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Priklad HPLC systému

zasobniky mobilni faze
/
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Zasobniky mobilni faze

Nejcastéji sklenéné nadoby objemu 0,1-2,5 |,
opatifené ryskami a uzavérem z inertniho
plastu s predvrtanymi otvory pro teflonové
hadicky 1/8”.

Mobilni faze se Cerpé pres filtry odstrarujici mechanické necistoty. Velikost poru
2-20 pm.

Plastovy filtr pro biochromatografické aplikace.

Nerezovy (Hastalloy) filtr pro praci s halogenovanymi rozpoustédly. 4
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Odplvnovaci zarizeni

Membranové vakuové odplynovace.
Mobilni faze protéka semipermeabilni
hadickou umisténou ve vakuu.

l vakuum

Héliové odplynovace. Mobilni faze se
probublava heliem, které vytésni rozpusténé
plyny. Rozpustnost He v rozpoustédlech je
minimalni.

Te

0
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Odplynovani filtraci za vakua nebo ultrazvukem.
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Cerpadla mobilni faze

HPLC (UHPLC) €erpadla pumpuji mobilni fazi do systému. Umoznuji programovat
sloZzeni mobilni faze v Case pfi gradientove eluci. Pracuji pfi vysokych tlacich
(HPLC do 400 bar, UHPLC do 1000 bar).

Pistova Cerpadla: z principu pulsni tok, ktery je pomoci rdznych technickych feSeni
pfeveden na bezpulzni. Vyuzita ve vétSiné HPLC systéma.

Strfikackova Cerpadla: na bazi injekéni stfikacky. Dokonale bezpulzni tok mobilni
faze. Pro specialni HPLC a UHPLC aplikace.

Jednotky tlaku v HPLC:

1 bar ~ latm
1 bar = 14,5 psi (pound per square inch)
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Vysokotlaké pistové ¢erpadlo

Sani: pist nasava kapalinu spodnim jednocestnym ventilem, horni ventil je
uzavren.

Vytlak: pist vytlacuje kapalinu, tim se spodni ventil uzavie a horni ventil otevre.
Rychlost erpani je dana rychlosti otaceni vacky.

@ Pulsovani tlaku (pratoku).

korundova kulicka
tésnéni L
korundové luzko

vackova hfidel P'St

jednocestny ventil
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Dualni vysokotlaké pistové ¢erpadlo

Dualni ¢erpadlo pohani jeden motor. Zatimco se jedna ¢ast pini, druha vytlauje
kapalinu do systému. Vysledkem je (témérf) bezpulsni Cerpani. Jesté lepSich
vysledku je dosahovano elektronickou kontrolou pohybu pistd. NejCastéji
pouZzivané Cerpadlo, pulsace tlaku je minimalizovana.

|4

na kolonu

H T MF ze zasobnik{
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Dualni vysokotlaké pistové ¢erpadlo

Soucéasti jednocestného ventilu. Pfiklad dualniho Cerpadla
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Vysokotlaké strikackové ¢erpadlo

Cerpadlo na bazi stiikacky. Mobilni faze se nasaje do
valce, ze kterého je pak vytlaovana konstantnim pohybem
pistu. Vyhodou je absolutné bezpulzni tok, nevyhodou
omezeny objem mobilni faze (nelze doplfiovat béhem
méfeni). Zapojenim dvou stfikackovych Cerpadel Ize
provadét gradientovou eluci, nebo kontinualné dodavat
mobilni fazi (zatimco jedno Cerpa, druhé se plni a naopak).

Bézné se v HPLC a UHPLC nepouziva.

PLNENI CERPANI

10
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Gradientova eluce

11
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Gradientova eluce

Dva zpusoby miseni rozpustédel pro gradientovou eluci:

1. Nizkotlaky gradient: rozpoustédla jsou misena pfed vstupem do HPLC
Cerpadla (za nizkého tlaku).

© Staci jen 1 Cerpadlo, vysSi reprodukovatelnost tvorby gradientu
@ Vadné proporéni ventily mohou zpUsobit nepfesnosti pfi miseni rozpoustédel.

