CHROMATOGRAFICKE
METODY II.




APLIKACNI ROZSAH

Metoda Priblizny rozsah | Analyzované latky
M, analytu

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

HPLC 3-10° lonty, latky polarni i nepolarni,
nizkomolekularni i polymery

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

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

CEC, nizkomolekularni i polymery

MEKC)




- 1944 — Martin, Synge

PC aminokyselin
(Nobelova cena)

- 1952 — TLC nahrazuje PC



INSTRUMENTACE PC a TLC




CHROMATOGRAFICKY PAPIR

- Nemodifikovany

- Modifikovany — ionexy, acylace

f. Whatman (Anglie)
Schleicher-Schull (Némecko)



TLC

- Vlastni priprava - sypané, nalevane

- Komeréné dostupné - Silufol (CR)
Whatman



PC a TLC - MODY

- rozdelovaci

- adsorpcni

* lonexova

- hydrofobni — RP a HIC

- gelova permeacni



NANASENI VZORKU

* Pipety

- Kapilary



PROVEDENI

- VVzestupne

- Sestupné

- Kruhoveé

 Dvojrozmerneé



VZESTUPNE




SESTUPNE
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KRUHOVE (RADIALNI)

RECORDED WITH
SCREENCAST MATIC



KRUHOVE (RADIALNI)




VYVIJENI (V UZAVRENE NADOBE)

vzestupne sestupne kruhoveé
vyvijeni vyvijeni (radialni)

Aty i _] o111




DVOJROZMERNE




DVOJROZMERNE

Drop of
mixture

4 ¢

Turn paper 90° clockwise
and use a different solvent

Same
hours
later




DVOJROZMERNE

Total lipids Alkali resistant lipids Total lipids (haloxyfop treated

FFA B * C FERIS Co

DAG DAG
TAG TAG

{ ) MGDG ]\

% U3 (PA:?) ' GlcCer

Dimension 2
Dimension 2

-
2
®
c
o
=
(m]

Z1

LacCer
TriHexCer

Dimension 1 Dimension 1




PROVEDENI

- Analyticke

* Preparativni



DETEKCE

- Fyzikalni
M UAVAVIES
- Fluorescence

- Chemicka — derivatizacce
- Specificka
- Nespecificka

- Na zaklade biologicke aktivity



ANALYZA KVALITATIVNI




ANALYZA KVANTITATIVNI

- Planimetrie

- Denzitometrie




DENZITOMETRIE
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PREPARACE

- PC — vystfizeni a eluce
skvrny

- TLC — vyskrabani a eluce
skvrny
— odsani a eluce
skvrny



KOLONOVA
CHROMATOGRAFIE




KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

ROZDELENI

- Nizkotlaka (atmosfericky tlak) — LPC

- Strednétlaka (4 MPa) — FPLC

- Vysokotlaka (40 MPa) — HPLC

- Ultravysokotlaka (100 MPa) — UPLC



KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

VYUZITI DOBA TRVANI

- LPC — preparativni hodiny
* FPLC — semipreparativni a analyticka  desitky minut

- HPLC — analyticka :
minuty

- UPLC - analyticka
sekundy



ZARIZENI PRO LPC

Column

: %

Monitor E._'I Fractlnn collector




ZARIZENI PRO LPC




ZARIZENI PRO LPC




INSTRUMENTACE PRO LPC

- Pumpa — peristalticka nebo gravitace

- Gradient — misicC gradientu

- Davkovani — primo pumpou na kolonu
 Kolony — sklenené

- Detekce — spektrofotometricka 254, 280 nm
 Vyhodnocovani — zapisovac

- Sbérac frakci — programovatelny



ZARIZENI PRO LPC




LPC

Enzyme
activity

Vo

» Ve

Elution Volume (mL)




INSTRUMENTACE PRO
FPLC AHPLC




ZARIZENI PRO FPLC A HPLC

Column D etector Interface
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Injection valve Pump

Mobile phase (eluent)




ZARIZENI PRO FPLC
FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY




ZARIZENI PRO HPLC




ZARIZENI PRO UPLC




UPLC X HPLC

« KkratSi doba analyzy = vySSi pruchodnost vzorku
(vyssi produktivita)

* snizeni nakladu = mensi spotfeba HPLC
rozpoustedel (ekologie)

e zvyseni separacni ucinnosti
* shizeni meze detekce — zvyseni citlivosti

 vice kvalitativnich informaci



UPLC X HPLC
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UPLC X HPLC




UPLC X HPLC

HPLC Converted to UPLC™
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Original 30 minute HPLC  Converted 5.2 minute UPLC™




