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Injection

(teorie a praxe chromatografie)

Chromatografie

Podstatou je rozdélovani slozek smési davkovaného vzorku mezi dvéma fazemi

Stacionarni faze je nepohybliva (silikagel, celul6za, polymerni castice)
Mobilni faze je pohybliva (voda, pufry ¢i smés organickych
rozpoustédel)

Ruzné slozky vzorku se vice ¢i méné ochotné poutaji ke stacionarni fazi
Slozky, které se poutaji vice, se pohybuji pomaleji, slozky, které se poutaji méné, se

pohybuyji rychleji

Historicka metoda, avSak v soucasné dobé¢ je dovedena téméf k dokonalosti




Chromatografie

Michail Sergejevic Cvét (1872-1912) rozdélil v roce 1906 na sloupci jemné
praskovaného uhlic¢itanu vapenatého listovou zeleil na nékolik slozek.
Poprvé od sebe oddélil a popsal chlorofyl a a chlorofyl b

~Chs (R =CHy (B =CHO
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Chromatografie

Podle technického uspotadani se d€li chromatografie na dvé
hlavni techniky:

Metodicky jednodussi planarni

(vyzaduje jednoduché¢ laboratorni zatizeni, Ize ji provést
improvizovang i doma)

Slozitéjsi sloupcovou
(vyzaduje slozité ptistrojové zajisténi)
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Smési organickych rozpoustédel
s vodou, ¢asto je nutné adjustované pH

Planarni chromatografie — vyhodnoceni dat (kvantita)
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Planarni chromatografie — ptiklad

,,,,,,,,,,,,,, >
hutanol-acetic acid-water

., Dvojdimenziondalni* technika délent cukrii z plavune (start vpravo dole)
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Kolonova chromatografie

Podle typu mobilni faze se déli na:
plynovou (GC)
kapalinovou (LC)

Podle typu interakce latek se déli na:
adsorpéni (adsorpce)
ionexovou (interakce s ionty)
gelovou (velikost molekul)

Déleni neprobiha v plosném usporadani, ale na
rizné dlouhé koloné

Kolonova chromatografie

Na cistou kolonu se do proudu mobilni faze nadavkuje smés latek. Pritokem
mobilni faze dochazi k separaci slozek smési podle jejich afinit ke stacionarni fazi.




Ta céast piivodni smési, ktera se na kolonu
vaze nejmeéné, ji opousti jako prvni. Ta
cast, kterd se vaze nejvice, jako posledni.

H{HETF) um

A Pagtingterm
8 Longitudinal dffusion tsrm
G Mass transier tarm

H=Hy+ Hg+ Hp

Hhier

A B ¢

Figure L.11 Van Dessnter's curve in pas chromatography with the domaing of parameters A,
B and Cindicated. There exists an equation similar to that of Van Deemter that considers
temperature: H=A+ B/T +CT.

Van Deemterova rovnice: hledani optimalni

Resultant
Rt pritokové rychlosti v daném usporadani
H
Optimum
Flow Rate
" H=A+2+Cu

rk B Term — : u
Flow Rate u
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P

Peak
Number Compound
1 34-Dihydroxybenzoic acid (#08992)

Vanillin (4PHR1245)
2,6-Dimethoxyphenol (#53877)
Phenethyl alcohol (#PHR1122)
2-Methoxy-4-vinylphenol (439189)
4-Ethylphenol (#36724)
4-Ethylguaiacol (¢39774)

Figure 2 Mixture of Seven Typical Whisky Compounds.
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| Caffeine

Benzocaine

LSD

10 15 20 T

IGURE 6 - Chromatogram obtained afler injection of standards of caffeine (t,= 1.92 min), benzocaine
t,=4.33 min), LSD (1, =7.64 min), cocaine (t, = 12.77 min) and lidocaine (t,=23.51 min).
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Plynova chromatografie (GC)

Potieby: plynovy chromatograf

iy

ﬁ
U

Zakladni soucasti

Zdroj plynu a regulace prutoku
Davkovaci zatizeni

Kolona a termostat

Detekéni zafizeni

Plynovéa chromatografie (GC)

Pouziti pro latky, které lze snadno pievést do plynného stavu
(derivatizace: cukry, mastné kyseliny — TMS)

Mobilni faze: vodik, dusik, argon, oxid uhlicity
Stacionarni faze: kapilarni, naplioveé kolony

Bézna detekeni zafizeni:
TCD (tepelné vodivostni detektor, spalovani latky na zhavém vlakné — zména
teploty = zména vodivosti)
FID (plameno ioniza¢ni detektor, ionizace plamene)
MS (hmotnostni detektor, na principu hmotnostniho spektrometru)
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Kapalinové chromatografie (LC, HPLC)

HPLC = high presure (performance) liquid chromatography
Potieby: kapalinovy chromatograf

Data
Recorder

Recorder

Zéakladni soucasti Pump

Rezervoar mobilni faze

a vysokotlakd pumpa s mixérem Injector Detector

Davkovaci zafizeni
Kolona a termostat

Detekéni zatizeni

Waste

Solvent
Reservoir
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Kapalinové chromatografie (HPLC)

Pouziti pro netekavé latky

—=p
i
=

Mobilni faze: voda, organicka rozpoustédla
Stacionarni faze: kolona s naplni

Bézna detekeni zatizeni:
DAD (detektor diodového pole = UV/VIS detektor)
FLD (fluorescencni detektor)
MS (detektor na principu hmotnostniho spektrometru)
RI (refraktometricky detektor)
CD (elektrochemicky detektor)

