
Chromatografické Chromatografické metody  II.metody  II.



Aplikační rozsah chromatografieAplikační rozsah chromatografie



ChromatografieChromatografie



Kapalinová chromatografieKapalinová chromatografie

rozdělenírozdělení

 Nízkotlaká (Nízkotlaká (atmosferickýatmosferický tlak) tlak) –– LPC LPC 

 StřednětlakáStřednětlaká (4 (4 MpaMpa) ) –– FPLC FPLC 

 Vysokotlaká (40 Vysokotlaká (40 MpaMpa) ) –– HPLCHPLC

 UltravysokotlakáUltravysokotlaká (100 (100 MpaMpa) ) –– UPLC UPLC 



Kapalinová chromatografieKapalinová chromatografie

využitívyužití

 LPC LPC –– preparativnípreparativní

 FPLC FPLC –– semipreparativnísemipreparativní a analytickáa analytická

 HPLC HPLC –– analytickáanalytická

 UPLC UPLC –– analytickáanalytická



Kapalinová chromatografieKapalinová chromatografie

doba trvánídoba trvání

 LPC LPC –– hodinyhodiny

 FPLC FPLC –– desítky minutdesítky minut

 HPLC HPLC –– minutyminuty

 UPLC UPLC -- sekundysekundy



Zařízení pro LPCZařízení pro LPC



Zařízení pro LPCZařízení pro LPC



Zařízení pro LPCZařízení pro LPC



Zařízení pro LPCZařízení pro LPC



Instrumentace pro LPCInstrumentace pro LPC

 Pumpa Pumpa –– peristaltická nebo gravitaceperistaltická nebo gravitace

 Gradient Gradient –– mísič gradientumísič gradientu

 Dávkování Dávkování –– přímo pumpou na přímo pumpou na 

kolonukolonu

 Kolony Kolony –– skleněnéskleněné

 Detekce Detekce –– spektrofotometrická 254, spektrofotometrická 254, 

280 280 nmnm

 Vyhodnocování Vyhodnocování –– zapisovač zapisovač 

 Sběrač frakcí Sběrač frakcí –– programovatelný programovatelný 



LPCLPC



Instrumentace pro FPLC Instrumentace pro FPLC 

a HPLCa HPLC



Zařízení pro FPLC a HPLCZařízení pro FPLC a HPLC



Zařízení pro FPLCZařízení pro FPLC



Zařízení pro HPLCZařízení pro HPLC



Zařízení pro UPLCZařízení pro UPLC



UPLC x HPLCUPLC x HPLC

• kratší doba analýzy =  vyšší průchodnost 
vzorků (vyšší produktivita) 

• snížení nákladů = menší spotřeba HPLC 
rozpouštědel (ekologie)

• zvýšení separační účinnosti

• snížení meze detekce – zvýšení citlivosti

• •více kvalitativních informací



UPLC x HPLCUPLC x HPLC



UPLC x HPLCUPLC x HPLC



Příprava mobilní fázePříprava mobilní fáze



Příprava mobilní fázePříprava mobilní fáze

•• filtracefiltrace



Odplynění mobilní fázeOdplynění mobilní fáze

••přechod varem za nízkého tlakupřechod varem za nízkého tlaku

••ozvučení ultrazvukemozvučení ultrazvukem

••vakuová filtracevakuová filtrace

••inin--line membránové odplyněníline membránové odplynění

••probublávání inertním plynemprobublávání inertním plynem



PumpyPumpy



Pumpy pracující za Pumpy pracující za 

konstantního tlakukonstantního tlaku



Tlaková pumpaTlaková pumpa



Pumpy pracující za Pumpy pracující za 

konstantního průtokukonstantního průtoku



Lineární dávkovačeLineární dávkovače



Pumpa jednopístováPumpa jednopístová



Pumpa dvoupístováPumpa dvoupístová



Pumpa dvoupístováPumpa dvoupístová



Pumpa dvoupístováPumpa dvoupístová



Tlumení pulsůTlumení pulsů



Tlumení pulsůTlumení pulsů



Gradient nízkotlakýGradient nízkotlaký



Gradient vysokotlakýGradient vysokotlaký



Dávkování Dávkování –– septum septum 



Dávkování Dávkování –– dávkovací ventildávkovací ventil



Dávkování Dávkování –– dávkovací ventildávkovací ventil



Dávkovací ventil Dávkovací ventil –– „Load“„Load“



Dávkovací ventil Dávkovací ventil –– „Inject“„Inject“



Kolony pro FPLCKolony pro FPLC



KolonaKolona

1. kovový plášť
2. Porézní kovová frita
3. Stacionární fáze
4. Převlečný ochranný kroužek
5. Koncová hlavice
6. vstup pro kapiláru se šroubem



