Aplikovana plynova a kapalinova chromatografie
Zékladni typy chromatografie

(Klasifikace podle skupenstvi fazi)

Mobilni faze Stacionarni faze Typ chromatografie

plynna pevna plynova chromatografie
(gas-solid chromatography, GSC)

plynna kapalna plynova chromatografie
(gas-liquid chromatography, GLC)

kapalna pevna kapalinova chromatografie
(liquid-solid chromatography, LSC)

kapalna kapalna kapalinova chromatografie
(liquid-liquid chromatography, LLC)

Nejvyznamnéjsi kategorie:
plynova chromatografie (GC)
kapalinova chromatografie (LC)




Zakladni typy chromatografie

Klasifikace podle zpiisobu provedeni

« kolonova chromatografie (column chromatography - CC)

« chromatografie na tenké vrstvé (thin layer chromatography - TLC)
« chromatografie na papire (paper chromatography - PC)

Klasifikace podle podminek separace

 izokratickd chromatografie (konstantni podminky)
» gradientova chromatografie (méni se teplota, pH, slozeni mobilni faze)




Papirova chromatografie
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Chromatograficka separace

sm¢s slozek
obsazenych ve vzorku

chromatograficka kolona

stacionarni faze mobilni faze detektor
selektivne absorbuje vymyva slozKy z
slozky vzorku kolony



e e
Plynova chromatografie

= Separace latek v koloné, ktera obsahuje:

» Stacionarni (nepohyblivou) fazi (sorbent nebo
vysokovrouci kapalina)

* Mobilni (pohyblivou) fazi (nosny plyn)
= Déleni latek na zakladé rozdilu v tékavosti a strukture

* Vhodna pro:
» Latky s piijatelnou tékavosti (teplota b.v.)
= [atky termostabilni




PLYNOVY CHROMATOGRAF

Vzorek
Nastrikovy
prostor
Zachytavac
(trap) rezidui

vihkosti a
vzduchu

Kolona

Zdroj: http://hig.linde-gas.com



STANOVENI POMOCI GC - jednotlivé kroky

Nastrik
= Split/splitless, on-column, PTV, DSI/DMI

Separace
= Konvencni 1D-GC, rychla GC, multidimensionalni GC

Detekce

= Konvencni a hmotnostné-spektrometrické detektory

Kvantifikace
= Matri¢ni efekty




NASTRIKOVE TECHNIKY V GC

" Vybér optimalni nastrikové techniky zavisi na:

= KoncentraCnim rozmezi cilovych analyti (se specialnimi
pozadavky v (ultra)stopove analyze)

» Fyzikdlné-chemickych vlastnostech analyti

» Pritomnosti matri¢nich koextrakti pfitomnych ve vzorku




NASTRIKOVE TECHNIKY V GC

= Split

= Splitless, pulzni splitless

= On-column

* Teplotné programovany nastrik (PTV)

* Direct sample introduction (DSI)

= Difficult matrix introduction (DMI)




SPLIT NASTRIK

* Maly objem vzorku (0,1-2 pL) je rychle
nastriknut do vyhratého lineru T

= Vétsi Cast odfouknuta — mensi ¢ast je
prenesena na kolonu (split pomér)

* Hlavni faktory: vnitini prumér kolony a
koncentrace vzorku

= Split pomér # pomér rozdéleni vzorku




SPLIT NASTRIK
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SPLIT NASTRIK

= Split pomér ovliviiuje
= té¢kavost vzorku
* nastfikovany objem
" rozpoustédlo
» technika nastiiku stiikaCkou
= teplota nastiiku

= teplota kolony (rekondenzace vzorku — zéna snizeni
tlaku — nasati dalSich par vzorku)

= objem a tvar nastiikové komory



SPLITLESS NASTRIK

" VeSkery nastriknuty vzorek je prenesen na GC kolonu

= Splitless perioda — jeji délka zavisi na:
= vlastnostech rozpoustédla
= vlastnostech analytu
" objemu nastiikového prostoru
" nastfikovaném objemu

» nastiikové rychlosti

= rychlosti nosného plynu




SPLITLESS NASTRIK

= Délka splitless periody (t,, min)

t _2 V| V,...objem lineru (mL)
J F

F...pritok nosného plynu (mL/min)

