Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
(HPLC)

HPLC = high performance liquid chromatography
high pressure liquid chromatography

Separacni principy kapalinové chromatografie

e adsorpce: anorg. sorbenty — Al,O3, S10, — klasicka adsorpcni
chromatografie — chromatografie ,,na normalni fazi‘

e distribuce na zaklad¢ rozdilné rozpustnosti: rozdélovaci
chromatografie — podle polarity 1ze rozlisit
e chromatografii na ,,normalni fdazi“ (staciondrni faze je polarni)
e chromatografii na ,,obracené (reverzni) fazi“ (stac. f. nepolarni)

e chemisorpce iontil, iontova vyména: iontoménicova chromatografie
(IEC = ion exchange chromatography)

e molekulové vylu€ovani, sitovy efekt: gelova (permeacni)
chromatografie (GPC = gel permeation chromatography,
gel chromatography, SEC = size exclusion chromatography)

e biospecificka interakce: (bio)afinitni chromatografie
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Schéma kapalinového chromatografu

e

data system

dulezity pozadavek: minimalni mrtvy objem aparatury
Jednotlivé Casti kapalinového chromatografu a jejich funkce

Z.asobnik(y) mobilni faze

e zpravidla sklenéné lahve s ptfivodni kapilarou z PTFE a filtracni
fritou
e probublavani heliem (odstranéni rozpusSténych plynt)

Vysokotlaké Cerpadlo

Cerpadla isokraticka (pro isokratickou eluci)
gradientova (pro gradientovou eluci, eluci s programovanym
sloZenim mobilni faze: bindrni, ternarni, kvarternarni)

pozadavky na kvalitni ¢erpadlo

e staly pratok (0,01-10 ml/min), minimalni tlakové pulsy

e chemicka inertnost materialli (ocel, PEEK)

o tlak béZn¢ do 15 MPa

e automatické vypnuti pii pfekro€eni nastaven¢ho tlakového limitu
e (presna tvorba gradientu)
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Nastiikové zarizeni (injektor)

obvykle Sesticestny davkovaci ventil se smyCkou definovaného
objemu

a b

needie inlet

pump
.::_.:;. 1-_-_ ]

loop

Nasttikovany objem (fidi se rozméry kolony)

e 5-50 pl (vétSina analytickych aplikaci)
e 200 pl — 2 ml (semipreparativni a preparativni ucely)

Predkolona

ma ochrannou funkci, chrani kolonu pred latkami s velmi silnou
retenci; mize a nemusi byt instalovana

Analyticka kolona (miize byt uloZzena v termostatovane skiini)

Rozmeéry

e obvykle delka 10-25 cm, vnitini primér 2-8 mm
(nejcastéj1 250x4,6 mm)
e vEtSi priuméry a délky u preparativnich kolon

Materialy

e nerezaveéjici ocel, titanova ocel
¢ sklo, ocelovy plast’
e PEEK (polyetheretherketon)
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Spojovaci kapilary

e 7z nerezavejici oceli nebo PEEKu
e spojuji Cerpadlo s predkolonou, predkolonu s kolonou, kolonu s
detektorem

Detektor

pribézné méfi analyticky signal (index lomu, absorbanci, emisi zafeni
el. proud, vodivost, proud 1onti...) efluentu nejCastéji v pritocne cele

Druhy detektorti pouzivané v LC

Detektor selektivita  |citlivost |pozn.
refraktometricky neselektivni |mala jen pro
(RID) a univerzalni isokratickou eluci
spektrofotometricky selektivni dosti
(UV, UV/VIS) vysoka
fluorimetricky velmi velmi
(FLD) selektivni | vysoka
amperometricky velmi velmi
(elektrochemicky, ECD)|selektivni | vysoka
vodivostni neselektivni |vysoka
hmotnostni spektrometr [univerzalni |velmi
(MS) a velmi vysoka

selektivni

Dalsi moznost detekce:

derivatizace tj. chemickd konverze analytu na derivat s vhodnymi
spektralnimi  nebo elektrochemickymi vlastnostmi; mize byt
piedkolonova nebo pokolonova

