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Chromatografie

Podstatou je roztbvani slozek s&si davkovaného vzorku mezi ¢ima fazemi

Stacionarni faze je nepohybliva (silikagel, celuldéza, polymestice)
Mobilni faze je pohybliva (voda, pufdy smés organickych
rozpoustdel)

Razné slozky vzorku se vige mén: ochotré poutaji ke stacionarni fazi

Slozky, které se poutaji vice, se pohybuji pomadégizky, které se poutaji m&rse
pohybuiji rychleji

Historicka metoda, avSak v s@asné dob je dovedena té#h k dokonalosti



Chromatografie

Michail Sergejevi Cvet (1872-1912) rozélil v roce 1906 na sloupci jendn
praskovaného uhiitanu vapenatého listovou zélea rékolik slozek.
Poprvé od sebe odil a popsal chlorofyl a achlorofyl b
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Chromatografie

Podle technického usfaani se &i chromatografie na dv
hlavni techniky:

Metodicky jednodussSilanarni

(vyzaduje jednoduche laboratorniizani, lze ji provest
Improvizovark | doma)

"N /

SlozigjSi sloupcovou
(vyzaduje slozite fystrojove zajiini)



Planarni chromatografie vzestupné  sestupné - kruhové
vyvijeni vyvijeni (radialni)

vyvijeni
 —

(tenkovrstva /TLC/, papirova /PC/) Deksel

Potreby:

Wuvijeci tank (nadoba) Papler | |

Stacionarni faze (chromatografické desky;, A il a Y
chromatografické papiry) Sio midde]

Mobilni faze (voda, organicka rozpoesia) s

Nanaseci zdézeni (pipeta, kapilara) Oplos-

S by «
Detelkeni Cinidlo / susarna / UV lampa middel



Postup dleni snesi pii planarni chromatografii
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Vyhodnocovani chromatogramu:

Kvalita: reten ¢ni faktor R ¢:
vzdalenost od startu ke'atlu zony latky a

vzdalenost od startudelu mobilni faze b

R jevzdy mensinez1l. |Idealni 0.1 < RO0.9

Kvantita: rozsah skvrny (plocha):

okometricky, densitometricky nebo analyzou obrazu
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Tenks vrstva
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NejbéznejSi stacionarni faze:

Papir

Celul6za

Silikagel

C-18 reverzni faze
Polyamid
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Po vwijeni

NejbeznejSi mobilni faze:

Smesi organickych rozpouddel
s vodougasto je nutné adjustované pH



Planarni chromatografie — vyhodnoceni dat (kvantita)

;2 3 , & 7 g signal
< .
i . m— e
—» sleenovani
5 chromatogramu o
1 swételny zdroj 5 chromatogratn a i
2 Cocka & fotonaszobic
3 monochromator 7 zesilovac
4 zrcadlo 5 zapisovad "pu]uha
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Planarni chromatografie ¥iglad

Déleni snesi rostlinnych pigmetitv
sousta¥ petrolether — aceton
(100:11) na tenké vrst\silikagelu

1

carotenes——F——___

pheophytin

chloraphyll a _ \
\

rtein [ . "
- violaxanthin ———— ——— De¢leni pigmenit probiha pouze v

neoxanthin — .

— by jednom sndru (zdola nahoru). Jde o

\gj é T — Jednodimenzionalni‘tiéleni, které je
nejcastjsi. Start v dolnicasti desky.
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Planarni chromatografie vzestupné  sestupné - kruhové
vyvijeni vyvijeni (radialni)

vyvijeni
 —

(tenkovrstva /TLC/, papirova /PC/) Deksel

Potreby:

Wvijeci tank (nadoba) Papler & |

Stacionarni faze (chromatografické desky;, A il a Y
chromatografické papiry) Sio midde]