HPLC VERSUS UHPLC

Parametr

Vyhody UHPLC

Rychiost

9x vice

Citlivost

Ix vice

Rozlifeni

2% vice

Spotfeba
mobilni faze

10x méné




PRIPRAVA MOBILNIi FAZE

voda methanol voda/methanol




PRIPRAVA MOBILNI FAZE

* filtrace




ODPLYNENI MOBILNI FAZE

* prechod varem za nizkeho tlaku
* 0zvuceni ultrazvukem

 vakuova filtrace

* In-line membranove odplyneni

» probublavani inertnim plynem







PUMPY PRACUJICI ZA

KONSTANTNIHO TLAKU




TLAKOVA PUMPA

solvent
outlet gus inlet

solvant

convection
current

baffle




PUMPY PRACUJICI ZA

KONSTANTNIHO PRUTOKU




LINEARNI DAVKOVACE

to column
—_—

a-syringe  d - motor
b - seale - fill system
¢ - gearing




PUMPA JEDNOPISTOVA
5 |

start of pump




PUMPA DVOUPISTOVA




PUMPA DVOUPISTOVA




PUMPA DVOUPISTOVA




TLUMENI PULSU

PISTON
CAMS MOVEMENT FLOW/PRESSURE

PROEILE PROFILES
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TLUMENI PULSU
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GRADIENT NIZKOTLAKY
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GRADIENT VYSOKOTLAKY
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to the injector
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DAVKOVANI - SEPTUM

MF
.

MF + vzorek
na kolonu




DAVKOVANI
DAVKOVACI VENTIL
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DAVKOVACI VENTIL — ,,LOAD*




DAVKOVACI VENTIL — ,,INJECT*
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oOouph,h WN =

. kovovy plast

. porézni kovova frita

. stacionarni faze

. prevlecny ochranny krouzek

. koncova hlavice

. vstup pro kapilaru se sroubem



PREDKOLONA




KOLONY PRO HPLC AUPLC




KOLONY PRO
NANO- A KAPILARNI HPLC




CASTICOVY SORBENT

tvar: stericky (bez povrchovych vad)
rozmer pro kolony:
analyticke 1 —8 um VRS
preparativni > 10 um o WL

povrchoveé rozruznéni
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MONOLITICKY SORBENT
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makropory: ~1500 nm; mezopory < 50 nm,

mikropory < 2 nm

porovitost monoliticke stacionarni faze az 85 %;

oproti casticove s porovitosti max 60 %
vysoke prutoky za nizkych tlaky;

velka efektivni plocha = rychla separace:

vysoke rozliseni a vysoka kapacita




monomer + polymeracni cinidlo + porogen

ML-SF na bazi siliky

tetramethoxysilan (TMOS)
tetraethoxysilan (TEOS) + Kkyselinaoctova + polyethylenglykol (PEG)

ML-SF na bazi organickych materialu

styren-divinylbenzen (S-DVB) izooktan
metakrylaty tetrahydrofuran
vinyl-derivaty (vinylpyrrolidon, vinylacetat) dekanol

nevyhoda: obtizna vyroba

provedeni: disk, trubicka, plnéna kapilara




PERFUZNI CHROMATOGRAFIE

- Vyuziva médii - , jejichz castice (10,
20,50 um) maji velké pricné pory - 600 - 800 nm. Molekuly
biopolymeru unasené mobilni

faze se temito pory lehce dostavaji do nitra Castic. Pricné
pory jsou navic vzajemné propojeny kratkymi “difuznimi”
pory - 50-150 nm. Vytvari se tak sitova struktura
s rozsahlym vnitrnim prostorem pro interakci nosicCe
s biopolymerem. ;ﬁ "*{‘




PERFUZNI CHROMATOGRAFIE -
PRINCIP

A. Conventional soft-gel media (diffusion) B. Pmios media (perfusion)

Fig. 6. Sample penetration into the center of media

Prutokem mobilni faze vytvari napfi¢ kazdou castici
media rozdil tlaku, ktery indukuje

. Biomakromolekuly ve vzorku
se tak dostavaji do kontaktu jak s povrchem castic, tak
| S vazebnymi misty v jejich nitru.



PERFUZNI CHROMATOGRAFIE

K efektu perfuze dochazi jen pfri urité prutokové rychlosti.
Moderni HPLC a FPLC systémy mohou zajistit podminky
perfuze pouze u malych analytickych POROS kolon
(4.6 x 100 mm, objem 1.7 ml, pfi prutokové rychlosti kolem

10 ml.min-").

