Chromatograficke metody

Zdenck Glatz



Podstata

,, PTi chromatografii dochazi
k neustdlemu vytvareni
rovnovaznych stavii separované
latky mezi dvé faze — stacionarni a
mobilni.
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Chromatografie

e Mobilni faze - kapalina— LC
plyn — GC

* Eluce - Izokraticka — stejna elucni sila

Gradientova — rostouci elucni sila

* Pouziti - analyticka

preparativni



Kapalinova chromatogratfie
LC

* Mobilni faze - kapalina

» Stacionarni faze - pevna faze,

kapalina



Provedeni LC

e Papirova PC
e Tenkovrstva TLC

 Kolonova CC



Teoreticke aspekty
chromatografie



Teorie
,,JJdealni linearni chromatografie

Martin, Synge



Teorie
,,JJdealni linearni chromatografie

Nekonecn€ rychle ustaveni rovnovah
Pistovy tok mobilni faze

Nulova difuse
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Linearni sorp¢ni isoterma



Chromatografie
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Chromatogram
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Retencni — elucni c€as t.

* Doba od nastriku vzorku po dosazeni maxima
elucni kiuvky

Retencni — elucni objem V,

e Objem mobilni faze protekly od nastiiku vzorku
po dosazeni maxima elucni kiuvky

F_ — objemova rychlost mobilni faze



Mrtvy objem

V,= .+ &

V. — zdanlivy retenCni objem

V..- redukovany (skutecny) retencni objem

V. - mrtvy objem — mimokolonové¢ piispévky

+ mimocasticovy objem kolony



Kapacitni faktor k’

k’=1-10

V. — objem stacionarni faze

V1 — objem mobilni faze

Distribucni koeficient

c, — rovnhovazna koncentrace latky ve stacionarni fazi

Cy — rovnovazna koncentrace latky ve mobilni fazi



Selektivita
Retencni faktor .




U¢innost kolony
pocet teoretickych pater N

haight/2




U¢innost kolony
vySkovy ekvivalent teoretickcho
patra H

H-

N

1 — delka kolony
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Ucinnost kolony




RozliSeni
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R,,=1.5 —nulové pt
R,=1.0 — pfekryti 2




Vv jednotlivych faktoru na
rozliSeni




,Dynamicka difuzni teorie*

Van Deemter



Van Deemterova difuzni teorie

 Difuse turbulentni
e Difuse molekulova

* Odpor proti pfevodu hmoty



Difuse turbulentni




Difuse molekulova B
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Odpor prot1 prevodu hmoty C
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Van Deemterova rovnice

Flow rate



Sily a efekty vyuzivane
pI1 separaci

* Jontove sily

* Polarni sily

* Nepolarni sily

» Stericke interakce

» Efekt velikost1 molekul



Rozd¢€lovaci chromatografie




Rozd¢€lovaci chromatogratfie

A

Pouziti — analyticka PC, TLC



Adsorpcni chromatografie




Adsorpcni chromatografie

A Cu
=

I+ [-cu




Adsorpcni chromatografie

 Stacionarni faze — polarni

Silikagel S10, . n H,O

Oxid hlinity Al,O5, AIO(OH), Al(OH),

Hydroxyapatit [Ca(PO,);OH]



Adsorpcni chromatografie

* Mobilni faze — nepolarni

* Eluce - zvySovanim polarity mobilni faze

Eluotropicka rada:
uhlovodiky<subst.uhlovodiky<ketony<
aldehydy<alkoholy<voda



Reverzné tazova chromatografie

e Stacionarni faze — nepolarni
Cs, Cig

* Mobilni faze — polarni — vodne roztoky
pH [btacit disociaci

e Eluce — snizovanim polarity mobilni faze
ACN, MetOH,



Reverzné tazova chromatografie

Kartacovy typ stacionarni faze




Iontove parova chromatografie

+ - SDS, HCIO,

- - tetrabutylamonium



Iontove parova chromatografie

Stacionarni, mobilni faze., eluce — RPC
pH -né 1onizace analytu




Hydrofobni chromatografie

 Stacionarni faze — - Cq, -fenyl

* Mobilni faze — vodné roztoky
1.7 M (NH,),SO,

» Eluce — snizovanim 1ontove sily

Pouziti : purifikace bilkovin



Ionexova chromatografie




Ionexova chromatografie

elektrostaticka interakce

Vazba | + & S EEEN

Eluce [ -8 +& S




lonexy

« Katexy - = vazba kationtu
silné - sulfo(S), sulfopropyl(SP) OSO;"
slabé - karboxy(C), karboxymetyl(CM) COOr