Sbérac frakci

na konci chrom. aparatury, ktera je urCena k preparativnim tceltim
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Adsorp¢ni a rozdélovaci kapalinova chromatografie

Stacionarni faze

tuh¢ stacionarni faze mohou byt z hlediska velikosti a porovitosti:

e klasicke porovité (velikost 25-80 pum)

e pelikularni (film polymerni stacionarni faze je nanesen na povrchu
kulove Castice anorganického nosice)

e povrchové poérovité (na neporézni jadro je nanesena porovita vrstva
anorganického materidlu ptfipadné s chemicky vazanou stac. fazi —
pramer 25-80 um)

e porovité mikropartikuldrni (primér 2-20 um): vysoky specificky
povrch = vysoka kapacita, retence a ucinnost ale u velmi malych
castic vysoky odpor= vysoky pracovni tlak

Polarni stacionarni faze

klasické anorganické sorbenty

® A1203, SIOZ

e Florisil MgSi103;, MgO, hydroxyapatit Ca;o(PO4)s(OH), (pouZzivaji
se v nizkotlaké chromatografii)

Chromatografie na polarnich stacionarnich fazich

= chromatografie na normalni fazi

Vysokou afinitu k poldrni stacionarni fazi maji polarni analyty (budou
mit nejvetsi retenci). Priblizné poradi retence tiid organickych latek:

sulfokyseliny > karboxylové kyseliny > fenoly > alkoholy > amidy
karboxylovych kyseliny > primarni aminy > aldehydy > ketony >
estery karboxylovych kyselin > nitroslou¢eniny > nitrily > terc. aminy
> ethery > halogenderivaty > aromatické uhlovodiky > alifatické
uhlovodiky
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Mobilni faze je nepolarni rozpoustédlo nebo smés nékolika
nepolarnich rozpoustédel.

Elucni silu mobilni faze 1ze odhadnout podle postaveni prislusneho
rozpoustédla v tzv. eluotropni radé rozpoustédel

Rozpoustédlo Index polarity | Elucni sila t.v. Amin
P’ (S10,) (°C) | (nm)
fluoroalkany <-2 -0,2 200
cyklohexan 0,04 0,03 80,7 200
n-hexan 0,1 0,01 69 200
tetrachlormethan 1,6 0,11 76 265
diisopropylether 2,4 0,22 67,8 220
toluen 2,4 0,22 111 285
dichylether 2,8 0,38 35 202
dichlormethan 3,1 0,34 40 233
tetrahydrofuran 4,0 0,35 66 230
chloroform 4,1 0,26 61 245
ethanol 4,3 0,68 78 205
octova kyselina 4.4 0,38 118 230
dioxan 4.8 0,49 101 215
methanol 5,1 0,73 65 208
acetonitril 5,8 0,50 82 212
nitromethan 6,0 0,49 101 380
voda 10,2 vysoka 100 190

Poznamka: potradi elu¢ni sily pi1 chromatografii na nepolarni
stacionarni fazi (v systému obracenych fazi) bude opacné
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Retenci latek na polarnim adsorbentu lze ovlivnit nejen druhem
mobilni faze, ale také aktivitou adsorbentu, ktera souvisi se
zbytkovym obsahem vody v adsorbentu.
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Chromatografie uhlovodikti na Al,Os rizné aktivity
J kolona 150 x 4,1 mm, zrnitost 5 pm

1 451

fU

———
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mobilni faze: heptan

1 — tetrachlorethylen , 2 — benzen,

3 —naftalen, 4 — bifenyl, 5 — anthracen,
| 5 6 — pyren, 7 — fluoranthen,

{f\ - 8 — 1,2-benzanthracen

UL A = A

. dfasmapmel =o——iz Ehr e o 1_7‘[7_1

N

0 /A

Nepolarni stacionarni faze

e nepolarni sorbenty: uhli, polyamidy, polystyreny

e nepolarni chemicky vazané faze, které vznikaji chem. modifikaci
silikagelu (tj. kovalentni vazbou hydrofobnich skupin na silanolové
skupiny povrchu); nejcastéji pozivané typy jsou

e oktadecylovany silikagel (SiCig)
e oktylovany silikagel (SiCs)
e silikagel hydrofobizovany vazbou fenylové skupiny (SiPhe)