VétSi mrtvy objem systému.

2. Vysokotlaky gradient: pro kazdé rozpoustédlo je potieba samostatné HPLC
Cerpadlo, k miseni dochazi az za Cerpadly (za vysokého tlaku).

© Maly mrtvy objem, menSi zpozdéni gradientu.
® Potfeba 2 (nebo vice) ¢erpadel. NizSi reprodukovatelnost tvorby gradientu,
zvlast pfi nizkych pratocich.

12
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Nizkotlaka ¢erpadla

Nevhodna pro HPLC, mohou byt vyuzita pro pomocné ¢erpani za nizkeho tlaku,
napf. kalibrace MS detektoru.

Peristaltické ¢erpadlo

Rotor periodicky stlauje plastovou hadi¢ku a tim
vytlauje kapalinu do systému.

Nizkotlaké stfikackové €erpadlo

MF je ve stfikacce, odkud je konstantni rychlosti
vytlaGovana do systému. Bezpulsni. Vhodné pro
velmi nizké pratoky.

13

MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Davkovaci smy¢ékovy ventil pro HPLC | —

Do chromatografického systému je mozno davkovat ru¢né
(manualni davkovaci ventil) nebo pomoci automatického
davkovace (autosampleru).

VZ(IleEK ODFl’;D VZO‘REK ODF"AD
Dvé polohy davkovace: v poloze plnéni smyc€ky je propojen vstup
MF od pumpy s vystupem na kolonu pfimo, v nastfikové poloze je
propojen pres davkovaci smycku (vzorek se vyplachuje do
systému).

Davkovany objem je dan velikosti smy¢ky—jednotky az desitky ul 14
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Automatické davkovace pro HPLC

PFistroje pro automatické davkovani vzorku. Vzorky
ve vialkach jsou umistény v chlazeném prostoru.
Roboticky systém vybere pozadovanou vialku a
provede nastfik pomoci smy¢kového ventilu.

Vialky — vzorkovnice (€asto 1,5 ml) na jedno pouZziti
se Sroubovacim nebo namackavacim vickem
(nutno pouzit specialni klesté). Ve vicku je septum,
které se pfi nastfiku propichne.
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HPLC predkolony

Predkolony jsou kratké kolony
zafazovaneé tésné pred analytickou
kolonu.

Chrani kolonu tim, Ze zachytavaji
mechanické necistoty a latky, které
se ireverzibilné vazi na kolonu.

Obsahuiji stejnou stacionarni fazi
jako analyticka kolona.

16
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HPLC kolony

Kolona je trubice (kovova, sklenénd, kiemenna,
nebo plastova) obsahuijici stacionarni fazi
(naplriové nebo monoliticke).

Chromatografie  Vniténi primér kolony Priitok

Open Tubular LC <25 um <25 nL/min

Nano HPLC 25-100 pm 24-4000 nL/min

Kapilarni HPLC 100-100 pm 0.4-200 pL/min

Mikro HPLC 1.0-2.1 mm 50-1000 pL/min KOIOny jSOU UZplOJSObeny pro

Klasicka HPLC 4.0-5.0 mm 1.0 -10.0 mL/min - . - - ” . 5}
pfipojeni standardni 1/16” kapilary.

Preparativni HPLC =10 mm > 20 mL/min
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Laboratorni pIni¢ka pro nanokolony.

Kolony lze plnit v laboratofi pomoci
komeréné dodavanych pinicek.
BéZnou praxi je ale nakup
naplnénych kolon od vyrobce.

PInéni standardnich HPLC a UHPLC

kolon.

18




MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Kolonové termostaty

Teplota kolony ovliviiuje separaci analytu. Vyssi
teplota vétSinou urychli analyzu, dosahuje se vysSi
ucinnosti, ale muze se snizovat rozliSeni. Kontrolou
teploty (pouzitim kolonového termostatu) se zlepSuje
reprodukovatelnost retencnich ¢asu.

