Historie

Rusky botanik Michail S. Cvét (Tswett) — objevitel
chromatografie na prelomu 19. a 20. stol.

Déleni rostlinnych pigmentu na barevneé pasy

Sklenéna kolona naplnéna praskovym CaCO, a vymyvana
organickymi rozpoustédly
M. Tswett, Trav. Soc. Nat. Warsovie, 6 (1903) 14

DalSich mnoho védcu — prispélo k rozvoji chromatografie po
teoretické i praktické strance

A. Tiselius — 1948 Nobelova cena

A. J. P. Martin (Nobelova cena 1952) spolu s R. L. M. Syngem
- rozdélovaci chromatografie
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Princip chromatografie

n chromatografie — fyzikalni metoda
separace latek — distribuce mezi dvée
nemisitelné faze - fazi stacionarni a
mobilni v definovaném sméru

n chromatograficky proces — vysledek
opakované sorpce a desorpce

n separace — rozdil v distribu€nich
konstantach jednotlivych latek



"
Chromatografie

je separacni (délici) a souasné i analyticka metoda
(. poskytuje kvalitativni a kvantitativni informaci o vzorku).

vyuziva distribuce latek mezi dvé faze:
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou)

rizna hlediska déleni chromatografie
1. povaha mobilni faze: plynova (GC), kapalinova (LC)

2. zpUsob provedeni: kolonova (sloupcova), ploSna (planarni)

3. princip separace: rozdélovaci, adsorpcni,
lontové-vymeénna, gelova

4. pracovni provedeni: eluéni (analyticka chemie),
frontalni, vytésnovaci

5. UuCel: analyticka, preparativni (preparacni)



Oznaceni chromatografickych technik

Plynova chromatografie
GLC plynova rozdélovaci chromatografie
GSC plynova adsorpcni chromatografie

Kapalinova chromatografie

Sloupcovéa chromatografie
LLC kapalinova rozdélovaci chromatografie
LSC kapalinova adsorp¢ni chromatografie
|IEC iontové-vyménna chromatografie
GPC gelova permeacni chromatografie

Planarni chromatografie
PC papirova rozdélovaci chromatografie
TLC tenkovrstva rozdélovaci chromatografie
TLC tenkovrstva adsorpcni chromatografie




Rozsah pouzitelnosti HPLC ve srovnani s ostatnimi
separaénimi metodami

Metoda Pfiblizny rozsah | Analyzované latky
M, analytd

GC 1- 400 plyny, latky tékavé a teplotné stabilni, po
derivatizaci i netékave, po pyrolyze i
makromolekularni

HPLC 3-106 lonty, latky polarni i nepolarni,
nizkomolekularni i polymery

PC, TLC |100 - 2000 ionty, latky polarni i nepolarni

CE (CZE, |3-10° lonty, latky polarni i nepolarni,

CEC, nizkomolekularni i polymery

MEKC)




|
Separaéni mechanismy u HPLC

pri¢iny zadrzovani a déleni separovanych latek

Gelova permeacni chromatografie (GPC)

vyuziva mechanického déleni molekul analytt v pérech gelu
na zakladeé jejich rozdilné velikosti.

Rozdélovaci chromatografie (LLC)

vyuziva rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce)
molekul analytd mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami.
Adsorpcni chromatografie (LSC)

vyuZziva rozdilné adsorpce molekul analytt na povrchu tuhé
faze s aktivnimi centry.

lontové vymeénna chromatografie (IEC)

vyuziva rozdilné vymeénné adsorpce analytu (iontd) na
povrchu iontového ménice.



Schéma kapalinového chromatografu

_— CHROMATOGRAM
S.
[
@ 08
>
. , 50,6
mobilni =% |
faze retencni ¢as [min]

' M ===}
davkovaci poditad
kohout se
smyckou e

y separacni
kolona detektor

termostat



Instrumentace

n Zasobnik mobilni fAze — sklenéna nadoba,
frita

n mobilni faze — specificke slozeni (podle typu
chromatografie),

n kompatibilni s detektorem

n Netoxicke, netékavée

n inertni vUc¢i stacionarni fazi i analytiim

n nNizka viskozita

n organicka rozpoustédla a jejich smési, binarni
(ternarni) mobilni faze — organické
rozpoustédlo/vodna slozka (pufr)



Vlastnosti vybranych rozpousStédel pouzivanych v
HPLC (eluotropni fada)

Rozpoustédlo Absorpéni | Index Teplota Viskosita Parametr |  Elufnisilag’
hrana * lomu varu (mPas, 25°C) | polarity P* {ahmina)
(ain) ()
petai 100 1,358 36 0,22 0,1 0,01
hexan 190 1,372 £9 0,30 0,1 0,01
isooktan 197 1389 ] 0,47 0,1 0,01
diisopropylether 220 1,363 67,8 037 2,2 0,29
butanol 207 1,400 117 2,64 19 0,26
benzen 278 1,501 81 0,65 27 0,32
methyl tere, atylether 210 1,369 L1 027 25 0,35
diethylether 202 1353 a5 023 29 0,38
chloroform 245 1,443 &l 0,53 4,1 0,40
dichlormethan 133 1421 40 041 3.1 0,42
dioeran 215 1,420 101 1,18 4,8 0,56
aceton 330 1,356 56 0,31 5.1 0,56
ethylacetit 256 1,370 77 0,43 44 0,58
acetemitril 190 1,341 82 0,34 58 0,65
propanc] 240 1,385 97 194 40 0,82
tetrahydrofurma 212 1,405 I 0,46 40 0,82
ethanol 210 1,359 T 1,08 43 0,88
methanol 205 1326 65 0,54 5.1 0,95
octovi kyseling 230 1,370 118 1,06 6,0 vysold
voda 180 1,333 100 | 0,89 10,2 vysoki

:wmpmmmﬂammﬁm--mmmmm
Absorpéaf hrana je definovinn jako vinovi délka, pfi které rozpoudtidio zptsobuje sbsorbanci rovnou jedné v optické driize rovné 1 cm.