PředkolonaPředkolona



Kolony pro HPLC a UPLCKolony pro HPLC a UPLC



Kolony pro Kolony pro nanonano-- a kapilární HPLCa kapilární HPLC



Částicový sorbentČásticový sorbent

tvartvar: sférický (bez povrchových vad): sférický (bez povrchových vad)

rozměr rozměr pro kolony:pro kolony:

analytickéanalytické 1 1 –– 8 8 μμmm

preparativnípreparativní > 10 > 10 μμmm

povrchové rozrůzněnípovrchové rozrůznění

pórypóry

polymerní částicepolymerní částice



Monolitický sorbentMonolitický sorbent

makropórymakropóry:  ~1500 :  ~1500 nmnm; ; mezopórymezopóry: < 50 : < 50 nmnm, , 

mikropórymikropóry < 2 < 2 nmnm

pórovitostpórovitost monolitickémonolitické stacionárnístacionární fázefáze ažaž 8585 %%;;

oprotioproti částicovéčásticové ss pórovitostípórovitostí maxmax 6060 %%

vysokévysoké průtoky za průtoky za nízkýchnízkých tlaků; tlaků; 

velká efektivní plochavelká efektivní plocha  rychlá separacerychlá separace: : 

vysokévysoké rozlišení a rozlišení a vysokávysoká kapacitakapacita



MLML--SF na bázi silikySF na bázi siliky

tetramethoxysilantetramethoxysilan (TMOS)(TMOS)

tetraethoxysilantetraethoxysilan (TEOS)         +      kyselina octová          +          (TEOS)         +      kyselina octová          +          polyethylenglykolpolyethylenglykol

(PEG)(PEG)

MLML--SF na bázi organických materiálůSF na bázi organických materiálů

styrenstyren--divinylbenzendivinylbenzen (S(S--DVB)DVB) izooktanizooktan

metametakkrylrylááttyy tetrahydrofurantetrahydrofuran

vinylvinyl--deriváty (deriváty (vinylpyrrolidonvinylpyrrolidon, vinylacetát), vinylacetát) dekanoldekanol

monomermonomer + polymerační činidlo + + polymerační činidlo + porogenporogen

provedeníprovedení: disk, trubička, plněná kapilára: disk, trubička, plněná kapilára

nevýhodanevýhoda: obtížná výroba: obtížná výroba



PerfúzníPerfúzní chromatografiechromatografie
 VyužíváVyužívá médiímédií -- POROSPOROS médiamédia,, jejichžjejichž částicečástice ((1010,, 2020,,5050

mmm)m) majímají velkévelké příčnépříčné pórypóry -- 600600 -- 800800 nmnm.. MolekulyMolekuly

biopolymerůbiopolymerů unášenéunášené konvektivnímkonvektivním prouděnímprouděním mobilnímobilní

fázefáze sese těmitotěmito pórypóry lehcelehce dostávajídostávají dodo nitranitra částicčástic.. PříčnéPříčné

pórypóry jsoujsou navícnavíc vzájemněvzájemně propojenypropojeny krátkýmikrátkými “difuzními”“difuzními”

pórypóry -- 5050 –– 150150 nmnm.. VytváříVytváří sese taktak síťovásíťová strukturastruktura

ss rozsáhlýmrozsáhlým vnitřnímvnitřním prostoremprostorem propro interakciinterakci nosičenosiče

ss biopolymerembiopolymerem..





