High Performance Liquid Chromatography, HPLC

VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinovy CHROMATOGRAF HPLC
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SEPARACE (DELENI)

probihav separa¢ni kolong, ktera obsahuje
stacionarni (nepohyblivou) fazi = sorbent
amobilni (pohyblivou) fézi = eluent.
Rozdilné anayty (délené 1atky) maji
rozdilnou afinitu ke stacionarni fazi.

Riizné analyty podléhgji rtizné distribuci
(rozdélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi.
Rozdilné analyty jsou rozdilné zadr zovany a
rozdilné zpozd’ovany (retardovany).
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DRUHY INTERAKCI

hydrofobni interakce (van der Waa sovy sily)
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P¥i postupu vzor ku kolonou :
- sejednatlive slozky vzorku (anayty) déli
(® dospgji do detektoru v riiznych
reten¢nich ¢asech)
- se zény analytt rozSifuji

Termodynamika separ ace se zabyvavlivy,
které ovliviuji

-velikost interakce mezi sorbentem a analytem
-zadrZovéni (retenci) a
zpozd'ovani (retardaci) analytt
-rychlost migrace anayta kolonou
-rozdil v retenénich ¢asech analyti
-déléni analyta od sebe navzajem

Kinetika separace se zabyvavlivy,
které ovliviuji
-rozSifovani (rozmyvani) zén analytti béhem
postupu kolonou
-Sitky pika v chromatogramu

Termodynamika a kinetika separace spolu
Uzce souvisi a obe dvé uréuji, jak moc se
sousedni piky v chromatogramu prekryvaji;
tj. jak dokonale nebo nedokonal e jsou zény
sousednich analytt vzgjemné oddéleny.
Termodynamikai kinetika separace ovliviiuji
rozliSeni sousednich pika v chromatogramu.
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TERMODYNAMIKA SEPARACE

objem stacionarni faze Vg [ml]

objem mobilni faze Vy, [ml]

objemovy pratok mobilni faze F,, [ml/min]
lineérni rychlost mobilni faze u [cm/min]

reten¢ni objem i-tého analytu Vg; [ml]
reten¢ni ¢asi-tého analytu tg; [min]
mrtvy objem kolony V) [ml]

mrtvy ¢askolony ty [min]
redukovany retenéni objem V'g; [ml]
redukovany retenéni ¢as tr; [min]
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Retenéni objem je objem mobilni faze, ktery musi projit
kolonou, aby se pridusny anayt dosta od pocatku ke konci
separatni kolony.

Retenéni ¢asje cakovy ¢as, ktery prislusny anayt stravi v
separacni kolong.

Mrtvy objem kolony je objem duentu, ktery musi projit
kolonou, aby se nezadrzovany analyt dostal od pocatku ke
konci kolony.

Mrtvy &as kolony je retenéni ¢as analytu, ktery neni v kolong
zadrZovan, tj. analytu, ktery se pohybuje kolonou stejnou
rychlosti jako mobilni faze.

VSechny analyty strévi v mobilni fazi stejny ¢as - mrtvy ¢as
kolony.

Redukovany retenéni &as je ¢as, ktery prislusny anayt stravi
ve stacionarni fazi.
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Kp, ak; charakterizuji selektivitu, tj. jak moc
se analyty na koloné zadr Zuji a zpoZd’uji.

ZAKLADNI ROVNICE CHROMATOGRAFIE

Viei =V +Kp, XV

plati predevsim pro rozdélovaci chromatografii
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SEPARACNI MECHANISMY u HPLC
piiciny zadrZovani a déleni separovanych laek

Geova permeaéni chromatogr afie (GPC)
vyuZiva mechanického déleni molekul
analytt v pdrech gelu na zékladg jeich
rozdilné velikosti.

Rozdélovaci chromatogr afie (LL C)
vyuZivarozdilné rozpustnosti (atudiz i rozdilné distribuce)

molekul analytii mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami.

Adsor péni chromatogr afie (L SC)
vyuZiva rozdilné adsorpce molekul analytii na povrchu tuhé
féze s aktivnimi centry.

lontové vyménna chromatogr afie (IEC)
vyuZiva rozdilné vymeénné adsorpce anaytt (ionti) na
povrchu iontového ménice.

KINETIKA SEPARACE

Zbny délenych latek (anaytil) se béhem
postupu kolonou rozsifuji.

Z6n¢ analytu v chromatogramu odpovida pik
neboli euéni kiivka, které charakterizuje
koncentraéni profil analytu v zéné.
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