18



Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Chromatografie na nepolarnich stacionarnich fazich

= chromatografie na obracené (reverzni) fazi

Na nepolarni staciondrni fazi (napf. na oktadecylovaném silikagelu) je
chovani analytli je opa¢né vzhledem k chovani na silikagelu. Jako
mobilni fdze se pouziva smés polarnich rozpoustédel: voda-metanol,
voda-acetonitril, voda-isopropylalkohol..., vodnd slozka mize
obsahovat rozpusSténou latku (stl, kyselinu...)

Chromatografie na obracen¢ fazi je dnes mnohem castéji aplikovana,
neZ chromatografie na normalni fazi. Dlivodem jsou menSi problémy
(vyssi teploty varu a mensi hotflavost rozpoustédel).

RP-HPLC nederivatizovanych mastnych kyselin:
kolona Lichrosorb RP-8, 250x4,6mmx10 um
mobilni faze: THF-CH3;CN-H,0 (3:67:30) + 0,1 %
CH;COOH, pritok 1,3 ml/min

u refraktometricka detekce

4 Refractive index

piky:
| m 3 T 1 — linolenova kys., 2 —myristova kys.,
. | /ll _f 3 — linolova kys., 4 — linoelaidova kys.,
g | 5 — palmitova kys., 6 — olejova kys.
hi'u“"-” k——”‘j = 7 —elaidova kys., 8 — stearova kys.
\, 2 40 50

Time imlr

Optimalniho rozliSeni a ptijateln¢ doby analyzy se dosahuje pouzitim
gradientove eluce (v tomto pripadé¢ dochazi ke zvySeni elucni sily
mobilni faze zvySenim podilu méné polarni slozky a snizenim obsahu
vody v mobilni fazi)

*! 100 — convex
||

| proportion of

| 4 5 methanol in %

linear

| stepwise

concava

| | [ L
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Chromatografie na ménicich iontu

Ménice 1ontll (ionexy) jsou stacionarni faze na bazi silikagelu nebo
organickych polymert (styren-divinylbenzenové, methakrylatové
polymery) s vazanymi polarnimi funkénimi skupinami (kyselymi nebo
bazickymi), kter¢é mohou vlastni protiion vyméiovat s iontem
v mobilni fazi

e katexy (ménicCe kationti)
e silné kyselé: funkéni skupiny —SO; H' (v H' cyklu)
e slabg kyselé: funkéni skupiny -COO H" (v H cyklu)
e anexy (ménice aniontl)
e silné bazické: funkéni skupiny -CH,~N'R; CI™ (v CI” cyklu)
e slabg bazické: funkéni skupiny napi. -NH'R, CI" (v CI" cyklu)

Stanoveni anorganickvch iontd iontovou chromatografii

Detekce: vodivostni, vodivostni se supresorem
spektrofotometricka (pokolonova derivatizace)
nepiima spektrofotometricka

Kationty: déleni na katexu
Ni, Mn, Co, Cu, Fe, Zn lze délit na anexu ve formé
chlorokomplexti (postupna eluce roztoky HCI s klesajici
koncentraci)

Anionty: d€leni na anexu, eluce roztokem NaOH (gradient) nebo
N&HCO3+N&2CO3

HCO;

F:No,

detector
signal v , . o . , .
Déleni aniontii anorganickych kyselin na anexu

mobilni faze: 2,8 mM NaHCO; + 2,3 mM Na,COs

0 2 4 6 8 10

retention time, min
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Stanoveni organickych latek iontovou chromatografii

e stanoveni aminokyselin (detekce pokolonovou derivatizaci
s ninhydrinem...)
e d¢leni peptidl a bilkovin (podle isoelektrického bodu)
e stanoveni monosacharidi a oligosacharidi
o dalsi latky (hydrofilni vitaminy, organicke kyseliny, nukleotidy...)
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Zaklady analyzy potravin Prednaska 6

