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(teorie a praxe chromatografie)

Chromatografie

Podstatou je rozdbovani slozek sisi davkovaného vzorku mezi &wa fazemi

Stacionarni faze je nepohybliva (silikagel, celuléza, polymeistice)
Mobilni faze je pohybliva (voda, pufi smes organickych
rozpoustdel)

Rizné slozky vzorku se vieg méns ochotré poutaji ke stacionarni fazi

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

Historicka metoda, avsak v smsné dob je dovedena té&i k dokonalosti

Chromatografie

Michail Sergejevi Cvet (1872-1912) rozelil v roce 1906 na sloupci jemin
préskovaného ultitanu vapenatého listovou z#lea rékolik slozek.
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Chromatografie

Podle technického usfiani se di chromatografie na dv
hlavni techniky:

Metodicky jednodussilanarni

(vyzaduje jednoduché laboratorntizani, Ize ji provést
improvizovar i doma)

Slozitjsi sloupcovou
(vyZaduje slozité iistrojové zajisni)
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Vyhodnocovéani chromatogramu:

Kvalita: retenéni faktor R

vzdéalenost od startu kefstu zony latky a
Re = = -
vzdalenost od startudelu mobilni faze b

R jevzdy mensinez1. Ideélni 0.1< RO.9

Kvantita: rozsah skvrny (plocha):

okometricky, densitometricky nebo analyzou obrazu

Planarni chromatografie — vyhodnoceni dat

Retenéni faktor:
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Polyamid
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The scan of TLC plate (silica gel G) with 10 essertilsl developed with mobile phase toluene - eth
acetate (93:7 v/v), next sprayed with vanillin in H2SO4 laeated. From left to right oils from:
bergamot, cedar, eucalyptus, syzygium, lavandula, mintgeraine, spruce. Identified components:
Bl and L1 - linalol, B2 and L2 - linalyl acetate, E1 - cinhé1 - eugenol, G2 - carryophyllene.
Doubtfully identified components - C1 - cedrol, M3 - mentlid, - limonene.

Planarni chromatografie +iglad
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butanol-acetic acid water

,Dvojdimenzionalni“technika @leni cuke: z plavur (start vpravo dole)

Kolonova chromatografie

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

Podle typu interakce latek sélicha:

adsorgni (adsorpce)
ionexovou (interakce s ionty)

gelovou (velikost molekul)

Déleni neprobiha v ploSném usadani, ale na
rizre dlouhékolong

Kolonova chromatografie

Nacdistou kolonu se do proudu mobilni faze nadavkujesdatek. Pritokem
mobilni faze dochazi k separaci slozeksimodle jejich afinit ke stacionarni fazi.

Tacést pivodni snési, kterd se na kolonu
vaze nejmé ji opousti jako prvni. Ta
cast, kterd se vaze nejvice, jako posledni. =

Magie pnase
HIHETR) im i

Figure 1.1 Var Deemter's curve in gas o
B and C indicated. There exists an eq
temperature: He= A4 B/T +CT,

catography wich the dar
imilar to that of Van Des

arameters A,

P
that considers

Resutant Van Deemterova rovnice: hledani optimalni
Cem priitokové rychlosti v daném uspdadani
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Flow Rate
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Plynové chromatografie (GC)

Poteby: plynovy chromatograf @

Zakladni sosasti

Zdroj plynu a regulace ptoku
Davkovaci z&izeni

Kolona a termostat

Deteleni zaizeni

Plynovéa chromatografie (GC)

PouZiti pro latky, které Ize snadngepést do plynného stavu
(derivatizace: cukry, mastné kyseliny — TMS)

Mobilni faze: vodik, dusik, argon, oxid ufify
Stacionarni faze: kapilarni, naplé kolony

Bézna detetni zdizeni:

TCD (tepel® vodivostni detektor, spalovani latky na zhavém Jdakznmina
teploty = zn&na vodivosti)

FID (plameno ionizéni detektor, ionizace plamene)
MS (hmotnostni detektor, na principu hmotnostniho spelehan

Plynova chromatografie (GC)

Priklad: GC chromatogram s¢si benzen, toluen, ethylbenzen a xylen
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Kapalinova chromatografie (LC, HPLC)

HPLC = high presure (performance) liquid chromaapdry !
Poteby: kapalinovy chromatograf

