MINIATURIZACE
&
AUTOMATIZACE

dva nejdalezit&jsi trendy v analytickych separagnich metodach Chromatografické: plynova chromatografie (GC, CGC)
kapalinova chromatografie (HPLC)

Separacni metody v analytické chemii

Elektromigraéni: elektroforéza (CE)
izoelektricka fokusace (CIEF)
elektrochromatografie (CEC)

Vladislav Kahle

Ustav analytické chemie AV CR
Vevefi 97, 61142 Brno

Priklady separaci (GC, LC, CE)

Instrumentace
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Vysokol €inna kapalinova chromatografie PEGs Kapilarni elektroforéza DNA

Kritéria vykonnosti:
Celkova doba analyzy

a jejf zkraceni pOI’T]OCi automatizace a miniaturizace preparativni metody: vykon =mit (hmotnost za jednotku asu)

Doba gredk®znych operaci Doba vlastni separace
(ptiprava vzorku, davkovani, analytické metody: MNOZstvi analytické informace

kondicionovani kolony.....) iednotk “
Za jednotku casu

AUTO MAT'ZACE M | N |ATU RIZACE Jeden nebo vice pik G? - fingerprint — koncentrace hledanych latek ve vzork u
vykon = N/t (pocet teoretickych pater za jednotku Zasu)
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H — vyska teoretického patra
o — standardni odchylka

02 — variance Gaussovy kfivky
L — délka kolony Fig. 2. Gaussian zone formed by dissipative transport

Vysoka Gcinnost = vysoky pocet teoretickych pater (N) = malé rozmyvani zén

N = L/H = (L/o)>

Jak m GZe ovlivnit miniaturizace U éinnost kolony?

CE — teoreticky limit maximalni G¢innosti:  Einstein 02 = 2 Dt
D — difuzni koeficient, t — ¢as
zadame vysoky vykon (N/t) — zvySeni rychlosti pomoci vysokych hodnot E (U/L) [V/cm]
to v8ak vede k vy§Simu proudu a nutnosti dissipace Jouleova tepla
Kriticky je pramér kolony — pouzivaji se kiemenné kolony o vnitfnim priméru 25 — 75 ym
Lze miniaturizovat i délku — uziva se u fluidnich mikrocipt

CGC — Golay H = 2D/U + dZU/D u — rychlost, d — vnitfni pramér kolony

na separaci se podstatné podili i pohyb molekul kolmy k ose kolony (rozdélovaci rovnovéha)
ucinnost silné ovlivilovana vnitfnim pramérem kolony zvlasté pfi vy$Sich rychlostech

pro vysoky vykon (N/t) se pouzivaji kfemenné kolony o vnitfnim prdméru ~200um

dalsi zmenSeni pruméru (a snizeni tloustky filmu stacionarni faze) vede pfi vy$Sich rychlostech
k podstatnému zvyseni N/t

HPLC - vanpeemer H = A + B/u + Cu (C = dZ/D)

A, B, C — konstanty, u — rychlost, d — primér ¢astic sorbentu

na separaci se podstatné podili i pohyb molekul kolmy k ose kolony (rozdélovaci rovnovaha)
ucinnost silné ovlivilovana pramérem ¢astic sorbentu zvlasté pfi vyssich rychlostech

pro vysoky vykon (N/t) se pouzivaji silikagelové sorbenty o prameéru ¢astic 3-5 ym

dal$i zmenSeni praméru ¢astic (UPLC) pfi vyuziti vy$Sich rychlosti vede k podstatnému
zvySeni N/t

Rozmeéry kolony (4 mm x 150-250 mm délka) pfitom mohou zUstat zachovany, nebo zmenseny

Mimokolonové prispévky
k rozmyti separovanych zén

O-Ztot = OZCO| + O'zex (variance: celkové, kolonova, mimokolonova)

Mimokolonové pFispévky k rozmyvani zén sniZuji G¢innost separace a tedy i jeji vykon.

Jsou zpusobeny napf. nadmérnym objemem davkovaného vzorku, rozmyvanim ve
spojovacich kapilarach (HPLC), velkym objemem detekéni cely, asovou
konstantou zaznamového zafizeni atd.

ZAVERY

* miniaturizace a automatizace jsou dva nejdilezit&jSi trendy v
analytickych separa¢nich metodach

« miniaturizace je vysledkem pochopeni procesu, ke kterym dochéazi v
prabéhu separace a jejim cilem je zvy3eni vykonu jednotlivych
separacnich technik

* automatizace umozriuje vysoce reprodukovatelné Fizeni
separacniho procesu bez potteby lidské obsluhy