3 3 3 3 3 35

)

Cerpadla

vysokotlaka — kolony s velikosti ¢astic okolo 10 nm a mensSi kladou velky
odpor — k dosazeni optimalnich prutokd mobilni faze nutno vyvinout
vysoke tlaky 200 - 250 bar

1 bar = 10° Pa, 1,01972 atm, 14,5038 Psi (pound-weight per square inch)
Prutok — konstantni, reprodukovatelny a bezpulzni

nL mint kapilarni kolony

nL min'?  mikronaplfiové kolony

0,5 — 2 mL min n4plhové kolony

desitky mL min-! preparativni kolony

Pumpy — pistova Cerpadla — pro malé prutoky- bezpulzni chod

pistova dvouucinna (reciproka) ¢erpadla, jejich €innost fazové posunuta
minimalizace pulsu
eluce — isokraticka — konstantni sloZzeni mobilni faze konstantni elu¢ni
sila)
eluéni silu Ize ménit skokové
eluce gradientova

10
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Davkovaci zarizeni

n davkovaci ventily se smyckou

n nejcasteji Sesticestné ventily s vymeénitelnou
smyckou, plni se injekéni stiikackou

n objem smycCky - od desitek nanolitrd po mililitry

n Davkovani reprodukovatelne

n U kapilarnich kolon — velmi malé nastfiky
(nanolitry) — davkovace s regulovatelnou dobou
vyplachovani smycky do kolony

n Davkovace s délicem (obdoba splitovaciho
zarizeni v GC)

11
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Schéma Sesticestného ventilu

Schémn Sesticestndfo ventifu se smpdkon

3 — plnéai smyéky, b - vymyving smytky do kolony

|, 4 — pfipajeni smy&ky, 2 — pfivod mobilni faze od Eerpadla, 3 - piipojeni koloay,
3, 6 = odpad; ndsiFik v poloze 4

12



" S
Stacionarni faze v HPLC

n kolony: sklenéné, kovové, odolné vysokému tlaku

n nej¢astéji — naplfiové kolony — naplnény ¢asticemi kulovitého tvaru o
rizné velikosti (zrnéni) a porovitosti

n dulezité — pravidelny (kulovy) tvar ¢astic, jednotna velikost

n homogenni napInéni, co nejmensi mezi¢asticové prostory — 75 %
objemu kolony napinéno

n VvV pribéhu pouzivani za vysokych tlaki — sesedani napiné kolony

n Difuzivita-
plyn  0,01-1,0 cm?s~

Wi
kapalina 3,3-0,1-10% &ﬁﬁl ) 4‘;

STATIOMART

neporézni sorbenty
porézni sorbenty
perfuzni sorbenty

MHCROFELLIGULAR TOTAI LY PEROUS FERFUSION PARTIGLE
PORTICLES WICROEFHERDS

13
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3 3 3 3

Stacionarni faze v HPLC

monolitické kolony — kolona je zcela vyplnéna polymerem o definované
porovitosti organického(na bazi styrenu a divinylbenzenu, methakrylatu
aj) nebo anorganického (napf. na bazi silikagelu) plvodu — vytvofeného
nejCastéji in situ polymerizaci

monomer + porogenni slozka + iniciator polymerizace

mikropory (jednotky mm) - permeabilita kolony

mezopory (jednotky, desitky nm) - velky povrch pro interakci s analyty
5x vétSiprutoky mobilni faze nez u naplhovych kolon 5 nm — stejné tlaky

p——

vtiSténé polymery

14
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Kolony

typ 1.D. délka velikost prutok M.F.
zrnéni
kapilar.naplh. 0,1-0,5mm, 20-200cm, 3-5mm, 1-15mmint
mikronapln. 1 -2,2mm, 15— 25cm, 3-10nmm, 20— 60 m min
anal. ngpln.  3- 4,6 mm 3- 25cm 3-10mm 0,5-2mlmint
semiprepar. 8-10mm 10— 25cm 5-20mm
preparativni 20 — 50 mm 10-25cm 5-20mm

oteviené kapilary 10 mm



n

n

n

n

Detektory

Spektrofotometricke  UV/VIS, DAD
Fluorimetrické fluorescencni
Refraktometricky

Elektrochemické Amperometricky
Hmotnostni

[ &l

koncentraci

Dostatec¢né velky pomér mezi Sumem a
meérenou hodnotou

Vysoka citlivost
Mala citlivost ke zménam pratoku a tlaku

16



Soucasné trendy

n Zkracovani kolon a zmensovani velikosti ¢astic sorbentu

S

5 3 3 S

Pouzivani kolon s menSim vnitfnim pramérem, tj. mikro
a kapilarnich kolon

Komplexni miniaturizace celych separacnich systému
Automatizace analyz

Vyuziti ultravysokych tlaku v chromatografii (100 mPa)
LC-MS, LC-MS/MS

17



Separace (déleni)

probiha v separacni koloné, ktera obsahuje
stacionarni fazi (sorbent) a mobilni fazi (eluent).