Slaby 10nex

* Vykazuje zmény vazebne kapacity v
zavislosti na pH

e Ma pufraCni kapacitu
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Ionexova chromatografie
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Donanuv efekt

ISHON H,0*
OH- OH-




Ionexova chromatografie

 Nanaseni vzorku — nizka 1ontova sila

» Eluce — gradientova
e ZvySovanim iontove sily
e Zménou pH

e Afinitni eluce

Pouziti — purifikace, zakoncentrovani, vymeéna

pufru



Chromatofokusace
d¢j na koloné




Chromatofokusace
chovani vzorku
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Chromatofokusace
chovani vzorku

pH

____________________________________________________________

Pouziti : anal

yticke — stanoveni pl

pre

parativni — purifikace bilkovin



Afinitni chromatografie

ligand *
4 spacer matrix




Afinitni interakce

Afinitni interakee
specificky -

T
stabilni ————w komplex bilkovina - ligand

reverzibilni =

elektrostaticke

polarni terakee o prostorové vlastnosti
hydrofobni usporadani prostredi

van der Wsalsovy sily



Interakce mezi DNA a
endonukleasou




Afinitni pary

Ligand

Bilkovina

antigen
antigen

biotin
sacharid
hormon, toxin
substrit

inhibitor

polyklonalni protilatka
monoklonalni protilatka
avidin
lektin
vazebny protein
enzym

enzyim

Kp=10"-10"M




Afinitni chromatografie
naneseni vzorku




Afinitni chromatografie
vznik 1interakce




Afinitni chromatografie
vymyti balastu




Afinitni chromatografie
eluce




Predpoklady pro vznik komplexu

» Sterickeé — pouziti ramenka (spacer)

&) &)

* Optimalni pH, 1ontova sila



Predpoklady pro vznik komplexu

e Vazebné

e Konformacni




Provedeni

 Naneseni vzorku — nizka 1ontova sila

* Eluce — selektivni - volnym ligandem

— neselektivni - zména pH, 1ontove

sily, polarity

Pouziti : analyticke (stanoveni K), purifikace




Gelova permeacni
chromatografie




Gelova permeacni
chromatografie




Gelova permeacni
chromatografie

Princip - stericka exkluse

- omezena difuse

Poradi eluce :
MrA>MrB>MrC



Gelova permeacni
chromatografie




Gelova permeacni
chromatografie

* NanasSeni vzorku — objem vzorku < 2%

objemu kolony
* Eluce — 1zokraticka

PouZiti : stanoveni Mr, odsolovani, purifikace




PCaTLC




PC aTLC

* 1944 — Martin, Snyge - PC aminokyselin
(Nobelova cena)

* 1952 — TLC nahrazuje PC



Instrumentace PC a TLC



Chromatograficky papir

* Nemodifikovany

» Modifikovany — ionexy, acylace

f. Watman (Anglie)
Schleicher-Schiill (Némecko)



TLC

* Vlastni priprava - sypane¢, nalévane

» Komeréné dostupne - Silufol (Cz)

Watman



PC a TLC - mody

rozdélovaci

adsorpCni

l1onexova

hydrofobni — RP a HIC

gelova permeacni



Nanaseni vzorku

* Pipety

« Kapilary



Provedeni

Vzestupne
Sestupne

Kruhoveé

Dvojrozmérné



Vzestupne




Sestupne

—




Kruhove




Vyvijeni

vZestupne sestupne kruhové
vyvijeni vyvijeni (radialni)

Aty i _] el




Dvojrozmérne
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Provedeni

* Analyticke

* Preparativni



Analyza kvalitativni
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Analyza kvantitativni

e Planimetrie
© re
-9 * Denzitometrie
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Plocha

skvrn



Denzitometrie
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Denzitometrie

sienal




Preparace

« PC — vystrizeni a eluce skvrny

 TLC — vyskrabani a eluce skvrny

— odsani a eluce skvrny



Chromatografie




Chromatografie

* Cvet — separace chlorotylu na CaCO; 1901
termin ,,Chromatografie® 1906



Kapalinova chromatografie
rozdéleni
* Nizkotlaka (atmostericky tlak) — LPC

» Strednétlaka (4 Mpa) — FPLC

« Vysokotlaka (40 Mpa) — HPLC



Kapalinova chromatogratfie
vyuziti

 LPC — preparativni
 FPLC — semipreparativni a analyticka

 HPLC — analyticka



Kapalinova chromatogratfie
doba trvani

 LPC — hodiny
* FPLC — desitky minut

 HPLC — minuty



Zarizeni pro LPC




Instrumentace pro LPC

Pumpa — peristalticka nebo gravitace
Gradient — misi¢ gradientu

Davkovani — pfimo pumpou na kolonu
Kolony — sklenéné

Detekce — spektrofotometricka 254, 280 nm
Vyhodnocovani — zapisovac

Sbérac frakci — programovatelny



Instrumentace pro FPLC a HPLC



Zarizeni pro HPLC

Column b0 etector Interface

0 ata station

ﬁ‘ \
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|I1]E[:tlﬂl'l valve Pump
Mobile phase (eluent)