- termostaty od laboratorni teploty vySe

- termostaty pro vySSi i niZSi teploty (s Peltierovym
chlazenim)

Termoelektricky chladi¢ na bazi
Peltierova efektu

Polovodice typu p a n jsou vzajemné v
kontaktu a zapojeny sériové do
elektrickém obvodu. Z jedné strany

chladi, z druhé se odvadi teplo. 19
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Spojovaci prvky - kapilary

PEEK (polyetheretherketon) — vysoce odolny ¥ i

termoplast kompatibilni témér se vSemi

rozpoustédly v HPLC. Narusuji jej silné o

kyseliny, v CH,Cl,, DMSO a THF muze bobtnat. %\}}
Barevné kédovani vnitfnich praméru. PEEK "

Nerez — Vysok& mechanicka odolnost, vhodna
pro UHPLC.

Teflon — pouze pro nizky tlak, pouziti jako

odvod odpadu z davkovacu.

VnéjSi pramér: 1/16” (1,59 mm)

Vnitfni prmeéry: 0,005” az 0,007” (0,13-0,18 mm)

Kvalitni sefiznuti kapilar je velmi

dilezité aby se nesniZzovala

acinnost systému (mrtvé objemy).
20
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Spojovaci prvky - Sroubeni

Standardizované spojovaci prvky,

nej¢astéji z nerezu nebo PEEKuU,

vétsinou palcoveé zavity. Tvar feruli se =
liSi podle vyrobce (napf. Waters, Valco, m -
Rheodyne), pro minimalizaci mrtvych

objemu nutno pouzit doporucené ferule

a Srouby.

PEEKové Sroubeni se dotahuje rukou,
nerezove s nerezovymi ferulemi klicem.

Specializované Sroubeni pro spojovani
kapilar (spojky), déleni toku (T-kusy), in-
line filtry, pro kapilarni HPLC nebo
UHPLC...

21
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Prepinaci ventily

ROTOR STATOR
‘ |
A
'l

Ventily s univerzalnim pouzitim v
HPLC (davkovani, pfepinani kolon,
vicerozmérna HPLC apod.)

% mmw.
4 ¢ I
wii

K nepohyblivému statoru tésné pfiléha
oto¢ny rotor. Poloha rotoru vaci statoru
uréuje, které pozice jsou vzdjemné
propojené.

Mechanicky ovladané

Elektricky ovladané i (L

22
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Prepinaci dvoupozicové ventily - Sesticestny

Davkovani vzorku z externi smycky Prepinani mezi dvéma analytickymi
nej¢astéjsi aplikace kolonami

23
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Prepinaci dvoupozicové ventily - Sesticestny

Davkovani s prekoncentraci
vzorku na kolonce

Vzorek je davkovan na
prekoncentracni kolonu (Ize
davkovat velmi vysoké
objemy). Po pfepnuti ventilu
jsou zachycené analyty
vyplachovany mobilni fazi na
analytickou kolonu. Vyuziti
napr. v kapilarni HPLC pfi
analyze bilkovinnych
hydrolyzatu.

24
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Prepinaci dvoupozicové ventily - osmicestny

Prepinani kolon a sou¢asné
zavadéni referenéni mobilni
faze do detektoru

V systému jsou zafazeny dvé
kolony, separace probiha na
jedné z nich. Sou€asné se
kontinualné zavadi mobilni
faze do referenéni cely
refraktometrického detektoru.

25

Prepinaci dvoupozicové ventily - étrnacticestny

Soucasné davkovani vzorku na 3 rizné kolony

26
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Preparativni HPLC systémy

Slouzi k izolaci vétSich (gramovych)
mnozstvi latek.

Kolony béznych délek (25 cm), ale vétSich
pruméru (nékolik cm); velikost ¢astic
napiné 10 - 20 ym.

Casto se voli norméaini HPLC systémy se
silikagelem jako stacionarni fazi.

Pouzivaji se specialni Cerpadla pro vyssi
prutoky (do stovek ml/min).

