlni pocet piky, které Ize rozdélit v rdmci jedné analyzy

P Gradientovd eluce p_ YN (tR_,z B 1) 1
200 + AR
IG—1 N [t 1
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Wy 4 \tm (1 + ko)
100
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RETENCE V GRADIENTOVE ELUC

Retence vs. slozeni mobilni fdze

logk =logkyg—m-p=a—m- ¢

Retenéni faktor Koncentrace
v Cisté vodé (acetonitrilu)

log K

Konstanta odpovidaijici

/ sile mobilni fdze
logk =a — Sy

PacN

Llyod R. Snyder Teorie linedrni sily rozpoustédla (Linear Solvent Strength theory, LSS)

Smérnice gradientu Eluéni faktor v poloviné kolony
ekvivalent K

_ toSA@ _ VinSAgp 1 1 ta

G tG Fm T 1156, 1.15005Ag

S




| PREDIKCE RETENCE V GRADIENTOVE ELUCI

Retence vs. sloZeni mobilni fdze Pavel Jandera

log K
=)
gQ
~
I
Q
|
S
<

linedrni

PacN
Konstanty a a m Nékolik gradientd (6)

, , nelinedrni
Reverzni fdze regrese
1

Vg = l0g{2.31mB|V;10(¢ ™4 —y | + 1} + V3 + V

m:-B

Gradient Elution in Column Liquid Chromatography, Theory and Practice, P. Jandera J. Churdéek, Elsevier, 1985, str. 509,



PREDIKCE RETENCE V GRADIENTOVE ELUCI

Normdini fdze

= Nizsi viskozita mobilni faze (nizsi tlak) Staciondrni faze

= Chemicky vdzané staciondrni faze jsou N o i
silikagel, polarni skupiny

stabilnéjsi v ¢isté organice
= Lepsi rozpustnost latek v organické mobilni fazi

= Analyza vysoce hydrofobnich Idtek (neGmérné Mobilni faze

zadrzovanych v RP systému) A: hexane, heptan
= Separace pozic¢nich izomer( a stereoizomery B: dichlormethan, metyl tert-butyl ether,
= Bezproblémovd extrakce do nepoldrnich alkoholy, estery, nitrily

rozpoustédel (problém v RP)
= Separace syntetickych polymerd nerozpustnych

ve vodé
I A
k= koo™ VR = Z[0m + DB(ko Vi — VpA™) 4 Am+DyH/mt =+ Vi + Vb
Chromatografie iontové vymény —n/mD)

A
ke = ko [(m + ])V_(p Vinko + ]0(m+l)
0 G
Separace malych anorganickych iontd nebo

oligonukleotidl, nukleovych kyselin, peptidy Formdlné podobné NP systému

. o
a proteinu.
@ odpovidd moldrni koncentraci elektrolytu v mobilni fazi a parametr m stechiometrickému koeficientu vymény.



| VYSOKOMOLEKULARNI LATKY

Malé molekuly Vysokomolekuldrni latky Velikost
S \ m
] ] @
PacN PacN Pristupnost
= Pomald difoze ®
= On/off efekt
= Nizsi dynamicky rozsah eluce
= Gradientovd eluce 1
Ve = 10g{2.31mB[V); 10" ™D — v, | + 1} + Vi + V)

m-B
m = 0.48M044

J. Chromatogr. A 1167 (2007) 63-75.



Detector response, W

VYSOKOMOLEKULARNI LATKY

sordzeci-rozpoustéci chromatografie (GPEC)

- 1137
0—-609% THF v 5 min
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Retention tima, min

Naddvkovdani smési polymerd do ,,srdzeci'
mobilni fdze (metanol). Postupné zvysovani
koncentrace ,rozpoustéci mobilni fdze
(THF). Eluce podle rozpustnosti/molérni
hmotnosti.

Lze pouzit k uréeni parametri velikosti
a distribuce polymerd.

GPEC eluce v prvni
dimenzi separace
polymerd.

2nd dimension time, min

0

0 20 40 60 80 100 120 140
1st dimension time, min

J. Polym. Sci. — Polym. Chem. 38 (2000) 2767-2778., J. Sep. Sci. 25 (2002) 909-916., J. Sep. Sci. 40 (2017) doi:10.1002/jssc.201700048



VYVOJ METODY GRADIENTOVE ELUCE

Matematickd optimalizace vice parametru

(pozor na lokdlni maxima a minima!l)

Jednoparametrovd optimalizace

e o o v

Zdenék Uhli¥

= Ziskdni konstant @, m

" Vhodné kritérium optimalizace (Rozliseni, Rg) a jeho
zdvislost na vybraném parametru (strmost gradientu,
pocdateéni koncentrace, ...)

®= Nalezeni optimdlnich podminek

Dvouparametrovd optimalizace

= Synergicky efekt (tg, T nebo tg, A) —A
= Hleddni optimdlnich podminek

1
Ve = — log{2.31mB|Vy, 10 ™ —y | + 1} + Vv, + 1



VYVOJ METODY GRADIENTOVE ELUCE

Matematickd optimalizace vice parametru

(pozor na lokdlni maxima a minima!l)

Jednoparametrovd optimalizace

e o o v

= Ziskdni konstant @, m

" Vhodné kritérium optimalizace (Rozliseni, Rg) a jeho
zdAvislost na vybraném parametru (strmost gradienty,
pocdateéni koncentrace, ...)

®= Nalezeni optimdlnich podminek

Dvouparametrovd optimalizace

www.pametnik.cz

= Synergicky efekt (tg, T nebo tg, A) —A
= Hleddni optimdlnich podminek

1
Ve = — log{2.31mB|Vy, 10 ™ —y | + 1} + Vv, + 1



PREVOD METODY

ZLdkladni predpoklad

Promér
/ a délka kolony
V4 V4 d?L
M_ M _ T _ konstanta
Ve tehn tehy

Pozor na zpozdéni gradientu

"  Pouzit ,,dlouhé* rovnice

= Ddavkovat do ,,zacdtku” gradientu
(ne kazdy systém to dovoluje)

mobilni faze

Slozit

&) a4

&jsi op

timalizace

nez v izokratické eluci




PREVOD METODY

Systém 1 Systém 2
Vu Vu  dEL

= konstanta
VG tG Fm tG Fm

L — délka kolony
d. — promér kolony

_ dp — velikost &dstic
L m—

— V, — davkovany objem

F — Pritok mobilni faze
P — Pracovni tlak
N — 0&innost
t, — €as (v) gradientu



PREVOD METODY

Systém 1 Systém 2

Pritok mobilni faze Ddavkovany objem

dg(Z)) (dp(1)> iy Ly
F2 =F1' . V(Z) :V.(l). —_—
(dgu) dp(2) L l deay - L

Profil gradientu U&innost

N - M)\ (B N2=N1.<dp(1>).<ﬁ)
N TR Do)\l

Pracovni tlak

2
L, F;\ (dpw) e
b2 =P1- :
Li-F;) \dpw) - deo




A.J. Darkholme

Rise of the Morningstar