Mobilni faze (voda, organicka rozpoédia) s

Nanaseci zdzeni (pipeta, kapilara) Oplos-

S by «
Detelkeni Cinidlo / susarna / UV lampa middel
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The scan of TLC plate (silica gel G) with 10 esg®rtils developed with mobile phase toluene - ethyl
acetate (93:7 v/v), next sprayed with vanillin iB$04 and heated. From left to right oils from:
bergamot, cedar, eucalyptus, syzygium, lavanduilat, mrange, pine, spruce. ldentified components:
B1l and L1 - linalol, B2 and L2 - linalyl acetate, Eginneol, G1 - eugenol, G2 - carryophyllene.
Doubtfully identified components - C1 - cedrol, M3 enthol, P1 - limonene.
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Planarni chromatografie ¥iglad
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,Dvojdimenzionalni“technika @leni cuke: z plavu@ (start vpravo dole)



Tenks vrstva

" nebopapis

Celo mobilng Fize




Kolonova chromatografie

Podle typu mobilni faze seldna:
plynovou (GC)
kapalinovou (LC)

Podle typu interakce latek selidha:

adsorgni (adsorpce)
lonexovou (interakce s ionty)

gelovou (velikost molekul)

Déleni neprobiha v ploSnéem uspdani, ale na
razn¢ dlouhékoloné




Kolonova chromatografie

Na cistou kolonu se do proudu mobilni faze nadavkujsdatek. Piitokem
mobilni faze dochazi k separaci slozeksmodle jejich afinit ke stacionarni fazi.



Ta cast pivodni srési, ktera se na kolonu
vaze nejmead ji opousti jako prvni. Ta
cast, ktera se vaze nejvice, jako posledni. =
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Figure 1,11 Van Deemmter's curve in gas chromutegraphy with the domains of parameters A,
B and C indicated. Thers exists an equation smilar to that of Van Deemter that considers

temperature: H=A+ B,/T + LT,

CTerm

Resultant
Oiptitroam
Flow Rate

H /
/ & Term
w‘)‘/\ B Term

Flow Rate

Van Deemterova rovnice: hledani optimalni
prutokove rychlosti v daném uspéadani

H=A+§+Ca
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3 Peak

Number Compound
3,4-Dihydroxybenzoic acid (#08992)
Vanillin (#PHR1245)
2,6-Dimethoxyphenol (#53877)
Phenethyl alcohol (#PHR1122)
2-Methoxy-4-vinylphenol (#39189)
4-Ethylphenol (#36724)
4-Ethylguaiacol (#39774)

Figure 2 Mixture of Seven Typical Whisky Compounds.
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Plynova chromatografie (GC)

Poteby: plynovy chromatograf E

Zakladni sogasti

Zdroj plynu a regulace fptoku
Davkovaci zéizeni

Kolona a termostat

Detelkéni z&izeni




Plynova chromatografie (GC)

Pouziti pro latky, ktere Ize snadntepést do plynného stavu
(derivatizace: cukry, mastné kyseliny — TMS)

Mobilni faze: vodik, dusik, argon, oxid utty
Stacionarni faze: kapilarni, naphé kolony

Bézna dete&ni zaizeni:
TCD (tepel® vodivostni detektor, spalovani latky na zhavem wakanena
teploty = zné¢na vodivosti)
FID (plameno ionizéni detektor, ionizace plamene)
MS (hmotnostni detektor, na principu hmotnostniho spektrometru)
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Plynova chromatografie (GC)
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Priklad: GC chromatogram s#ai benzen, toluen, ethylbenzen a xylen
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Flavor Compounds in Malt Whiskey on Stabilwa@-DA



Kapalinova chromatografie (LC, HPLC)

HPLC = high presure (performance) liquid chromatogre ;-
Poteby: kapalinovy chromatograf '

Data
Recorder

Recorder

I

Zakladni sogasti Pump
Rezervoar mobilni faze

a vysokotlaka pumpa s mixeére
Davkovaci zéizeni

Kolona a termostat

Detelkeni zaizeni

Column

Injector Detector

Solvent Waste
Reservoir
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Kapalinova chromatografie (HPLC)

Pouziti pro netkaveé latky

. ey - z i =
Mobilni faze: voda, organicka rozpoédia |
Stacionarni faze: kolona s naplni