Rozdilné analyty (délené
latky) maji rozdilnou afinitu
vzorek =55 ke stacionarni fazi.
I RuUzné analyty podléhaji

Coases razné distribuci

(rozdélovani) mezi

mobilni a stacionarni fazi.

Rozdilné analyty jsou
analyt rozdilné zadrZzovany a
rozdilné zpozdovany
(retardovany).

leluent

sorbent

eluat

Separaéni metody Kapalinova chromatografie

18



Druhy interakci

<::y/\/ﬁkésx?§ij>COOH <:jy”\/“\cm

07

V\O/H\% @

47

C COOH
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Retenéni veli€iny

Retencni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se
prislusny analyt dostal od pocatku ke konci separacni kolony.

Retencni Cas je celkovy €as, ktery pfislusny analyt stravi

v separacni koloné.

Mrtvy objem kolony je objem eluentu, ktery musi projit kolonou, aby se
nezadrzovany analyt dostal od po¢atku

ke konci kolony.

Mrtvy €as kolony je reten¢ni ¢as analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, tj.
analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou rychlosti jako mobilni faze.
VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny ¢as - mrtvy ¢as kolony.
Redukovany retencni €as je €as, ktery pfislusny analyt stravi ve

stacionarni fazi. tr;
=
S analyt j
<
Dt
oM, W1r2,j
o /\inert
SU Wj
© 72 .
o ¢as [min]

N

0o 2 4 6 8



Zakladni pojmy a vztahy

objem stacionarni faze V_ [mL]

objem mobilni faze V,, [mL]

objemovy pratok mobilni faze F_, [mL/min]

linearni rychlost mobilni faze u [cm/min]

retencni objem i-tého analytu Vg [mL] Vg =Ry tR;

retenCni Cas i-tého analytu tg; [min]

mrtvy objem kolony V,, [mL] VM = Fn’tm = Vi
mrtvy Cas kolony t,, [min]

redukovany retencni objem V' [mL] VRi =FntR;
redukovany retencni ¢as t'y; [min]

L
u=

Tty VRi =VRi- VM tRi =trj - tm

21



Distribuce a retence

Distribucni konstanta (rozdélovaci konstanta)
(ci)s _ (i) m
(Ci)m (ni)m VS

Retencni faktor (kapacitni faktor, kapacitni pomer)
(ni) \Y

Kpj =

k: = S :KD'X S
! (nl)m ! Vm
. = Ri~ v _ TR . = YRi~ VM _ VR,
- tm  tu VY VA

Kp,i a k; charakterizuji selektivitu,

tj. jak moc se analyty na koloné zadrzuji a zpozduiji.

22



Zakladni rovnice chromatografie

VRi =Vm tKp>Vs

plati pfedevsim pro
rozdélovaci chromatografii

VRi =Kp>Vs

_VRj

Vm +Kpi>Vs
tR,l -

Fm Fm

) _VRi _Kp,i’Vs

Fm Fm

23



Chromatografie s normalnimi a
obracenymi fazemi

24



" J
n adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze na zakladé

riizné rozpustnosti, iontova vymeéna,
biospecifické interakce a sitovy efekt

n Mimo posledniho — termodynamické rovnovahy —
chemické potencialy analyzované latky v obou
fazich stejné

m=m nf +RTIna, =nf +RTIna,
& _ e(rrf-mS)/RT =K,
Ch

realny chromatograficky systém — uplatnéni vice typu
iInterakce soucasné

25



Adsorpce

n plynova chromatografie — latky naadsorbovany
primo na povrchu adsorbentu

n kapalinova chromatografie — povrch adsorbentu
obsazen monovrstvou molekul mobilni faze —
molekuly analytu — soutéz o aktivni mista

adsorbentu

solvatovans molekula

solutu i
0 ©
’ ? |®

adsorbovany

ﬁﬁj‘;ﬂ sofut ?3 o _
NN O 010101070 [{}

astice adsorbentu

26
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Adsorpcni izotermy

n fyzikalni adsorpce — slabsi interakcni sily (disperzni, indukeni, orientacni
aj.), chemisorpce je nezadouci — prilis silna vazba analyt-adsorbent —
deformace elucnich kfivek

n adsorpcni déj popsan adsorpéni izotermou — zavislost rovnovazne
koncentrace adsorbatu (analytu) na povrchu adsorbentu a v puvodni fazi
prl Tkons

n koncentrace na povrchu — stupen pokrytiF — €. povren/Cmax povreh

n nejjednodussi model — Henryho izoterma F = kp
ide&lni plyn, monomolekularni vrstva, zcela homogenni povrch adsorbentu

n mensi idealizace —Langmuirova izoterma

konecny pocet adsorpcnich center na adsorbentu, 1 centrum = 1 molekul
adsorbatu, adsorpcni centra rovnocenna = adsorpcni teplo stejné,

nezavislé na F,
zadn4 intrakce mezi adsorbovanymi molekulami

kP _ bp . _K

2

Q:m+@p_hbﬁ K,

27
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Adsorpcni izotermy

-analyticka chemie —

davkovany male -
koncentrace analytu —
adsorpéni izotermy linearni  ®=
VvV preparativni chemii —

kfivky asymetrické

Polarni adsorbent — polarni
analyt — nepolarni mobilni
faze

(a naopak)

ohr. L)

* elp)

Schematicks pribéliy nékterpch modeloaich adsorpduich foterem

= Henry, & — Langinuir, ¢ — Temkin, & — Freundlich, e — BET, §~ anomiind, konkiv-
ni peoedermi, g - sohematicki izoterma pro chemisorpel