- Vyhody ve srovnani s chromatografii konvencni:
B Kapacita je vysoka, nezavisi na prutokové rychlosti.
B RozliSeni je vysoké, nezavisi na prutokové rychlosti.

B Rychlost separace je obvykle 10 - 100x veétsi nez u konvencnich
medii, radove se pohybuje v minutach.



PERFUZNI CHROMATOGRAFIE -
PRINCIP

1

-~

i

i
.-’/, L
| |

! l |
10 15 0 > 2 3

Time ( min) Time ( min)
Fig. 14. Separation of model proteins on POROS S/M; 75 ug load of a protein mixture containing
chymotrypsin (1), cytochrome ¢ (2}, and lysozyme (3); detection at 280 nm; column, 100 x 4.6 mm 1.[D.: 20
mM 2-[N-morpholinojethanesulfonic acid buffer, pH 6.0; detection at 280 nm. (a) | ml/min, [5-min
gradient to 0.5 M NaCl; (b) 5 ml/min; 3-min gradient to 0.5 M NaCl.




UPLC stacionarni faze Waters

technologie "Hybrid (Silicon-Carbon) Particle Technology"
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UPLC stacionarni faze Waters

S ACQUITY UPLC™ BEH C18

ACQUITY UPLC™ BEH C8

______ ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18

ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl




CHIPOVA CHROMATOGRAFIE

struktury vyleptane do kremikove (Si) desticky

pohyb MF: pumpa, odstrediva sila, elektrostaticky

vyhody: rychlost analyzy, velikost,
mala spotreba vzorku (< nl !)

nevyhody: prace s malymi objemy
(povr. napeti, elektrostaticke interakce)



PILLARS (SLOUPKY)
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CHIPOVA CHROMATOGRAFIE
AGILENT

Electric
contact =
Ty

Inert Integrated Integrated Integrated Built-in
polyimide Sprayer-tip Nano LC Enrichment Microfilter
Column Column




PRUMYSLOVE SYSTEMY

Chromatography columns

OVERVIEW

Micro columns Mini columns MP columns Pilot columns Process columns Industrial columns
2e25ml 20- 1500 mi 1-60L 2-20LL 30-2500 L 30 - 2500 L

R&D / Process validation Scale-up Commercial

Segmented columns Full radial columns




PRUMYSLOVE SYSTEMY
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DETEKTORY




DETEKTORY

UV-VIS

FLD

ECD

ELSD

nedestruktivni

nedestruktivni

[nedestruktivni| nedestruktivni

destruktivni

destruktivni

odezva

univerzalni

selektivni

selektivni

selektivni

selektivni

univerzalni

mérena velicina

index lomu

absorbance

absorbance

intenzita
fluorescence

elektricky
proud

rozptyl svétla

typicka citivost (hmotnost/ml)

H9

P9

P9

linearni rozsah

104

10°

10

zavislost odezvy na priitoku

ano

teplotni zavislost

vysoka (104 jed. ind.
lomu)

vysoka (1,5%)

gradientova eluce

ne




REFRAKTOMETRICKY

DETEKTOR

Index lomu

sum 107
dyn. rozsah 10%
citlivost 10" g/ml sample cell

Incident |

i ,5.1'5- fefice . E'l |



REFRAKTOMETRICKY
DETEKTOR

Waters design

light source




REFRAKTOMETRICKY
DETEKTOR




,LIGHT SCATTERING®

DETEKTOR

Rozptyl

Sum 10°
dyn. rozsah 10*
citlivost 10-° g/ml




UV - VIS DETEKTOR
DETEKCNI CELA

Absorbance

sum 10
dyn. rozsah 10?
citlivost 10-'° g/ml




UV - VIS DETEKTOR
S FIXNI VLNOVOU DELKOU




UV - VIS DETEKTOR
S PROMENLIVOU VLNOVOU
DELKOU

reference

duterium photo diode

lamp

comparator

photo diode l

amplifier




UV - VIS DETEKTOR
S DIODOVYM POLEM




FLUORESCENCNI DETEKTOR

Fluorescence

citlivost 10-° g/ml




ELEKTROCHEMICKY

DETEKTOR

elektricky proud

Working pu Reference
citlivost 10-° g/ml Flectroc jeetrode

Counter
alaectrode




KONDUKTOMETRICKY

DETEKTOR

Vodivost

sum 10°
dyn. rozsah 10°
citlivost 10° g/ml




KONDUKTOI\/IETRICKY DETEKTOR
BEZKONTAKTNI




ELEKTROCHEMICK,Y DETEKTOR
AMPEROMETRICKY




ELEKTROCHEMIQKY DETEKTOR
COULOMETRICKY

(O Reference electrode Working electrode

@ Counterelectrode



ELEKTROCHEMICKY DETEKTOR

= | Ligquid chromatography
separates by hydrophobicity

Sample —— = (@
D

16 electrodes
separate by
oxidation potential

il

Response (mA)