Pumpy



Tlakova pumpa

solvent

outlet gas inlet

convechon
current

baffle




[Linearni davkovace

S

a-syringe d-motor

b - seale - fill system




Pumpa jednopistova

start of pump



Pumpa dvoupistova




Pumpa dvoupistova




1stova
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Tlumeni pulsu

PISTON
CAMS MOVEMENT FLOW/PRESSURE
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Tlumeni pulsu
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Gradient nizkotlaky




Gradient vysokotlaky

to the injector
—




Davkovani — davkovaci ventil

Syringe F&hemdyni
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Davkovaci ventil — ,,Load*




Davkovaci ventil — ,,Inject™




Kolona

Standart column hardware

b Colnmn packin ' S5 lohe 1/4" LIX]

“, End fitting




Castice sorbentu




Detektory



Refraktometricky detektor
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Refraktometricky detektor

Waters design

mirror _
light source

ol D

flow cell adjustment

detector
control




Refraktometricky detektor

Varian design
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UV — VIS detektor
detekcéni cela




UV — VIS detektor
s fixni vinovou déelkou




UV — VIS detektor
s proménlivou vinovou delkou

reference

duterium heam photo diode

lamp splitter Jlrtte

mimor

comparator

N &
gratna sample

cell

photo diode
amplifier




UV — VIS detektor
s diodovym polem

duterium
lamp

= mirror

T

sample = diode
cell array

gratir&-




Fluorescencni detektor

Flow

ceall
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Mnnuchrc]m_a_t_urﬁ .




Elektrochemicky detektor

Working pu Reference
electrode electrode

Counter
alactrode




Konduktometricky detektor







,, L ermospray"

to vacuum




,,Electrospray*

high voltage MLragan

from LC

\

a

nitrogen

to vacuum




lonizace







Kvadrupol




,,L1ght scattering® detektor

Calumn
Effluent

Nebulizer
Pressure Relief

Nitrogen Gas
Nebulizer
Heated
Drift Tube

Sample
Droplets

Laser
Light Source




Derivatizace

o . pre-column® - pred vlastni analyzou

* ,post-column* — za kolonou po analyze



Sum a drift detektoru

> 2°noise
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Mez detekce S/N > 2-3
Mez stanovitelnosti S/N > 10




[Linearni rozsah detektoru

sample concentration



Vyhodnoceni

» Zapisovace
* Integratory

 Integracni software + PC



Z15téni plochy pikli u zapisovacu
vazenim

—» vaieni




Z15téni plochy pikli u zapisovacu
planimetrem




Z15téni plochy pikli u zapisovacu
vypoctem

plocha = zakladna x vyska



Integrator




Provedeni

* Analyticke

* Preparativni



Analyza kvalitativni

* Srovnani retenCnich Casu (objemu) piku u
vzorku a standardu
* ,.,spiking® — pridani standardu do vzoru -

narust vysky piku
» Specificka detekce — UV-VIS, fluorescence,
elektrochemicka

« MS



Analyza kvantitativni

Plocha (vyska) piku

e Metoda externiho standardu
e Metoda vnitiniho standardu

* Metoda standardniho pridavku



LC analyza
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Plynova chromatografie

* Mobilni faze - plyn

» Stacionarni faze - pevna faze,

kapalina



Vyhody

e NizS1 viskozita mobilni faze

* Rychlejsi difuze



Schema plynoveho
chromatogratu

Flowy lnjectar

controller

_f"::-— " N

A "Ilr—-. ) |

{ {Calum r‘|:| I| Detector
!