S&utedng smérmice oviem riviseji ma hodnothch empirckych faktord v rovideicd {1.4)
8 {1.7) & na podminkdch chemisonpee

28



Adsorbenty

nejbéznéjSi — silikagel, SiO,, vyrabén z kfemicitanu sodného
Castice pravidelné i nepravidelné, 2 — 12 nm
n Vysoce porézni - prumér pord 6 - 50 nm — zajisténi volného pruniku
analytd, vysoky mérny povrch 100 - 800 m? g,
snadné pohlcovani vody (pohlcovac vody, desikant)
mikropory < 1 — 2 nm - nezadouci efekty — ireverzibilni adsorpce a
vyluCovaci efekt
n silikagel — polarni,
silanolové (-SiOH) - dulezité — specifické interakce — vodikovéa vazba
siloxanoveé (Si-O-Si) - nezadouci — nespecificke interakce

Nevyhoda
— stabilita v rozsahu pH 2 - 8

29
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Adsorbenty

silné polarni — alumina — oxid hlinity (Al,O,), vyrabén jako porézni kulicky
(silikagel)

dostupny jak s Uzkymi, tak Sirokymi pory

nativni ALLO; - pro normalni separacni moéd — slabé polarni latky

stability pH 2 — 12 pouzité i vysoké pH (12) — separace vysoce basickych
slou€enin bez pfidavku iontové-parovych Cinidel

selektivné zadrzuje donory elektront (halogenove derivaty, nenasycené
slouceniny)

grafitizované saze
specialni material — ma rovinny charakter

uzitecny pro separaci polohovych izomerd, pro hydrofilni latky, malo
interagujici s C8 a C18

jakakoli teplota, rozpoustédlo, pH — neni problém
vS. niZSi ucinnost a kifehkost

nutnost vysoce Cistych mobilnich fazi — necCistoty se mohou shromazdovat
v koloné a pak se jednorazove vymyt

prakticky ireverzibilni zadrZzovani naftalenu a vysSich PAH

30
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Mobilni faze

n polarni adsorbenty — mobilni faze — nepolarni rozpoustédla
(hexan, heptan + pfidavek polarniho modifikatoru (alkoholy,
acetonitril, terahydrofuran) < 1 % obsahu — velky vliv na
separaci — pfednostni sorpce na aktivni povrch adsorbentu —
povrch homogennejSi — zlepSeni (zrychleni) separace,

n pro reprodukovatelnost separace - nutnost pfidavek
modifikatoru pfesné dodrzovat

n pFitomnost i stop vody — velky vliv na separaci

n adsorpcni chromatografie vhodna pro:
n Separaci - polarnich latek (cukry)
- polohovych izomeru

- silné bazickych latek — pfi uziti vhodného sorbentu -
moznost pracovat pfi vysokych hodnotach pH

31
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Chromatografie na chemicky vazanych fazich

n Chemicky vazane (zejména nepolarni reverzni faze) —
nejpouzivanéjsi stacionarni faze (SF)

n Siroky aplikaéni okruh (asi 80 % vSech aplikaci)

n Velky poCet SF —aplikaéni flexibilita

n Rychlé ustavovani rovnovahy v kolone, rychlejsi,
reprodukovatelnéjsi

n Pouziti levnych mobilnich fazi, uzivatelsky pfijemnéjSich

n SF v kombinaci s

vodnymi mobilnimi fazemi s U R
w7 Ve . . . Ve EYS i
— pfima aplikace na biologicke o '\*:-: 35 L 28 btz
(moc, krevni plazma aj.) o & 3
' lon ELERTROSTATICRE
& oo FNTERANEE
&g |20 a5 Rezeordrep £ar
S3a R
Mechanizmus separace: 2 iéﬂ_ 7
. s - AN DER WAALS
interakce solutu S r,nobllnl fazi o & Moty By 2 wuacswy
interakce mobilni faze se stacionarni fazi > B $ RoZPOVETEDLEN
rozdélovani solutu mezi mobilni a stacionarni fazi |% ZMENSENT DO TIM

¥ ROZepirdn s
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NosiCe pro chemicky vazané faze

n chemicky vazané SF — nosi€ + vlastni navazana skupina

n kovalentni vazba

n nosi¢ — nejCastéji silikagel — vysoka porovitost, specificky povrch, levny,
dobfe definovany, omezena stabilita pH

n polymerni nosie (polystyren)

n oxid zirkonicity

OH HO aH 0OH -« OH
| W P |
——B—=— —8i—— ——&5 E——
Free =silanal Giaminal silanols Associaled sllanals pr_vek
Ni
Zn
+ OH
M - | AI
— M — 5 —— Fe

Surface metal Internal mata

[nrtheratnd edmmall



Nosice

n porézni vs. neporézni, pokryti polymernim filmem,
stabilni pH 1-14 do 100 °C — separace vysoce basickych
latek v jejich neionizované formé — alternativa k nizkému
pH nebo pfidavku iontové-parovych Cinidel

n porézni polymery (polystyren) - pH stabilni, hydrofobni

n NizSi (polovi¢ni) t€innost oproti silikagelu — razna
smacivost v organickych rozpoustédlech — vice se to
projevuje pri gradientové eluci — hlavné isokraticka eluce