Retention tirme {(mim)

Kaddurah-IDaouk IR, et al. 2008,
Aonnu. Rewv., Pharnmacol., Toxicol, 48:653 83




AEROSOLOVY DETEKTOR
NABITYCH CASTIC

Elecirometer

Charge & drawn off

ancd measured by

A SEnsmve elechomeler

"l\ Signal out

Signal s directly
proportonal 1o
uantity of analyte
N sample

Negatneely charged
ion trap remones
hegh-mobility pamces

Analyte paricles
trarssfer thedr chasge

Large
droplets
B il

by a high-vohage
Platmum Conand wine

by charged opposing
secondany gas siream




pocet iontu

citlivost 10-'° g/ml




+ELECTROSPRAY"




IONIZACE




ANALYZATOR

ION TRAP KVADRUPOL



SUM A DRIFT DETEKTORU

Mez detekce S/N > 3
Mez stanovitelnosti S/N > 10



LINEARNI ROZSAH DETEKTORU

mample concentration



DERIVATIZACE

- zvySeni citlivosti nebo umoznéni detekce vubec

- zvyseni rozliSeni nebo umozneni separace
vubec

- zamezeni nezadouci sorpce latek na kolone



POZADAVKY NA DERIVATY

- chemicke individuum

- stabilni

- reakce kvantitativni, rychla, selektivni bez vedlejsich
produktu za mirnych reakénich podminek (pH,
teplota)

- Cinidlo musi byt dobre separovatelne od svych
produktu na koloné jiné fyzikalné-chemické vlastnosti



DERIVATIZACE

- pre-column® - pred vlastni analyzou

- ,post-column® — za kolonou po analyze



DERIVATIZACE

1 - derivatizadéni pumpa derivatizacniho reagentu
2 - postkolonowvy systém

3 - smésovaci komirka (mixar)

4 - chromatograficka kolona

5 - smér toku mobilni faze

& - derivatizacni reaktor (smycka)

7 - smér toku Einidla {(efluentu) k detektoru

Jednostupnova postkolona derivatizace




VYHODNOCENI

- Zapisovace

- Integratory

- Integracni software + PC



HISTORIE KVANTIFIKACE

Zjisteni plochy piku

u zapisovacu vazenim J\\ JL

Zjisténi plochy piku

— vaieni
u zapisovacu
planimetrem *Gi@ \

Zjisteni plochy pika / [ h
U zapisovacu vypoctem r

V4 w 7 v
a = zakladna x vyska




INTEGRATOR




PROVEDENI

- Analyticke

* Preparativni



ANALYZA KVALITATIVNI

- Srovnani retencnich ¢asu (objemu) piku u
vzorku a standardu

- ,Spiking” — pridani standardu do vzoru —»
narust vysky piku

- Specificka detekce — UV-VIS,
fluorescence, elektrochemicka

' MS



ANALYZA KVANTITATIVNI

l
Plocha (vyska) piku




METODA EXTERNIHO STANDARDU
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METODA EXTERNIHO STANDARDU

Figure 1: Calibration plot of response versus concentration.

¥ = 0.2963x + 0.8101
2 = (0.9999

Response

a00
Concentration (ng/mlL)




METODA VNITRNIHO STANDARDU

Kvantitace + eliminace chyb pri priprave vzorku

Vnitini (Interni) standard IS

* nesmi byt pfitomna v puvodnim
vzorku

* nesmi reagovat s zadnou slozkou
vzorku

* musi byt dobre oddelena od
vSech slozek v puvodnim vzorku

 musi se eluovat v blizkosti
stanovovane slozky



METODA VNITRNIHO STANDARDU

Ratio Analyta/lS
Vs
Concantration

Analyte and IS ggnal




METODA VNITRNIHO STANDARDU

Flgure 2: Internal standard calibration plot from data In Table 1.

Y =0.004037 x—0.000051
S,=0.00011,s0 y=0.004037x

r=0.999

Ext. standard/IS ratio

200 400 600 800
Concentration (ng/mL)




METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU




METODA STANDARDNIHO PRIDAVKU

FAgure 3: Standard additions calloration plot from data In Table 1.

Y=402.4x+1055
re=0.998

X

i

2 4 &

Concentration added (ng/mL)




DULEZITE KVANTATIVNIi PARAMETRY

saturation

detector
response

slope = sensitivity

linear range

LOD LOQ




LC ANALYZA
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