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Historie objevu chromatografie a Michail Semjonovic€ Cvet

(1872-1912) rozdelil v roce 1903/1906 na sloupci
jemné praskovaneho uhliCitanu vapenatéeho listovou zelen na nekolik slozek.
Poprvé od sebe oddélil a popsal chlorofyl a a chlorofyl b
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Obr. 1: Schéma prvniho chromatografu: 1 - manometr, 2 - zasobnik tla- . . . [
ku, 3 - nadobky na roztoky vzorku a naplnéné kolony, 4 - ru¢ni pumpa, M - Tﬁ'weﬂ, “ Ph?ﬁl ka IlSCh 'Chﬁmlschﬂ St“dlﬂn ubﬂ r dﬂs Ch lorﬂ"‘

:x_tr lﬁ&n;:t:s:ltﬂ‘:v:;zg;??isgyizfﬁz’:;;ﬁ?ﬁly2petroletherového phy”' ch Ad.‘iﬂr pllﬂn. " BBI'. dtSCh. hotan. Ges. 24, 316“323
S (1906). For English translation see ref. [20b].

M. 8. Tswett, “Fiziko-Khimicheskoe Stroenie Khlorofil'nogo
Zerna. Eksperimental’noe i Kriticheskoe Izsledovanie™ (The

Physico-chemical Structure of the Chlorophyll Particle. Ex-

perimental and Critical Study). Trudy Obshchestva Est-
estvoispytatelei pri Imperatorski Kazanskom Universitet 35
(No. 3), 1-268 (1901). A summary of this thesis, written by
Tswett, was published in Botan. Centralbl. 89, 120-123
(1902).




Princip chromatografie

Podstatou je rozdélovani slozek smési davkovaného vzorku mezi dvéma fazemi

Ruzné slozky vzorku se vice ¢i méné ochotné poutaji ke stacionarni fazi.

Slozky, které se poutaji vice, se pohybuji pomaleji, slozky, které se poutaji méng, se
pohybuji rychleji.



Technika planarni a sloupcova (kolonova)

Podle technického usporadani se deli chromatografie na dve
hlavni techniky:

Metodicky jednodussi

(vyzaduje jednoduché laboratorni zarizeni, Ize ji provést
improvizované i doma)

v v

(vyzaduje slozité pfistrojove zajisteni)
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Planarni chromatografie

.................................................................................... «— éelo [X Cm]

........................................................................ «— start [O Cm]

Délena smeés se opatrné nanese na start (a), vyznaceny na papiru nebo tenké desce a
pomalu se vyviji v uzaviené nadobé s rozpoustédlem (mobilni fazi). Béhem vzlinani mobilni
faze dochazi k rozdéleni smési na jednotlivé slozky (b) a (c)
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Planarni chromatografie — TLC

E1 ‘ﬁa By B
Q s1 $1
% M2

- M S2

L3 S3

The scan of TLC plate (silica gel G) with 10 essential oils developed with mobile phase toluene - ethyl acetate (93:7 v/v),
next sprayed with vanillin in H2SO4 and heated. From left to right oils from: bergamot, cedar, eucalyptus, syzygium,
lavandula, mint, orange, pine, spruce. Identified components: B1 and L1 - linalol, B2 and L2 - linalyl acetate, E1 - cinneol,
G1 - eugenol, G2 - carryophyllene. Doubtfully identified components - C1 - cedrol, M3 - menthol, P1 - limonene.
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Kolonova chromatografie

Déleni neprobiha v ploSném usporadani, ale na
ruzné dlouhé (naplinové) koloné

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

Podle typu interakce latek se déli na:
adsorpcCni (adsorpce)

ionexovou (interakce s ionty)
gelovou (velikost molekul)




Kolonova chromatografie — LC

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



Kolonova chromatografie — LC

Ta ¢ast pavodni smési, ktera se na
kolonu vaze nejméne, ji opousti jako
prvni. Ta ¢ast, ktera se vaze nejvice,

Jako posledni.
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Figure 1.11 Van Deemter's curve in gas chromatography with the domains of parameters A,
B and C indicated. There exists an sguation similar to that of Van Deemter that considers
temperature: H= A<+ B/T 4+ CT.
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H= Hﬂ.+ HE+ HE:

c

Figure 1.11 Van Deemter's curve in gas chromatography with the domains of parameters A,
B and C indicated. There exists an sguation similar to that of Van Deemter that considers
temperature: H= A<+ B/T 4+ CT.







Chromatographic

l Process
B+A

Chromatogram

Elution through the Column




Typ Velikost Pocet pater/15 cm
oriblizné

Nepravidelny

1950

P anae

1967 (3”":} 50 (Porézni povrch) 1,000

LN

1972 & 6,000

1982 & 5 12,000
1992 o 3.0-3.5 22,000
1998 o 1.5-2.0 (Neporézni) 30,000
1999 5.0 (Porézni povrch) 8,000
2000 2.5 25,000

2003 1.8 32,500
2007/2008 2.7 (Porézni povrch) 32,000
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YWD A, Wavelength=220 nm (PABLO\D40908\LSDO0000T .0
Caffeine

Benzocaine
LSD

Lidocaine

_r_l_-_'-'_F T k. & F  *® & T ¥ ¥ E. . -“_I'_-__I_I_F'—:_

5 10 15 25 min

IGURE 6 - Chromatogram obtained afier injection of standards of caffeine (t = 1.92 min), benzocaine
t,=4.33 min), LSD (t, =7.64 min), cocaine (t. = 12.77 min) and lidocaine (t, = 23.51 min).
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Kolonova chromatografie — HPLC
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CEBEY 16 30 SET

https://www.joom.com/cs/products/




A

HLEMNIHWLES JINOI LHaNT3

\111\11111\11\11\.\'\1.