34



n Rdzny zpasob navazani —

Priprava chemicky vazanych fazi

n reakce silanovych skupin - chlorsilanovou slouceninou - uhlikaté radikaly
urCuji charakter chromatografického materialu

dostupnost pro analyt
n asi 50 % silanolovych skupin —
n nezreagovanych —nezadouci

elektrostatické (tzv. silanofilni) interakce

zejmeéna s ionizovatelnymi analyty

monomerni x polymerni, dodate¢na silanizace *

(endcapping)trimethylchlorsilan,
dimethyldichlorsilan

b %
A —8Si-0H &+ CLEICH));R —— — 5i-0-Si{CH,}, A
I s
*
—S|-0H jsl-ﬂ
W + ClySiR — ;5"E'“
— Si-OH —5i-0
P rd
b
C. —3SI-OH —\E-i-ﬂ
+ (E10)3SiR —— \s':.;l:lEtJH
— 5i-0H —si0”
s rd

A VERTICAL
SOLYMERIZATION

3
i

#,nl"
‘,,#‘"
5.- M
"“'-.
i

. MONOMERIC
(DIMETHYL - SUBSTITUTED)

rizné typy raminek (spacer) — stéricka

B. HORIZONTAL
POLYMERIZATION
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* NS
n radikaly s kratkymi uhlikatymi Fetézci, sorbent bude mit povrch hydrofilni

(alkoholoveé, aminové a kyanoskupiny - normalni chromatografie

n radikaly - alkylové fetézce (nej¢astéji C8 a C18) charakter hydrofobni -
chromatografie s reversni RP ( pfevracenou) fazi.

Funkéni skupina R Struktura Aplikace
alkyl -CH, _ R
:—C«.Hr.-
| ﬂﬂ:l‘ l|;|
| Ty
feayl =CgHs RP
kyano «(CH;:CN ~|NB,RP ]
aming -(CH;):NH; NP, RP, slaby méni¢ anionti
diol «(CH; :OCH-CH{OH)CH(OH) [ NF, SEC
amid {(CH,),CONHCH, SEC
sulfonovd = |«CH;:S0:H silny ménit kationtd
-CeHS0:H
{CH: 1 CeHSO:H |
karboxylova {CH,)»COOH ' slaby ménié kationtd
{CH,)0CHCOOH ,
{CHa 1w CaH,CO0H
diethylamin {CHa);N{CH;); | sleby ménif anionth
| kvartémi amin "~ |-{(CHzsN'(CHs)s silny méni aniontd
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Separace bazickych léCiv

1 | TYPEASILICA ‘f

| ZORBAX.ODS | \

o] [Dimetmy-C 18] .lI 3 ||

- 2 " %
L
g : JIII'\. _.llr\\h _JI I'.\-._ _JI
o |
a
o |
W - - T T T T T T T T ¥ L] X
z
oo
© ] TYPEBSILICA * 1. Danepin 0.125 ug
E 4 ZoRBAXRmCiE 2. Desipramine 0.25 g
B (Dimethyl-C18) ! 3 3. Amiiriptyline 0.25 ug
g F J JII |' 4. Trimipramine 0,25 ug

2
i r¥ k A T

' X E & W 1% % #» % ™ & A N
RETENTION TIME, mir.

(=]

Dva typy silikagelového nosic¢e: méné kysely (B), 30/70
acetonitril/0,025 M fosfatovy pufr, pH 2,5 + 0,2% TEA a TFA
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" J
RP system

n Vvlastnosti chemicky vazanych fazi — typ a koncentrace funk&nich
skupin (obsah vazaného uhliku)

n RP chromatografie
n selektivita

— délka alkylového fetézce — ¢im delSi, tim vySSi retence nepolarnich
latek

— slozeni mobilni faze

retencni faktor klesa s klesajici hodnotou povrchového napéti (nejvetsi
retence v Cisté vodé)

logk = logk,, + aF + bF?, Kk, -k solutu v Cisté vodé
F - objemovy zlomek rozpoustédla
logk = logk,, - sk pro 0,9>F >0,1

pfidavek neutralni soli — zvySeni povrchového napéti — prodlouzeni
retence
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" J
Vybér poCate€nich separacnich podminek

n kolona 150 x 4,6 mm, velikost zrnéni 5 nm,
n stacionarni faze C18 (C8) navazana na silikagelové matrici

n mobilni faze acetonitril (70 -100 %) — voda/(pufr - typ,
koncentrace, pH), (aditiva)

n izokraticka eluce
n pratokova rychlost mobilni faze 0,7- 2,0 ml/min

n davkovany objem <25ni
n hmotnost < 100 ngy
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n

Proces optimalizace

retence na dané stac. fazi prilis velka - zvysit obsah organického
modifikatoru nebo zaménit OM za ten, majici vySsi elucni silu

pouzit stac. fazi s kratSim alkylem

smés latek - pouzit gradientovou eluci

teplota

reversni separa€ni mod - vodne-organicka mobilni faze (ACN, MeOH),
(voda, citratovy, octanovy, fosfatovy, boratovy pufr s ohledem na pKa
analytu

latky snadno denaturujici (peptidy, proteiny) — kratSi fetézec + vodné mobilni
faze

vzorky obtizné rozpustne ve vodne slozce — mobilni faze s vySSim obsahem
organického modifikatoru

iontové latky (anorganické soli, silné kyseliny a baze)

— potlaceni disociace volbou pH vodné slozky mobilni faze
— pfidavkem iontové-parového Cinidla — vytvofeni méné polarniho iontového

n

n

n

asociatu (alkansulfonové kyseliny, alkansulfaty vs tetraalkylamoniové sole)

polarni latky — NP separa¢ni mod
mirné polarni stac. faze — fenylova
silné polarni - amino a kyanopropylova
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FIGUREGT Efiect of a chnnge s percent coganic on RPC separatio ol & bypatheti-
ead nample. Conditlors: 15 = Gds-cm Cyg clomn, 13 mLomis Aow sale & = 10 mn)|

