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Kapalinova chromatografie

Interaktivni navod
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Kapalinova chromatografie (LC, HPLC)

Interaktivni navod

Fazoveé systemy, popis retence, typy detekce

2. Zaklady instrumentace pro HPLC

Schéma a popis pristroje, davkovani vzorku, kolona

Prace s davkovacim ventilem s vnejsi smyckou

Stanoveni ftalatu v lihovinach, stopova analyza HPLC




Princip separace

= Opakovana distribuce latek mezi kapalnou mobilni a tuhou stacionarni fazi —
latky migruji systémem rtznou rychlosti ve sméru toku mobilni faze, separace

= Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) = kolona 50-300 mm x 2 — 6
mm vnitfni primér, stacionarni faze 3 — 10 um, objemovy prutok 0.5 -5
ml/min, pracovni tlaky 30 — 60 Mpa

= Kolony pro HPLC pInéné diskrétnimi ¢asticemi x monolitické stacionarni faze
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Fazove systemy v HPLC

0 Separace latek na zakladé rozdélovani mezi dvé nemisitelné faze
0 Zakladni rozdéleni podle relativni polarity stacionarni a mobilni faze:

= Systémy s normalnimi fazemi (polarni sorbent, méné polarni mobilni
faze)

m Stacionarni faze: silikagel, alumina, aminopropyl silikagel, diolova stacionarni faze
m  Mobilni faze: hexan, heptan, dichlormethan ve smési s nizkym alkoholem
= Systémy s obracenymi fazemi (nepolarni sorbent, polarni mobilni faze)

= Stacionarni faze: nepolarni typ — oktadecyl silikagel, oktyl silikagel, pentafluorfenyl
silikagel, fenyl-hexyl silikagel

= Mobilni faze: voda ve smési s acetonitriiem, methanolem, ethanolem atd., bezvodé faze —
2-propanol ve smési s hexanem

0 Neékteré dalSi (méné bézné) fazové systemy:
= Chromatografie sterické vyluky

= lontové vyménna a iontova chromatografie

Navrat do menu




Moznosti detekce v HPLC

= Specialni naroky kladené na detektory:
o Vysoka citlivost
o Nizky Sum a drift nulové linie
2 Univerzalnost
o Maly objem detekeni cely (fadove jednotky ul)
o Prizniva cena
= Nutnost kompromisi, neexistuje zcela univerzalni detektor!

= NejCastéji pouzivané detektory v kapalinové chromatografii:

o Spektrofotometricky UV-Vis, hmotnostni spektrometr, fluorimetricky,
elektrochemicky, refraktometricky, vodivostni
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Zaklady instrumentace pro HPLC
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Schéma pfistroje pro kapalinovou chromatografii
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1 — zasobnik mobilni faze

2 — Cerpadlo

3 — odplynova€ mobilni faze
4 — kolona

5 — detektor

6 — termostat

7 — davkovaci ventil

8 — poditac
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Priklad pristroje pro HPLC
F B = Celkovy pohled na sestavu
=1 kapalinového chromatografu
Shimadzu v usporadani pro
vysokotlaky gradient.

y v % =

Dole dve vysokotlaka Cerpadla
LC 20 AD, uprostred degaser

k odplynovani slozek mobilni
faze, nad nim
spektrofotometricky detektor SPD
20A, zcela nahore prostor pro
zasobni lahve se slozkami
mobilni faze.

Navrat do menu




Priklad Cerpadla pro HPLC

= Detailni pohled na vysokotlaké Cerpadlo LC 20 AD.

—
LC-20AD xR

|, B@a6n| MAX 60.0
8.1MPa MIN ©.0

Napravo od klavesnice pro fizeni a programovani
Cerpadla jsou vidét dveé Cerpaci hlavy v paralelnim
zapojeni, uprostred je ventil pro rychlé promyti
cerpadla mobilni fazi.
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Davkovani vzorku do HPLC kolony

= Davkované objemy radové v ul do mobilni faze pod stalym tlakem
— obtokové davkovaci ventily

Celni pohled na $esticestny davkovaci
ventil Rheodyne.

Napravo prepinaci paka s polohami
,2davkovani“ a ,plnéni“, uprostred port
pro zavedeni jehly stfikaCky se
vzorkem, vlevo na drzaku odpadni
nadobka pro prebyteCny vzorek
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' Davkovani vzorkt do HPLC kolony

= Davkovaci ventil Rheodyne z bocniho pohledu.

Nahore je viditelna kapilara pro pfivod mobilni faze od
Cerpadla, uprostred je zapojena kapilara spojujici
davkovaci ventil a separacni kolonu. Za nimi je videt
pripojeni davkovaci smycCka (objem 20 pnl).
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Separacni kolona v termostatu

= Detail separacni kolony pro kapalinovou chromatografii umisténé
v termostatu (s odklopenym vikem).




‘ Davkovani do kapalinoveho chromatografu

= Davkovani s pouzitim davkovaciho ventilu Rheodyne s vnejsi
smycCkou

&

Klikni na
video pro
prehrani

1. Promyti a naplnéni strikacky vzorkem

2. Promyti a plnéni vnéjSi smycky, ventil v poloze LOAD

3. Nadavkovani do toku mobilni faze bez poklesu tlaku, otoCeni ventilu do
polohy INJECT, start analyzy