Gelova chromatografie

V gelové chromatografii dochizi kdéleni latek podle jejich
molekulové hmotnosti (resp. podle velikosti molekuly). Roztok
separovanych latek prochazi vrstvou gelu (v kolon€ nebo tenké vrstve)
a molekuly podle své velikosti pronikaji do portt v Casticich gelu.
V¢Etsi permeace je umoznéna mensim molekulam, které pak maji vétsi
eluéni objem. Velmi malé molekuly vykazuji tzv. fotdlni permeaci
(Gplny prinik) do porta gelu a jsou eluovany jesté pozdéji. V urcitém
intervalu molekulovych hmotnosti dochazi k selektivni permeaci.
Naopak velké molekuly pronikaji do porii v gelovych ¢asticich méné a
od urCit¢ meze (vylucovaci limit, exkluzni limit) do pora vibec
nepronikaji. Latky, které velikosti své molekuly pfevySuji vylucovaci
limit jsou eluovany v mrtvém objemu.

Zakladni vztahy

celkovy objem kolony s gelovou naplni
Vi=Vo+V,+V,

V, je mrtvy objem (objem kapaliny nachazejici se mezi ¢asticemi gelu)
V, je objem kapaliny v porech gelovych ¢astic
V, je objem gelovych Castic

Elu¢ni objem latky se v gelové chromatografii pohybuje v mezich V,
az V() + Vp.

V=V, +K.V, konstanta K nabyva hodnot 0 az 1
K=0= V=V, totalni exkluze, M,> vylucCovaci limit
0<K<1=V<Ve<VtV, selektivni permeace, M, je uvnitf

frakcionac¢niho rozsahu

K=1= Vg = V§t+V, totalni permeace, M, se priblizné rovna
spodni hranici frakciona¢niho rozsahu
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Uvnitt frakcionac¢niho rozsahu plati

logM,=a-b. Vg

a
detector
signal
i i i
1 S [ § O | :
54 i85 8.5 105
Ve ! retention volume, mL i
i i Va i
b £
Vo}’ v, %‘
2 107 |-
£ i
& 10° - “\ .
a Eac exclusion limit
D
-5 105 +
£ TR L ..
2 10 |
k- a
e H BN
10° permeation fimit  \m——
10?2 |-
1 1 I T 11 ' !
s & T 8 is 10 1
retention volume, mL
Cc

detector- '
signal

5 6 7 8 g 10 1
retention volume, mL

Vlastnosti gelu

botnavost (ve vodé v organickych rozpoustédlech)
kompesibilita

hydrofilnost/hydrofobnost

frakcionacni rozsah
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Druhvy naplni pro gelovou chromatografii

e modifikované polysacharidy
e dextranové gely
e Sephadex G10-G200
e Sephadex LH 20
e Superdex...
e agarosove gely
e syntetickeé polymerni gely
e polyakrylamidové gely
e hydroxyalkylmethakrylatové gely (Spheron)
e polystyrenové gely (Bio-Beads, Styragel)
e polyvinylacetatove a polyethylenglykolové gely
e gely z kombinovanych polymert (agarosa+polyakrylamid)
e gely na bazi poroviteho silikagelu a porovitého skla

Mobilni faze pro gelovou chromatografii

e vodne¢ roztoky elektrolyti (NaCl + fosfatovy pufr, Tris-HCI...) pro
hydrofilni gely (pfidavek NaNj3)

e organicka rozpoustédla pro hydrofobni gely

Analvytické vyuziti gelové chromatografie

e separace, frakcionace a stanoveni biopolymeri a biooligomerii
(bilkovin, peptidd, sacharidi...) — délené latky se musi liSit
molekulovou hmotnosti alesponi 0 10 %

odhad molekulové hmotnosti délenych latek

stanoveni ,,polymernich* lipidl v tucich

Cisténi extrakt vzorkd na hydrofobnich gelech (odstranéni lipidi)
odsolovani extrakti bilkovin (gelova filtrace)
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