Proces optimalizace

W% CHOH

25% THF

||
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I
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FHGURE &% Solvent-type selectivity in RPC. () 30% MeDH-warter; (&) 23% THF-
water, Bards are: 1, g-nitropheno; 2, p-dinicrobenzzns: X nicabenzene: 4. methyl

benzozte. (Reprinted with

permissica fram Ref. 22.)
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i — ACN/H0
i @ & o = i
e I MeQH/HO
9 o = % 4 0 @ 7 w s
————————————————  THE/H,0

FIGURE 64 Solveni-sire
e al Refs. 5 and 6.)

gth nomegraph for reversed-phase HPLC, { Adapted from
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Proces optimalizace

g 1 —
7 :
1. Bonbazoe
3 P A ZORBAX SB-CN
| B -‘1 Sl'n:’nm
1 13 i Arazine
& fi 1 ? Chiummn
£ Il || 5 4 " g Pm-.il
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] g []
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[
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oL ) 21| ] ,
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+ '
¥ |
1 & [ ]
5
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3 JLIVLLN I ] H ﬂ "
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FIGURE 613 Piect of a change in temperaure an seleccivity for o mix Redention Time, min
pohvaromark bydrocarbons. Samodes I, anthrecene; 2, o-terphemy; 3, Soom FHGURE 11  Effcct o cobann lyge on shectivity, Colums: Sorbes 500N, 5B
d, ..'..wg 5, triphenylens:; f, chrpsene. Conditions: 314 = (Léem ©) _' phenyl 5B-CE, LF 046 cm; % ACH-63% waten 10 mLmin: 2290 254am LY
B ACH-water, 10 mLimin; esperarure a6 Indicuted. (Chromanogre e detection. {Heprimed with parmimion from Rt 285

structdd fram das of Ref. 3.)
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Isokraticka vs. gradientova

eluce

Isccratic 3p¥ B

! _J il_}l.,._JlL_._Jn'

e e
ta} 1

||:| Gradient

| |
N 5-100% 0 in 20 min

b

FIGURE &% Separation of bypodheteal sample by imitlal soccitic or gradient ant
Mlinca catin- and late-ebeting bands indicated by an smersk: comptiser Simulatioes

{-10% Win 5 min

45/ min ."i. s
el T P 1]
ik |
| o "l
1) |
B YL
= e ¥
0 2 2 L
Tima (min)
)

©-100%% 1 in 29 min

5a/mim
k=3
| ﬁ
B R 1)
T T T =y
1] ]
Tiste LA
(11
I 0-173%% B o 103 muiny
| 195w
k=14
|
:- ™
e I PR B B COU W BRI R
a 0 a &
Time [rin}
{m)

FHGURE BR  radient separaiion of ¢ berbicue ssmple & 0 fustion of
time or steepres. Sample: misre of s phenyliress and sl smaenes Coad|
25 % Dbt 1-pm U picthaa] -weter gradicnis i indicaiod: 17 mlimin aebs
lempail Camy baswd oo doda regoried in Rl 170
imdienie Masi (Aree hands in chromamgram
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Afinitni (biospecificka)
chromatografie

a4



"
Afinitni (biospecifickd) chromatografie

n afinitni chromatografie klasicka i v HPLC usporadani — v posledni dobé
rozvoj — biomedicina a biotechnologie

n princip — silné biospecifické, nekovalentni, reverzibilni interakce analytu s
komplementarni latkou (afinitni ligand, afinant) — nej¢astéji bilkovina
interakce enzymu s inhibitory, substraty, kofaktory, komplexy protilatek s
antigeny, lektind s glykoproteiny aj.

stacionarni faze — nosi¢ s kovalentné vazanym ligandem

po nastfiku analytu na kolonu zadrzeny pouze analyty s komplementarni
vazbou k ligandu

ostatni — eluce s mrtvym ¢asem
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Stacionarni faze - nosice

n Nosi¢ musi byt:

nerozpustny v pouzitych rozpoustédlech
dostate¢nou permeabilitu a specificky povrch, dostate¢né porézni
chemicky a mechanicky stabilni

hydrofilni

Nosie — agarosoveé — Sepharosa (2 polysacharidové jednotky), velké
pory, pH 4 - 9, 0 <teplota <40 °C, odolna vuci org. rozpoustédiim (50
%), zadné nespecifické interakce x stlacitelnd — nevhodna pro HPLC,
podobné i celulosové derivaty

organické polymery:
Polyakrylamid — hydrofilni kopolymer akrylamidu a akrylamidovych
derivatl, neobsahuje skupiny nesouci naboj — iontové vyménne
interakce — minimalni, synteticky polymer — nenapadan
mikroorganismy, Bio-Gel P-100, Bio-Gel P-300 pH 1-10
-CH,-CH-CH,-CH-CH,-CH-
| | I
CONH, CONH, CONH,

Hydroxyalkylmethakrylat - hydrofilni, avSak ¢aste¢né hydrofobni

charakter — moznost hydrofobnich interakci s bilkovinami - HEMA
Biospher
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" J
Aktivace nosic¢u, afinanty

n aktivace bromkyanem (agarosoveé a hydroxyalkylmethakrylatové
nosice)

nosic aktivace vazba afinant

|-OH +BrCN|-O-CN +N,H-ligand  |-O-CNH-ligand

aktivace epichlorhydrinem (hydroxyalkylmethakrylatové nosice)

o OH
epichiarhydrin profedn-hNH.
HEMA E_Q CH, —= ’ I-{EI".."I.E'L—{IJH—{_:I-I_
s
o MH-protein