=
L5~
=i

Kapalinové chromatografie (HPLC)

Kolony uzivané pii HPLC:

Silikagelové (normalni fize) (polarni)
Modifikovany silikagel, tzv. reverzni faze C18 (nepolarni)
Modifikovany silikagel, tzv. aminofaze NH, (specialni)
Modifikovany silikagel, tzv. nitrilova CN (specialni)
Gely pro gelovou filtraci (specialni, déleni podle Mw)
Iontoménice (IMAC)

Dalsi komeréné dostupné kolony, urc¢ené pro specialni aplikace
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Elution through the Column

16



Kolonova chromatografie — vyhodnocovani dat
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E . Teplotou, prutokovou rychlosti
%, Isokratickym / gradientovym uspofadanim
z 4 2 & ¢as [min]
I Nitro Compounds (0)
I 100X Methanol

0.00 1.85 2.50 3.75 5.00 6.26 7.54
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Nitro Compounds (b)

80X Methanol

0.00 1.25
AT in minutes

2.50

R 5.00 6.26 7.54

Nitro compounds (C)
60% methanol
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Nitro compounds

~ 40% methanol

.

Nitro compounds
55% methanol

0.00 2.18 £ X : ! 13.12 15.31 17
RT in minutes




Kolonovéa chromatografie — ptiklady separaci
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Fig 1. Amino Acid standard. Eluantzs: Na270, Na740, RGO11, column
[I34110T, temperature gradient from 30 °C to 70 °C.

w1

Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

5

Original HPLC separation of
caffeic acid derivatives from
Echinacea Purpurea, a natural
product. (<)

; . . UPLC separation ( | )

Méné€ vzorku, vetsi
citlivost, rychlejsi
separace, mensi spotieba
mobilni faze
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Kolonova chromatografie — dalsi druhy:

GPC - Gelov¢ permeac¢ni chromatografie
vhodna pro déleni makromolekul

Carbohydrate

polymer bead (g o %5 > J
g, i
small molecules :ej., i Vi A
enter the e
aqueous spaces <[ © Tigaa ? .
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Large oA

molecules | log My

cannot enter i

beads Z&vislost eludniho objemu Vg na logaritmu relativni molekulové

hmotnosti M. pfi GPC
Stacionarni faze je tvofena polymerem s pory, do
Flow direction  kterych mohou pronikat malé molekuly, ale velké ne

31/34

Kolonova chromatografie — dalsi druhy:

GPC — ur¢eni molekulové hmotnosti

standard
proteins

_-—

-
unknown H:r
protein e

! Na ose x je logaritmus relativni molekulové hmotnosti




Gel Permeation Chromatography
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a3 Ve Molecular Weight Ranges for Gel Filtration Media
100 10 100 10° 00 107 100
54
45 4 Sephadex G-15 Sephacry[5-400 HR
4 4
3.5 y=-0.5355x+10.046 14kD [ SepharosedBondcias ]
R?=0.9905 n' Sepharose 2B and CL-26
3 1 Vitamin B12
254
Toyopearl HW-50
Toyopearl HW-55
2
7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 130 cartHW.r,

(R NI
Elution time (min) 100 £ e

L O O T T N Ty T B T I T
S0 s e s08 s 0 s




Kolonova chromatografie — dalsi druhy:

Afinitni chromatografie na nosicich obsahujicich
navazana barviva nebo protilatky:

Barviva jsou podobna nékterym kofaktorim
Pouziti pti separacich proteinti

Chiralni separace: dilezité zeyjména ve farmacii
Stacionarni faze napt. cyklodextriny

L2y L-(2S,3R)-(-)-threonine
2 D-(2R,3S5)-(+)-threonine
£ 100+
'I-ti -
& 1
>
@ 50
O—W b
Bl m » B E B BB LW B &E [ % B R B & W
0 2 4 6 8 10 12 14

Time /! min

o R e s e S s s ey

Priklad chiralni separace (povSimnéte si uvedenych konfiguraci)
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Kolonova chromatografie — dalsi druhy:

IMAC — afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kov
vhodna pro déleni makromolekul
r A

Chromatografie na ionexech,

obsahujicich

navazané dvojmocné ionty Co, Cu, Ni, Zn ?&

s kladnym nabojem (27) e
LNTAV Ni - 6 His binding J

Makromolekuly (jejich ¢asti) s

prevazujicim S~

negativnim nabojem s kovy interaguji

Nejbéznéjsi vyuziti: pii purifikaci
rekombinantich proteinti, obsahujicich
tzv. histidinovou kotvu (6x His)

Protein

{c) Antibody-affinity chromatography

A ;\‘&x Nahote vlevo: obecny princip
e PN — — sorpce a vymyvani latek z
Gy Q?Q dfé| (j% kolony; nahote vpravo ptiklad
recognized tp« | Elute q)« ZéChytl.l rekombinantniho
. :\rr‘j:::;bodv O:.é Wash q’é: E,.',:; Qfé proteinu s histidinovou kotvou;
Licggggggv ; Az urer 3 dole vlevo piiklad afinitni
. 23 ?b chromatografie, zalozené na
N N interakci proteinu (v roztoku) s
4 pevnou fazi s navazanymi
¢ protilatkami.
BUE
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Tento material je ur€en pouze pro vyuku studentd.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

Pokud ma nékdo dojem, ze pouzité obrazky (jiné nez moje vlastni)
jsou kryty copyrightem, necht mi da védeét.

If somebody believes, that pictures or figures in this presentation
are covered by copyright, please let me know.

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)
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