PerfúzníPerfúzní chromatografie chromatografie -- principprincip

PrůtokemPrůtokem mobilnímobilní fázefáze vytvářívytváří napříčnapříč každoukaždou částicíčásticí

médiamédia rozdílrozdíl tlaku,tlaku, kterýkterý indukujeindukuje konvektivníkonvektivní toktok

příčnýmipříčnými pórypóry ((perfúzeperfúze)).. BiomakromolekulyBiomakromolekuly veve vzorkuvzorku

sese taktak dostávajídostávají dodo kontaktukontaktu jakjak ss povrchempovrchem částic,částic, taktak

ii ss vazebnýmivazebnými místymísty vv jejichjejich nitrunitru..



Perfúzní chromatografiePerfúzní chromatografie

KK efektuefektu perfúzeperfúze docházídochází jenjen připři určitéurčité průtokovéprůtokové

rychlostirychlosti.. ModerníModerní HPLCHPLC aa FPLCFPLC systémysystémy mohoumohou

zajistitzajistit podmínkypodmínky perfúzeperfúze pouzepouze uu malýchmalých

analytickýchanalytických POROSPOROS kolonkolon ((44..66 xx 100100 mm,mm, objemobjem 11..77

ml,ml, připři průtokovéprůtokové rychlostirychlosti kolemkolem 1010 mlml..minmin--11))..

 VýhodyVýhody veve srovnánísrovnání ss chromatografiíchromatografií konvenčníkonvenční::

 KapacitaKapacita jeje vysoká,vysoká, nezávisínezávisí nana průtokovéprůtokové

rychlostirychlosti..

 RozlišeníRozlišení jeje vysoké,vysoké, nezávisínezávisí nana průtokovéprůtokové

rychlostirychlosti..

 RychlostRychlost separaceseparace jeje obvykleobvykle 1010 -- 100100xx většívětší

nežnež uu konvenčníchkonvenčních médií,médií, řádověřádově sese pohybujepohybuje

vv minutáchminutách..



Perfúzní chromatografie Perfúzní chromatografie -- principprincip



UPLC stacionární fáze UPLC stacionární fáze WatersWaters



UPLC stacionární fáze UPLC stacionární fáze WatersWaters



ChipováChipová chromatografiechromatografie
struktury vyleptané do křemíkové (Si) destičkystruktury vyleptané do křemíkové (Si) destičky

výhodyvýhody: rychlost analýzy, velikost, : rychlost analýzy, velikost, 

malá spotřeba vzorku (< malá spotřeba vzorku (< nlnl !)!)

nevýhodynevýhody: práce s malými objemy : práce s malými objemy 

((povrpovr. napětí, elektrostatické interakce). napětí, elektrostatické interakce)

doprava MFdoprava MF: pumpa, odstředivá síla, el. staticky: pumpa, odstředivá síla, el. staticky