)

HEMA-CH

triazinova metoda (agarosa a celulosa)
jako ligandy- vSechny latky schopné biospecifické reverzibilni vazby
bilkoviny (glykoproteiny — ovalbumin, kysely a-glykoprotein, lektiny)
nizkomolekularni ligandy — stabilné&jsi, stericky Iépe dostupné
vysokomolekularni ligandy — i hafe definovatelné, sklon k denaturaci
afinanty — specifické

- skupinova selektivita

3 3 3 3 3 3
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Eluce

nizka afinita analytu k ligandu — pro eluci neni tfeba ménit
mobilni fazi

velka afinita analytu k ligandu- nutna zména nekteré (nékterych)
vlastnosti mobilni faze (M.F.)

Eluéni metody

nespecifické - zménou koncentrace soli, typu soli, zménou pH,
zmenou teploty Ci pfidavkem disociacnich Cinidel do mobilni faze
— pro Sirokou Skalu systému analyt-afinitni ligand vs. zmény
vlastnosti M.F. mohou dosahnou extrémnich hodnot —
denaturace interagujicich bilkovin

specifické — do mobilni faze pfidana latka, vytvarejici stabilnéjsi
komplex s afinitnim ligandem — rozruSeni stavajiciho komplexu
analyt-afinant _

I.II IrI 'I.'\I" II"hl".II L .Il _'Illll HiL ‘; s ||||-|. ..
Smalyzovand linka Elidsi Sinidln
AIRIRE pegtakia A [Tl TRETE p a0
Wl = gl lida witl &P, pl ]
iy |ipammieliy Tbsilurcs apalqagmoren 1 [ETETC R

Analyty —izolace enzyma,
protilatek, nukleovych kyselin,
hormonu, enzymu
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" J
Separace

nosic- HEMA,

ligand — konkanavalin A (rostlinny lektin — Jack Bean, tetramerni (dimerni)
metaloprotein , 4 podjednotky — kazda podjednotka M, = 25 000, 237
aminokyselin, Mn2* a Ca?*, jedno vazebné misto pro a-D-glukosylové, a-D-
mannosylové a N-acetyl-a-D-glukosaminové zbytky

z 5
< =
T
|
1 |
¥ fmi
e 3
r A6 Sepre Erakrshah AL r !
§ ik
wperarcrLii el 3 l; bprsemi €11, (2 {51 meia v
prudsboua ryclios A8 Rl THIS-HE gpdl 720 01504 Rl | mbl
i, 1 miCalll) i M, dsichir it L]

0 -15 min.- M.F. jako vlevo, 15 — 25 min.-
M.F. s pfidavkem 0,1 M methyl-a-D-
glukopyranosidu
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lontové vymeénna chromatografie
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Princip

n podstatou — elektrostatickeé interakce

je tfeba odtrhnout ion vazany v tuhe fazi, prevést jej do roztoku a
nahradit jinym iontem z roztoku

n Moznost vymény:

- na podstaté a intenzité sil poutajici ion ve struktufe ménice

- na koncentraci vymérnovaného iontu

- na nabojich, rozmérech, tvaru a polarizovatelnosti obou iontd

-n a dostupnosti iontu ve strukture meniCe iontu na stupni )
nemisitelnosti ménice iont( a kapalné faze obsahujici vyménovany
ion

n Transport iontu z roztoku k vymeénnému mistu - menic — )
charakterizovan pory o urcite velikosti — sitovy efekt, d€j iontove
vymeny velmi rychly — celkova rychlost ur€ovana rychlosti difuze

n botnani organickych polymernich nosict — nutnost ekvilibrace -
osmoticky tlak kompenzovan napétim v pruzné siti polymeru

n afinita iontu k vyménnému mistu - stupen solvatace — vzrusta s
rostoucim nabojem a klesajicim polomérem iontu
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Obecna pravidla

Pri malé koncentraci a bézné teploté —
vymeénna interakce (retence) roste s rostoucim
nabojem

Pfi stejném naboji roste s atomovym cCislem
PFi vysokych teplotach a koncentracich iontl —
rozdily v afinité k ménici se smazavaji

Velké organické ionty — velka afinita
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" J
Stacionarni faze
n organicke polymery (velka kapacita pro davkované
vzorky)
n anorganické materialy nejcastéji na bazi silikagelu —

(rycle se ustavujici rovnovaha — moznost gradientové
eluce

n nosi¢e — modifikovany iontové vyménnymi skupinami
-karboxylova (-COOH) — slaby méni¢ kationtu
- sulfoskupina (-SO3H)- silny ménic kationtu
- aminoskupina (-NH,) — slaby ménic¢ aniontu
-tetraalkylamoniova (-N*(R);) — silny ménic aniontu
n pro kyselé nebo anionogenni latky — méni€ aniontu
n pro bazické nebo kationogenni latky — ménic kationtu
n Simultani separace aniontl a kationtu se neprovadi
Xt + RK* & X*R-+ K* meénic kationtu
X + R*Cl- - XR* + CI meénic aniontd