Bézna detekni zaizeni:
DAD (detektor diodoveho pole = UV/VIS detektc
FLD (fluorescesini detektor) ‘
MS (detektor na principu hmotnostniho spektrometru)
RI (refraktometricky detektor)
CD (elektrochemicky detektor)

ree—
]



Kapalinova chromatografie (HPLC)

Kolony uzivane fi HPLC:

Silikagelové(normalni faze) (polarni)
Modifikovany silikagel, tzvreverzni faz«€C18 (nepolarni)
Modifikovany silikagel, tzv. aminofaze NH (specialni)
Modifikovany silikagel, tzv. nitrilova CN (specialni)
Gely pro gelovou filtraci (specialniglkni podle Mw)
lontomenice (IMAC)

DalSi kome&né dostupné kolony, dené pro specialni aplikace



Kapalinova chromatografie (HPLC)

Mobilni faze: obectivoda, pufryi smesi s organickymi rozpousdly

Metanol, acetonitril, voda (reversni faze)
Hexan, isopropanol, HAc (normalni faze)
Pufry (jiné kolony)
Isokraticky rezim slozeni mobilni faze je stalgrsde
Gradientovy rezim slozeni mobilni faze se ul@hu analyzy mani
napriklad 0 min 100% vody 0% MeOH

10 min  10% vody 90% MeOH



Chromatogram

Elution through the Column




Kolonova chromatografie — vyhodnocovani dat
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(=]

¢as [min]

2 4 £ 2

= o
L 1 L 1 —

]
L 1

Wimn— 2,354"3
w=4;

odezva detelktoru

1
| 3

t,, — .mrtvy ¢as” — inertni latka

t, — retergni ¢as

w — Sika piku u zakladny

h — vysSka piku

A — plocha piku ziskana integraci
RozliSeni pik

_ 2 (tgs "ty | 2y

quj .
Wit w, Wit W

RozliSeni Ize ovlivnit:

Volbou stacionarni a mobilni faze

Teplotou, péitokovou rychlosti

Isokratickym / gradientovym usp@danim
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Kolonova chromatografie <jklady separaci
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Fig 1. Amino Acid standard. Elvants: Nal70, Nas40, RGOL, column
(15341187, temperature gradient from 39 °C to 70 °C.



Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

[LEC R 5
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Meéne vzorku, \&tsi
citlivost, rychlejSi
separace, mensi speba
mobilni faze
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[ |1

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

UPLC separation | )
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Carbohydrate

polymer bead -

small molecules
enter the

2qUEDUS Spaces |

wiathin beads

Large
molecules
cannot enter
beads
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Kolonova chromatografie — dalSi druhy:

GPC - Gelo¥ permeani chromatografie
vhodna pro deni makromolekul

Cc

log iy

Zdvislost eluZniho objemu Vp na logaritmu relativni molekulové

hmotnosti Mr pEi GPC

Stacionarni faze je tvena polymerem s pory, do
Flow direction -~ Kterych mohou pronikat malé molekuly, ale velké ne



Kolonova chromatografie — dalSi druhy:
GPC — uéeni molekulové hmotnosti

Standar
i'-:-"'_- rntem
............ -:}

@nhnnwrj; l
rotein )

I Na ose x je logaritmus relativni molekulové hnuxtti




Kolonova chromatografie — dalsi druhy:

Afinitni chromatografie na no&ich obsahujicich
navazana barviva

Barviva jsou podobnéckterym kofaktodm
Pouziti i separacich protein

Chiralni separacedilezité zejména ve farmacii
Stacionarni faze napcyklodextriny



Kolonova chromatografie — dalSi druhy:

IMAC — afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech kov
vhodna pro deni makromolekul

r A
Chromatografie na ionexech, obsahujicich
navazané dvojmocné ionty Co, Cu, Ni, Zn

s kladnym nabojem (2 ?@
Makromolekuly (jejichcasti) s pevazujicim

negativnhim nabojem s kovy interaguji R
Lr:JTA- Mi - 6 His binding J

NejbeznéjSi vyuziti: pii purifikaci

rekombinantich protein obsahujicich tz\histidinovou kotvi§ex His)



Tento material je uréen pouze pro vyuku studenta.

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 védét.

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

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)