ChipováChipová chromatografie chromatografie AgilentAgilent



DetektoryDetektory



DetektoryDetektory



Refraktometrický detektorRefraktometrický detektor

index lomuindex lomu

šumšum 1010--77

dyn. rozsahdyn. rozsah 101044

citlivostcitlivost 1010--77 g/mlg/ml



Refraktometrický detektorRefraktometrický detektor



Refraktometrický detektorRefraktometrický detektor



Refraktometrický detektorRefraktometrický detektor



„Light scattering“ detektor„Light scattering“ detektor

RozptylRozptyl

šumšum 1010--88

dyn. rozsahdyn. rozsah 101044

citlivostcitlivost 1010--99 g/mlg/ml



„Light scattering“ detektor„Light scattering“ detektor



UV UV –– VIS detektorVIS detektor

detekční celadetekční cela

AbsorbanceAbsorbance

šumšum 1010--44

dyn. rozsahdyn. rozsah 101044

citlivostcitlivost 1010--1010 g/mlg/ml



UV UV –– VIS detektorVIS detektor

detekční celadetekční cela



UV UV –– VIS detektorVIS detektor

s fixní vlnovou délkous fixní vlnovou délkou



UV UV –– VIS detektorVIS detektor

s proměnlivou vlnovou délkous proměnlivou vlnovou délkou



UV UV –– VIS detektorVIS detektor

s diodovým polems diodovým polem



Fluorescenční detektor Fluorescenční detektor 

FluorescenceFluorescence

citlivostcitlivost 1010--99 g/mlg/ml



Fluorescenční detektor Fluorescenční detektor 



Elektrochemický detektorElektrochemický detektor

elektrický proudelektrický proud

citlivostcitlivost 1010--99 g/mlg/ml



Elektrochemický detektorElektrochemický detektor



Konduktometrický detektorKonduktometrický detektor

VodivostVodivost

šumšum 1010--33

dyn. rozsahdyn. rozsah 101066

citlivostcitlivost 1010--88 g/mlg/ml



Konduktometrický detektorKonduktometrický detektor



Aerosolový detektor nabitých částicAerosolový detektor nabitých částic



LCLC--MSMS

počet iontůpočet iontů

citlivostcitlivost 1010--1313 g/mlg/ml



LCLC--MSMS



„Electrospray“„Electrospray“



IonizaceIonizace



Ion TrapIon Trap



KvadrupolKvadrupol



Šum a drift detektoruŠum a drift detektoru

Mez detekce S/NMez detekce S/N > 3> 3

MezMez stanovitelnostistanovitelnosti S/NS/N > 10> 10

> 3



Lineární rozsah detektoruLineární rozsah detektoru



DerivatizaceDerivatizace

 zzvýšení citlivosti výšení citlivosti nebo nebo umožnění detekce umožnění detekce 
vůbecvůbec

 zvýšení rozlišení nebo umožnění zvýšení rozlišení nebo umožnění 
separace vůbecseparace vůbec

 zzamezení nežádoucí sorpce amezení nežádoucí sorpce látek na látek na 
koloněkoloně



Požadavky na derivátyPožadavky na deriváty
 cchemické individuumhemické individuum

 sstabilnítabilní

 reakce kvantitativní, rychlá, selektivní bez reakce kvantitativní, rychlá, selektivní bez 
vedlejších vedlejších produktů za produktů za mírných reakčních mírných reakčních 
podmínek (pH, teplotapodmínek (pH, teplota))

 činidlo musí být činidlo musí být dobře dobře separovatelnéseparovatelné od od 
svých svých produktů na koloně jiné fyzikálněproduktů na koloně jiné fyzikálně--
chemickévlastnostichemickévlastnosti



DerivatizaceDerivatizace

 „„prepre--columncolumn“ “ -- před vlastní před vlastní 
analýzouanalýzou

 „post„post--columncolumn“ “ –– za kolonou po za kolonou po 
analýzeanalýze



DerivatizaceDerivatizace



VyhodnoceníVyhodnocení

 ZapisovačeZapisovače

 IntegratoryIntegratory

 Integrační software + PCIntegrační software + PC



Zjištění plochy Zjištění plochy píkůpíků

u zapisovačů váženímu zapisovačů vážením



Zjištění plochy Zjištění plochy píkůpíků

u zapisovačů planimetremu zapisovačů planimetrem



Zjištění plochy Zjištění plochy píkůpíků

u zapisovačů výpočtemu zapisovačů výpočtem

plocha = základna x výška



IntegratorIntegrator



ProvedeníProvedení

 AnalytickéAnalytické

 PreparativníPreparativní



Analýza kvalitativníAnalýza kvalitativní

 Srovnání retenčních časů (objemů) Srovnání retenčních časů (objemů) 
píkůpíků u vzorku a standardůu vzorku a standardů

 „„spikingspiking“ “ –– přidání standardu do přidání standardu do 
vzoru vzoru  nárůst výšky nárůst výšky píkůpíků

 Specifická detekce Specifická detekce –– UVUV--VIS, VIS, 
fluorescence,  elektrochemickáfluorescence,  elektrochemická

 MSMS



Analýza kvantitativníAnalýza kvantitativní



Plocha (výška) píkuPlocha (výška) píku



Analýza kvantitativníAnalýza kvantitativní

 Metoda externího Metoda externího 
standardustandardu



Analýza kvantitativníAnalýza kvantitativní

 Metoda vnitřního Metoda vnitřního 
standardustandardu



Analýza kvantitativníAnalýza kvantitativní

 Metoda standardního Metoda standardního 
přídavkupřídavku



Problémy při LC analýzeProblémy při LC analýze



LC analýzaLC analýza