53



" JE
Separace

n Vvybér vhodné stacionarni faze

n vybér vodného pufru, zajiStujici ionizaci analytu, typicky pH >6 (pK,)
pro ménic¢ aniontu

n PH <6 (pK,) pro méni¢ kationtu

mobilni faze — tlumivé roztoky - jejich ionty (protionty) jsou v

dynamické rovnovéaze s ionty meénice

Ovlivnéni retence:

typ pufru nebo sole, jejich koncentrace

vysS8i koncentrace — rychlejsi eluce

F- (slaby) < OH < octan"< CI < SCN- <Br <CrO, <NO; < I <
Stavelan? < citrat® (silny)

Li* (slaby) < H* < Na* < NH,* < K* < Rb* < Cs* < Ag* < Mg?* < Zn?* <
Co?* < Cu?* < Cd?* < Ni2* < Ca?* < Pb2* < Ba2* (silny)

n Vliv pH — ovlivnéni miry ionizace

n organicka rozpoustédla — pfidavek — snizeni retence (ACN, MeOH)

)

3 3 35
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" J
Smiseny separacni mod

n Stacionarni faze — vykazuje chovani RP
modu i iontové vymeény (smeés 1:1)

n Latky nabité — pfednostné iontovou
vymeénou — zvyseni iontove sily M.F. —
snizeni retence

n Neutralni latky — pfednostné hydrofobni

Interakce — zvyseni obsahu organického
modifikatoru - snizeni retence
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Analyty

silné elektrolyty
slabé elektrolyty (prevedené na iontovou formu)

n Anorganické ionty (nepfima UV detekce,
vodivostni detekce, nutno zaradit potlaCujici
kolonu, sniiug'l'ci vodivost vlastni mobilni faze
(HCO5, CO4%, HY))- iontova chromatografie

n Amfoterni ionty pl = (pK, + pK)/2

n Aminokyseliny, peptidy, proteiny

n OdlisSné chovani bilkovin od aminokyselin a
peptidu — v zavislosti na pH se zcela nebo viabec
sorbuji (pl), vyhodné pH + 1 nez pl - eluce
sorbovanych bilkovin — vétSinou pH gradient
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Aplikace
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VyluCovaci chromatografie
(Size Exclusion Chromatography, SEC)
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SBISVENiFasni'chomatografie (hydrofilni gel + s
vodnymi pufry jako M.F.), gelova permeacni
chromatografie (hydrofobni gel + organicka
rozpoustédla), gelova filtrace oddélovani latek s
velmi rozdilnymi molekulovymi hmotnostmi

n Molekuly se déli podle

. . . . Muahile Column
sve velikosti, princip phase ithing
rozdélovani je T
nerovnovazny — sitovy . B ’
efekt z

o= ;.

n Interakce analytu se
stacionarni fazi jsou == l.

minimalni a nezadouci / : 4

- Id




" JE
Princip separace
objem mobilni faze uvnitf pora  V,
objem mobilni faze mezi Casticemi V,
celkovy objem V.=V, +V,
molekuly vétSi nez je objem poru — eluce v objemu V,
malé molekuly, pronikajici zcela do pfu stac. faze - eluce v objemu V,

ostatni eluuji v retencnim objemu V V,< Vi< V,

Ko = (Ve = VoIV, i
Ve =V, + KV, e — i ET b
K, distribuéni konstanta i = L‘.\\\ \% -

1l &..m b i § 'w:;';« \h
frakciona¢ni rozsah 4 u,\,.:. b k\ “‘:\\
<1000; 10°> : y \ \\\‘ﬂN
vyluovaci limit S ey, \ \x_'.“
dalton o __flhlﬁ__|ﬁ|#lr|'|\___.ljl|__ . . :\b %"\T
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* N

v idealnim pfipadé (o retenci rozhoduje
jenom tvar a velikost poru stac. faze
a velikost molekul analytu) plati: tz=
a —b logM,

okalibrovani kolony latkami o znamé
molekulové hmotnosti — urc€it
molekulovou hmotnost analytu

1Y

v | (P2}
lPlJU I| v
o -.:J:. zll;: — Jj
e o upyp WA
Sapbeoryl® Sa0IHR | 1EaRb 2D
[o)l J \ \ B\
a 10 0 P ok
Byt 580 HA ; mf 1 :’m
Baghient® "l{:‘l ||i

Bathzn achrim |}

r Jlg
1 e o
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"
Stacionarni faze

n Klasicka gelova chromatografie — zesitované agarosové a
dextranové gely — prutok mobilni faze — gravitace — stlacitelné x
HPLC

n HPLC

n — hydrofobni - styren-divinylbenzenovy kopolymer, methakrylatovy
polymer + organicka rozpoustédla jako mobilni faze

n -hydrofilni — - organické polymery - polyakrylamidoveé,
hydroxyalkylmethakrylatové

n Anorganickeé — silikagel, porézni sklo — velka permeabilita,
kompatibilita s b&€Znymi rozpoustédly x omezeny rozsah pH a
adsorpce analytt a slozek mobilni faze



"
Mobilni faze

n Musi rozpoustét analyty

n Neinteragovat se stacionarni fazi, ale smacet ji

n Solvatace analytl je nezadouci — zvySuje jejich
zdanlivou molekulovou hmotnost

n Kompatibilni s detektorem

n Pro biopolymery — vodné mobilni faze

n Syntetické polymery — toluen, tetrahydrofuran aj
— absorpce v UV oblasti — ¢asto pouzivan
refraktometricky detektor
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Aplikace

n Pro latky s molekulovou hmotnosti nad 2 000 ,
pro mensi — vyhodnéjsi a rychlejSi RP mod

n Predseparace komplexnich vzorku
n Oddéleni nizko a vysokomolekularnich latek
n Ur€eni molekulové hmotnosti (chyba 2-10%)
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