Data
Recorder
Recorder

Zakladni sosasti Punp
Rezervoar mobilni faze

a vysokotlakd pumpa s mixére
Davkovaci z#izeni

Kolona a termostat

Deteleni zaizeni

Column

Injector Detector

Solvent Waste
Reservoir

Kapalinova chromatografie (HPLC)

Pouziti pro netkavé latky

=
e

Mobilni faze: voda, organicka rozpoédia
Stacionarni faze: kolona s naplini ‘

=1

Bézna detekni zaizeni:
DAD (detektor diodového pole = UV/VIS detektc
FLD (fluorescenni detektor)
MS (detektor na principu hmotnostniho spektrometru)
RI (refraktometricky detektor)
CD (elektrochemicky detektor)
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Kapalinova chromatografie (HPLC)

Kolony uzivané fi HPLC:

Silikagelové(normalni faze) (polarni)
Modifikovany silikagel, tzvreverzni faz€18 (nepolarni)
Modifikovany silikagel, tzv. aminofaze NH (specialni)
Modifikovany silikagel, tzv. nitrilova CN (specialni)
Gely pro gelovou filtraci (specialnigkkni podle Mw)
lontomenice (IMAC)

Dalsi komeg&né dostupné kolony, @ené pro specialni aplikace

Kapalinova chromatografie (HPLC)

Mobilni faze: obectivoda, pufryti smssi s organickymi rozpousdly

Metanol, acetonitril, voda (reversni faze)
Hexan, isopropanol, HAc (normélni faze)
Pufry (jiné kolony)

Isokraticky rezim sloZeni mobilni faze je stalgrste
Gradientovy rezim sloZeni mobilni faze se \l@hu analyzy nani
nap-klad 0 min 100% vody 0% MeOH
10 min  10% vody 90% MeOH

Kolonova chromatografie — ziskavani dat

Chromatographic
| Process
BHA A mm

/
T

Chromatogram

Elution through the Column

odezva detektoru

Kolonova chromatografie — vyhodnocovani dat

ty — Jmrtvy ¢as” — inertni latka

= tg — reterénicas
2. w — ika piku u zakladny
g h — vy3ka piku
g A — plocha piku ziskana integraci
3’ Rozliseni pik
R = 2ty ~tyy) _ 2 Mty
Y Wyt w; wytw,

RozliSeni Ize ovlivnit:

\olbou stacionarni a mobilni faze
Teplotou, pétokovou rychlosti
Isokratickym / gradientovym uspédanim

Kolonova chromatografie <fklady separaci
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Fig I. Amino Acid standard. Elwants: Na270, Na740, RG11, column
11541107, temperature gradient from 30 °C to 70 °C.

Ultra performance liquid chromatography (UPLC)

5

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

a5 UPLC separation ()

3

s 4
1
Méne vzorku, Wtsi %,
citlivost, rychlejsi
separace, mensi speba

mobilni faze




Kolonova chromatografie — dalSi druhy:

GPC - Gelo¥ permeani chromatografie
vhodna pro dleni makromolekul

Carbohydrate -
polymer bead _f o "2 4;_.
Small molecul ) ¥ v, L
st e SIS "
aqueous spaces | © Va2 N
wathin beads. Q28
C s
o+ Q. -

Large %

molecules 108 Ur

cannot enter

beads Bdvielost slubnins shismu vy na logaritm relativni molekulové

Stacionarni faze je t¥ena polymerem s péry, do
rowdirection  kterych mohou pronikat malé molekuly, ale velké ne
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Kolonové chromatografie — dalSi druhy:
GPC — uéeni molekulové hmotnosti

standard
proteins

LUnknosw
protein

Kolonové chromatografie — dalSi druhy:

IMAC — afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech &ov
vhodna pro dleni makromolekul

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

s kladnym nabojem (2 ﬁ
Makromolekuly (jejichéasti) s pevazujicim

negativnim nabojem s kovy interaguji R
LNTAV Ni- 6 His binding J
Nejbezngjsi vyuziti: pri purifikaci

rekombinantich protein obsahujicich tzhistidinovou kotvi{6x His)

Tento materiél je uréen pouze pro vyuku studentu.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

Pokud mé nékdo dojem, Ze pouzité obrazky (jiné nez moje vlastni)
jsou kryty copyrightem, necht mi da vedét.

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

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)