GRADIENT

= JONVLIINANOD

L

HLIDN3IHLS JINOI LN3NT3

ISOCRATIC




||I II|I dll 31}'1: j

[
5% W1,
I -

—
linert | |
.._II_."II 'W'j

. — e

¢as [min]

p—h
;‘.
-
!
k.
&
j—
—
I.'_J.
e
o
Psd
—
e
-




.
[ 8

p—h
=
=
it
—'ﬂ
-EI
L
=
Eﬂ.
i
=
L

& ¢as [rmmn]




omatografie —- HPLC

Nitro Compounds

100X Methanol




omatografie —- HPLC

Nitro Compounds

80X Methanol

0.00 1.25
RT in minutes




omatografie —- HPLC

Nitro compounds

60X methanol

AN

11.25




omatografie — HPLC

Nitro compounds

40% methanol

L

~0.00 8.75
AT in minutes




(o) atog rafie — HP Nitro compounds (e)

N 1 55% methanol

0.00 2.18 . . . 10.93 13.12 15.31

RT in minutes







Plynova chromatografie — GC

Pouziti pro latky, které Ize snadno prevest

Mobilni faze: vodik, dusik, argon, oxid uhliCity
Stacionarni faze: kapilarni, naplhové kolony

Bézna detekcCni zarizeni:

TCD (tepelné vodivostni detektor, spalovani latky na zhavéem viakné —
zmeéna teploty = zména vodivosti)

FID (plameno ionizaCni detektor, ionizace plamene)

MS (hmotnostni detektor, na principu hmotnostniho spektrometru)



Time [Sex)
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Sampla: 40 . .
o 1,260,000 Molecular Weight vs. Retention Volume
2.P5 186,000
3PS 42 800
4, PSS 10,200
5 PS5 B0
6. n-Propylbenzens 120
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15.0 20.0
Elution Volume (mL)

https://www.wikiskripta.eu/w/Gelov%C3%A1 permea%C4%8Dn%C3%AD chromatografie https://www.alfatest.it/tecniche/gpcsec/
https://www.shodex.com/en/dc/06/06/01.html



https://www.wikiskripta.eu/w/Gelov%C3%A1_permea%C4%8Dn%C3%AD_chromatografie
https://www.alfatest.it/tecniche/gpcsec/
https://www.shodex.com/en/dc/06/06/01.html

Kolonova chromatografie — HPLC

Afinitni chromatografie na nosicCich obsahujicich

Barviva jsou podobna nékterym kofaktorum
PouZziti pfi separacich proteinu

dulezité zejména ve farmacii
Stacionarni faze napfr. cyklodextriny







Kolonova chromatografie — HPLC

Lr_\‘TA- Ni - 6 His binding ‘

Chromatografie na ionexech, obsahujicich
navazané dvojmocne ionty Co, Cu, Ni, Zn
s kladnym nabojem (2*); Porath et al. 1975.
NejbéznéjSi vyuziti: pfi purifikaci
rekombinantich proteinu, obsahujicich tzv.

Afinitni chromatografie na ligandech

nebo iontech kovu
vhodna pro déleni makromolekul

Ni-NTA Agarose based Protein
Purification

=



Collection of pure
component A

/

Collection of pure
component B

Rejection or
recycling







Kolonova chromatografie — chromatografie na Cipech

Obr. 4: Elektronové mikroskopické snimky separacniho mikrocipu vyro- Obr. 5: Fotografie prototypu chipu uréeného k separaci ve tiidimenzio-
beného na sklenéné desticce [11] (A), ¢ipu obsahujiciho sloupky s roz- nalnim prostoru (3D separace) vyuzivajici jeden separacni kanal v prvni
tazenym Sestitthelnikovym prurezem [12] (B) a komercéni mikrofluidni dimenzi, 64 ve druhé a 4096 kanalu ve treti [14].

separacni HPLC jednotka 200 uPAC firmy PharmaFluidic (D-E).
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Tento material je uréen pouze pro vyuku studentd.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

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

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

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)



	Snímek číslo 1
	Snímek číslo 2
	Snímek číslo 3
	Snímek číslo 4
	Snímek číslo 5
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Snímek číslo 8
	Snímek číslo 9
	Snímek číslo 10
	Snímek číslo 11
	Snímek číslo 12
	Snímek číslo 13
	Snímek číslo 14
	Snímek číslo 15
	Snímek číslo 16
	Snímek číslo 17
	Snímek číslo 18
	Snímek číslo 19
	Snímek číslo 20
	Snímek číslo 21
	Snímek číslo 22
	Snímek číslo 23
	Snímek číslo 24
	Snímek číslo 25
	Snímek číslo 26
	Snímek číslo 27
	Snímek číslo 28
	Snímek číslo 29
	Snímek číslo 30
	Snímek číslo 31
	Snímek číslo 32
	Snímek číslo 33
	Snímek číslo 34
	Snímek číslo 35
	Snímek číslo 36
	Snímek číslo 37
	Snímek číslo 38
	Snímek číslo 39
	Snímek číslo 40
	Snímek číslo 41
	Snímek číslo 42
	Snímek číslo 43
	Snímek číslo 44
	Snímek číslo 45
	Snímek číslo 46
	Snímek číslo 47
	Snímek číslo 48
	Snímek číslo 49
	Snímek číslo 50
	Snímek číslo 51
	Snímek číslo 52
	Snímek číslo 53
	Snímek číslo 54
	Snímek číslo 55

