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Kapalinova chromatografie
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Cile prednasky
= Experimentalni usporadani
= Kolonova kapalinova chromatografie

= Vysokotlaka kapalinova chromatografie:
cerpadla, kolony, davkovani vzorkd,
detektory

= Aplikace kapalinové chromatografie
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‘ Historie chromatografie

= 40. - 50. leta — chromatografie na papiru a tenké vrstve
(Cramer, Stahl, Macek, Hais)

= 50. léta —Martin & Synge — particni chromatografie
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— Martin & James — plynova chromatografie
= 60. léta — gelova chromatografie
= Zacéatek 70. let — vysokoucinna kapalinova chromatografie
= 90. léta — elektrochromatografie, UHPLC
= 21. stoleti — mikroCipy, UHPLC




‘ Prvni chromatografy
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Rozdéleni podle mechanismu separace

Mob. faze Stac. faze Separacni Chromatograficka technika
mechanismus
Kapalina —Kapalina ——Rozdélovani ——Rozdélovaci chromatografie

_ Pevna latka

(LLC)

—Papirova a tenkovrstva
chromatografie (PC, TLC)

—Sitovy efekt ——Gelova permeacni

chromatografie (GPC)
Adsorpcéni chrom. (LSC)
Tenkovrstva chrom. (TLC)

—Adsorpce

lontové vymeénna

—lontova vymena —. s matografie (IEC)

—Biospecificka —Bioafinitni chromatografie
chem. reakce




Uc¢innost separace

Zakladni faktory ovliviujici rozsirovani zon v
kapalinové chromatografii
o turbulentni difuze v mobilni fazi
o molekularni difdze v mobilni fazi
o odpor vuéi pfevodu hmoty na fazovém rozhrani

VSechny tyto faktory zahrnuty ve van Deemterov € rovnici
pro vysku teoretického patra

A — faktor turbulentni difuze
H=A+ B +C [y  B-—faktor molekularni difuze

u C — faktor odporu proti prevodu
hmoty




‘ Udinnost separace

H — vySkovy ekvivalent

H um o teoretického patra
* u — linearni rychlost toku
mobilni faze kolonou
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Vypocet ucinnosti z retencnich dat

- nastrik
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HPLC

[ Separace latek na zakladé rozdélovani mezi dvé
nemisitelné faze

[ Zakladni rozdéleni podle relativni polarity stacionarni a
mobilni faze:

B Systémy s normalnimi fazemi (polarni sorbent,
mené polarni mobilni faze)

B Systémy s obracenymi fazemi (nepolarni sorbent,
polarni mobilni faze)

Prvni systéemy s obracenymi fazemi v 50. letech (kapalina
— kapalina); dnes naprosto prevazuji - pres 80% vSech
aplikaci v systemech s chemicky vazanymi nepolarnimi
fazemi.




Popis retence

K

Teoreticky popis retence v systemech s obracenymi
fazemi

NejCasté€ji se vychazi z modelu distribuce latky mezi
stacionarni a mobilni fazi — reten ¢ni faktor

Vg — objem stacionarni faze v koloné

\/S K —_ VR 1 V,, — objem mobilni faze v koloné
D _ 4 Vd - Ve
V. — retencni objem latk
VI\/I VM R | \

Kp — distribucni konstanta latky mezi
stacionarni a mobilni fazi




‘ Popis retence

Mobilni faze - (nejCastéji) smés vody a organickeho
rozpoustédla; retencni faktor zavisi na jeho koncentraci:

Iogk:a—mq)+§¢<

a,m,d — konstanty zavislé na typu latky a
mobilni fazi
¢ - koncentrace organickeho rozpoustédla v
mobilni fazi
Casto Ize kvadraticky &len zanedbat (zvl. v mobilnich fazich s
methanolem).
Gradientova eluce

Méni se slozeni mobilni faze béhem analyzy a vzrista jeji
elucni sila.




Vysokoucinna LC - HPLC

kontinualni detekce

vysoka ucinnost ( > 40 000 pater)
rychlost (<15-20 min)

vysoke tlaky (5-40 MPa)
separace ovlivnéna naplini

o 0o 0o 0o o 0o o o

kolony i mobilni fazi
— mechanismus separace

Schéma kapalinového chromatografu
1-zasobnik mobilni faze, 2—Cerpadlo,
3—odplynova¢ mobilni faze, 4—kolona,
5—detektor, 6-termostat, 7—davkovaci
ventil, 8—pocitac

kratké kolony (3-25 cm), vnitfni prdmér 0,5-6 mm
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automaticka od zavedeni vzorkd po vyhodnoceni dat

naplné s malymi ¢asticemi (1-10 um) a tzkou distribuci
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Cerpadla mobilni faze

o pratoky 0.5 — 5 ml/min, nutna reprodukovatelnost okolo
1%, presnost okolo 1% a co nejmensi kolisani pratoku

o konstrukce Cerpadla musi byt schopna poskytovat
zvoleny prutok az do tlaka 40 — 60 MPa (100 MPa)

o gradientova eluce

Elektromotor

Valec naplnény mobilni fazi
— \
__ 0\ Kolona

| E / j‘a Cerpadlo na
o pist Ventl ] principu
revedovia pinent velkoobjemové
cerpadia LT injek &ni st Fikaéky

Zasobnik mobilni faze




Gerpadla mobilni faze

Tésnéni pistu Kolona

i

Elektromotor

————— Vytlacny
(\: / /////({//////////// ,’ vent,||
/ Pracovni / E\\?ear?tlil
Prevodovka Pist prostor valce —

Zasobnik mobilni faze™

Jedno cinné pistove c¢erpadlo s malym objemem
cinné casti




Davkovani vzorku

Nutnost zavadét vzorek do systému proti vysokemu tlaku
uvnitf systému (desitky MPa)!