A

1
N
L

— '
", o

Column oven




Plynovy chromatograt




/.droj nosn¢ho plynu

a - compressed gas cylinder

b - pressure regulator
¢ - valve

d - filter




Elektrické méteni prutoku




Nosn¢ plyny

Plyn Vyhody Nevyhody
N, levny, nizka tepelna
bezpe¢na prace vodivost
H, vysoka tepelna explosivni
vodivost
He inertni drahy
Ar inertni drahy




Priprava vzorku pro GC

* Plyny, kapaliny - primo

* Pevné latky - po derivatizaci



Objemy davkovanych vzorku

* Plyny - 0.5-5ml

« Kapaliny -



Zpusoby davkovani vzorku

e Pres septum
* Ventilem

* Termalni desorpci



Strikackou

,,splitless*

septum

carrier in

heat source

liner

Heat

E

o metal block

tum
m purge outlet

—— Split outlet




Davkovaci strikacka




Rychlost davkovani




Zpusob davkovani




Automatické davkovace




Ventilem

column*—

I f

carrier carrier




Ventil




Davkovani termalni desorpci




Termostatovani

Injectar

Flonwy

controller

Fecorder




Kolony

* Naplnove — V4 OD — ocel, sklo
délka
e Kapilarni — 0.1 — 0.5 mm ID - kfemen, ocel,
sklo
délka —10 - 100 metru



non-porous

packing

Pt

norous layer




e e/ conventional

Porous

Layer
Open
Tube




Naplnova kolona




Kapilarni kolona

-~ Polyimide coating

=Chemically bonded stationary phase

__




Kapilarni kolona




Eluce




Eluce

e [zotermalni

M

* Gradientova — zvySovani teploty — 400 °C

program med
femperaiure




Eluce

(b)
(a)

a - initial temperature and ime

b - ramp (°C/min)

¢ - final hold time and temperature




Detektory

Destruktivni X Nedestruktivni

Universalni X Selektivni



Teplotn€ vodivostni detektor
TCD

Universalni detektor
Nedestruktivni detektor

[Linearni rozsah — 1

06

Princip — zmena te;

elné vodivosti eluentu



Teplotn€ vodivostni detektor

carrier

Zero :
reference, carrier +

b control /
¢ / sample
| e
'la.)’!

power
supply

recorder




Teplotn€ vodivostni detektor
TCD




Plamenoveé 1onizacni detektor
FID

Specificky

Destruktivni

Linearni rozsah — 10’

Princip — 1onty vznikajici spalovanim

vzorku vyvolavaji narust proudu



Plamenoveé 1onizacni detektor
FID




Plamenoveé 1onizacni detektor
FID




Detektor elektronoveho zachytu
ECD

* Specificky

* Nedestruktivni

 Linearni rozsah - 10*

* Princip — interakce .ééstic se vzorkem

vyvolava pokles proudu



Detektor elektronoveho zachytu
ECD




Detektor elektronoveho zachytu
ECD

anode purge
vent

anode

53N plated surface

44— makeup gas
. COIUMIN




GC MS
permeacni interface




GC MS
prime spojeni

MS 1onizahon
end of source

column




GC analysa

Vimef mmn




Superkriticka fluidni

chromatografie
* Mobilni faze - superkriticka
kapalina

» Stacionarni faze - pevna faze,

kapalina



Superkriticka kapalina

supnr:r'm'cn|
fluid region

temperature



Superkriticka kapalina

Fluid T

CO, 31.3 72.9
N,O 365 725
NH, 1325 1125
n-C, 196.6 33.3
n-C, 152.0 37.5
Cal,F, 111.8 40.7
CHF, 25.9 46.9

"density in g/ml at 400 atm



Superkriticka fluidni
chromatografie

FI-I'E ss5Uure
fran Sdl..H:'_‘Er

detector

injection restrictor
preheater valve




Superkriticka fluidni
chromatografie

_._"_,_._-—'—'—'__
asymptohc
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Superkriticka fluidni
chromatografie

capillary
GC

100,000

)
Q
i
=
=
E
L
-
b
| .
Q
E

1.0 1.1
a, selectivity

Number of plates required fo achieve a
separation with Re = 1.5 and k' = 2




SFC analysa




Superkriticka fluidni extrakce

extraction

thimble

collechon
frap

modifier
FHuids restrictor
nozzle




Superkriticka fluidni extrakce

» Pouzivane kapaliny - CO,
- levny,
- netoxicky
- nizka kriticka teplota

» Pozivan¢ modifikatory
- HCI — kysel¢ prostiedi
- NH; — bazické prostredi



FFF
Field Flow Fractionation



Field Flow Fractionation
princip




Field Flow Fractionation
instrumentace

| Carrier
(solvent)

s

‘ Pump }—4:

Injection
valve

Channel

collector



Pouzivana pole

e Sedimetacni
e Termalni

* Hydraulicke
» Flektrickée



Preparativni FFF