Mobilni faze se voli nejen podle
chromatografickych parametru, ale i na
zakladé ceny. Vyuzivaji se zafizeni na
recyklaci mobilnich fazi.

27
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Preparativni HPLC systémy - SMBC

Kontinualni chromatografie se simulovanym pohybem stacionarni faze
(Simulated Moving Bed Chromatography, SMBC) — uspofadani nékolika
chromatografickych kolon pro u€inné preparativni separace

Laboratorni systémy Pre lové 1
(10 - 100 mi/min) rimyslové systémy

VyuZziti: Produkce cukrd, farmaceutickych a petrochemickych produktu,

chirélnich latek, peptidd atd. 28
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Kontinualni chromatoqgrafie s pohybem stacionarni faze

Imaginarni kontinualni preparativni chromatograficky systém s kolonou ve
tvaru prstence, kde se stacionarni faze pohybuje v opaéném sméru nez faze
mobilni:

<« kolona
latka s vySSi retenci (pohybuje
se spolu se SF)
v 0
solvent
€—— vzorek-smés 2 analyt(
é

—> mobilni faze .
<~ stacionarni faze WV latka s nizsf retenci

(pohybuje se spolu s MF)

N 4l

Vyhody: kontinualni proces, vysSi produktivita, volbou pratokd Ize zvysSit aéinnost

separace (zvysi se ¢as separace Vv koloné, vy3Si pocet pater)
29
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Kontinualni chromatoqgrafie se simulovanym pohybem
stacionarni faze

V praxi se pouziva SMBC,
kdy se pohyb stacionarni
faze pouze simuluje
prepinanim ventild. V sérii
je zapojeno nékolik kolon
(4-12), ¢im vice, tim se
systém vice blizi MB
chromatografii.

systém se 4 kolonami

30
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Automatické sbérace frakci

Robotické programovatelné systémy,
které sbiraji eluat do uréenych nadob
(zkumavek, vialek apod.). Programuji
se na pevne retencni ¢asy nebo
podle signalu detektoru.

31
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Zarizeni pro recyklaci mobilni faze

Opétovné vyuziti mobilni faze pfi izokratické eluci.

32
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Kapilarni a nano- HPLC systémy

Specialni ¢erpadla umoznuji
spolehlivé pracovat s pratoky do

1 wl/min. Pro nizsi pratoky je nutné
pouZzivat déli¢e toku.

Pouzivaji se velmi Uzké kiemenné
nebo PEEKoveé kapilary a spojovaci
prvky s velmi malymi vnitfnimi
objemy. Nutno dbat, aby v systému
nebyly zadné mrtvé objemy, které
maji obrovsky vliv na rozmyvani pika.

Detektory maji miniaturizované
detekéni cely, pfip. se detekuje pfimo
na kapilare za kolonou.

33

MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Déli¢e toku pro HPLC

Pokud je potfeba pracovat pfi nizsich
prutocich nez umoznuje Cerpadlo, je
nutné pouzit déli¢e toku.

Délici pomér je dan rozdilem tlakd v
obou vétvich, tj. délkou a primérem
restrikéni kapilary a tlakovym
odporem kolony.

Komeréné jsou dodavany
kalibrované délice toku se
sensory pro méfeni
nizkych pratokad

34
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Méreni nizkych pratoku

Bezkontaktni méfeni prutoku na
zakladé tepelné vodivosti.

Pro nL a uL pruatoky.

TEPLOTNi PRUTOKOVY SENZOR

TERMOCLANKY
; L I s
L ] L
TOPENI

B
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Materialy pro UHPLC

Moderni UHPLC systémy vyZaduji vysoce odolné Sroubeni, které vydrzi

vysoké tlaky a teploty (do 1500-2000 bar, 150°C) .

Materialy: ocel, pozlacena ocel, kombinace ocel-PEEK, vysoce odolny PEEK

Specialné navrzeny spojovaci material, pfedkolony a jejich drzaky,

kapilary — ocel, standardni PEEK do 500 bar, zapouzdfeny v niklu 2500 bar
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