1 septovy (prupichovy) davkovac (historicky)

O smyckovy davkovac€ — davkovani bez tlaku béznou in;.
stfikackou, nevyhodou fixni davkovany objem




‘ Davkovani vzorku

VZOREK  ODPAD VZOREK  ODPAD




Kolony pouzivané v HPLC

Velikost a tvar c¢astic

d Nepravidelné

a4

A Sférické — vyssSi ucinnost, rovnomeérné plneni

Velikost ¢astic modernich sorbentt < 10 pm, plné porovité
castice, ¢im mensi tim vyssi ucinnost, ale rostou problémy
s plnénim a vysokymi pracovnimi tlaky:.

NejnovejSi mikronaplné s velikosti ¢astic pod 3 pumas
velmi vysokou ucinnosti a velkou rychlosti separace.




Kolony pouzivané v HPLC

Klasifikace podle pr umeéru, délky a pr Gtoku mobilni faze :

o Preparativni kolony: d > 10 mm, délka v desitkach cm,
prutok m.f. desitky — stovky ml/min

o Analytické kolony: d=2-8 mm, délka 5-30 cm, prutok m.f.
0,5-3 ml/min

o Mikrokolony: d =0,5-1 mm, délka 5-30 cm, prutok m.f. 0,05-
0,2 mi/min

o Kapilarni kolony: d =100-500 pum, délka 10-30 cm, prutok
m.f. 1-20 pl/min

Podle povahy loze stacionarni faze
o Kolony plnéné diskrétnimi ¢asticemi sorbentu

o Monolitické kolony se stacionarni fazi pfipravenou ,in
situ“ ve forme jednoho kusu




NaplIne kolon pouzivané v HPLC

d prevazné naplné s chemicky vazanymi stacionarnimi
fazemi, riznda polarita stacionarni faze podle navazane
funkcéni skupiny

B polarni (-NH,, diolova)
B stfedne polarni (-NO,, -CN)
B nepolarni (-Cg, -Cg, -fenyl)

 méné Casto stacionarni faze z nemodifikovaného
silikagelu, aluminy a typu organickych polymeru (styren-
divinylbenzen, polyethylenglykolmetakrylat), u org.
polymeru vySSi stabilita naplné v bazickych mobilnich
fazich.




Naplné kolon pouzivané v HPLC
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Kolony pouzivané v HPLC

3,9 UM
castice

10 um
4y Castice




Kolony pouzivané v HPLC




Detektory v kapalinové chromatografii

Specialni naroky kladené na detektory:
O Vysoka citlivost
O Nizky Sum a drift nulové linie
O Univerzalnost
O Maly objem detek¢ni cely (fadoveé jednotky pl)
O Pfizniva cena

Nutnost kompromis U, neexistuje zcela univerzalni detektor!

Nejcasteji pouzivané detektory v kapalinovée
chromatografii:

O Spektrofotometricky UV-Vis, hmotnostni spektrometr,
fluorimetricky, elektrochemicky, refraktometricky, vodivostni,
infraCerveny




Spektrofotometricky detektor

Cista mobilni faze Referentni
1 l cela detektoru
Fotoelektrické 7 7 /;/ Zdroj
clanky AV 00 uvvis
N %/%;5 — zéaieni
G 4
T
% P
é Mérna cela
é/ detektoru

Mobilni faze z kolony

Viastnosti:
O nejbéznéjsi
1 stala nebo

proménna vinova
delka

U detektor s
fotodiodovym polem
— velky pocet
plosnych fotodiod

J meze detekce cca
1010 g/ml




Detektor s diodovym polem

Q rekonstrukce spektra/chromatogramu pfi zvolené vinoveé délce nebo Case
O identifikace z knihovny, spektralni Cistota piku




Moderni trendy v LC

= Mikrofluidika, lab-on-chip
= Detekéni systemy, LC/MS, LC/MS/MS, LC/NMR
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Moderni trendy v LC

= Monolitické stacionarni faze
= Sub-2 um &astice, povrchové porézni castice

J. Urban:

Hypercrosslinking: New approach to porous polymer
monolithic capillary columns with large surface area
for the highly efficient separation of small molecules.
Journal of Chromatography A 1217 (2010) 8212.
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Mikrokolonové kapalinova chromatografie na monolitickych kapilarnich
kolonach s vazanymi cyklodextriny.
Diplomova préace, Univerzita Pardubice, 2011.




Moderni trendy v LC

= Rychlé separace v radu desitek sekund-minuty,
RRLC, UHPLC
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40+ P. Jandera a kol.:
Comparison of various second dimension
gradient types in comprehensive

20 \ A L U two-dimensional liquid chromatography.

Journal of Separation Science 33 (2010) 1382.
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Absorbance

Moderni trendy v LC
= Vicerozmérne separacni metody

P. Cesla a kol.:

Optimization of two-dimensional gradient liquid
chromatography separations.

Journal of Chromatography A 1216 (2009) 3443.