Priklad.:
V,=800-990 uL
F=1mL/min
t,=1,6 -2 min



SPLITLESS NASTRIK

* VeSkery nastriknuty vzorek (1-5 uL) je prenesen na GC
kolonu

* Doba nanasSeni vzorku: splitless perioda

180,000 3 C8

Splitless perioda: 10 s

C22

C8

Splitless perioda: 60 s

2201000

||||||

Zdroj: SGE, www.sge.com



SPLITLESS NASTRIK

1.200 pL -~ Voda= 1.190 uL. ~ Expanze rozpoustédla

\
RIZIKO BACKFLASH
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600 pL - é f Bezpecny limit (75%)
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SPLITLESS NASTRIK

= Zaostieni nanasené zony — rozpoustédlem

= Teplota kolony 20—30 °C pod borem varu rozpoustédla
(kondenzace)

= Zachyt analytu (s t€kavosti podobnou rozpoustédiu)

vV uzkem pasu

* Programovani teploty — postupn¢ odpareni

» Priklad: Analyza rezidui pesticidi — extrakt v toluenu
(b.v. 110,6 °C), pocatecni teplota kolony: 90 °C




SPLITLESS NASTRIK

= Zaostieni nanaSené zony — rozpoustédlem

Pruatok plyvnu ., ,
PYMU | Siroka zéna

Pritok plynu

» Uzka zona

I 2,1

Zdroj: SGE, www.sge.com




SPLITLESS NASTRIK

= 7Zaostreni nanasSené zony — teplotni zaostreni
y

= Teplota kolony min. 150 °C pod bodem varu
nejtékavejSiho analytu

= Analyty kondenzuji na hlavé kolony

* Programovani teploty — postupn¢ odpareni

» Priklad: Analyza bromovanych retardert hoieni (b.v. >
300 °C) — extrakt v isooktanu (b.v. 99,3 °C); pocatecni
teplota kolony: 110 °C — nedochazi ke kondenzaci
rozpoustédla; uplatiuje se pouze teplotni zaostieni




SPLITLESS NASTRIK

= Zaostreni nanasené zony — retencni gap

Kolona bez stacionarni fdze — minimalni retence
Zachycuje zkondenzovany vzorek
Redukuje délku pasu (odparovani rozpoustédla)

Na hlavné kolony zaostfeni rozpoustédlem (té¢kavéisi
analyty) a stacionarni fazi (vySevrouci analyty)

Ochrana kolony pred net¢kavymi slozkami vzorku



TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK

= Programmable Temperature Vaporisation (PTV) Injection

= PTV solvent vent nastrik

= Vzorek (1-1000 uL) nastiiknut pii teploté znacné pod bodem varu
rozpoustédla (napr. 0-30 °C)

= (Odvod par rozpoustédla pres split kapilaru

» Po odfoukani rozpoustédla rychlé vyhrati injektoru, pfenos analyti
na kolonu

» Pro nastiik vétsich objemt je soucasti lineru sorbent pro zabranéni
zahlceni kolony rozpoustédlem



TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK

* Vyhody
» SniZeni diskriminace méné t€kavych slozek
= Setrnost s termolabilnim analytim
" Moznost nastiiku vétsich objemu (LVI)

* Nevyhody

» Dukladna (Casove€ narocna) optimalizace operaCnich
podminek



TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK

* Pro nastrik vétSich objemii je soucasti lineru sorbent
(Tennax, polyimid, Chromosorb, sklenéna vata, PTFE)
pro zabranéni zahlceni kolony rozpoustédlem

= N¢které labilni slou¢eniny mohou byt v piitomnosti
dan¢ho sorbentu citliveé na degradaci / preskupovani z
duvodu katalytickych efektu sorbentu, popft. silna vazba
analytu na dany material




TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK
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 Analytické metody ve forenznianalyze
TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK

* Ve srovnani s klasickym splitless nastrikem PTV
vyzaduje ¢asové zdlouhavéjsi optimalizaci parametru

PocateCni a koncova teplota injektoru
Rychlost vyhtivani injektoru

Doba odfoukavani (vent time)

Prutok a tlak

Doba pienosu analytii na GC kolonu

Objem nastiiku
Typ lineru

Zdroj: Varian, www.varianinc.com



 Analytické metody ve forenznianalyze
TEPLOTNE PROGRAMOVANY NASTRIK

= Ukazka PTV-GC-MS programu

Start Start Start MS (sbér dat)

PTV GC J
300 — 2 / 100
Teplota injektoru
<
o E
5 Teplota pece z
o GC =
2 o)
a . : B
Prutok split o
kapilarou
Prutok nosného plyn
0 kolonou 0
-3.5 0.0 3.5 0 Time (min)  24.0
Splitless
Odfoukani :
perioda Separace



 Analytické metody ve forenznianalyze
ROZDELENI GC KOLON

Naplnové Kapilarni
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KLASIFIKACE KAPILARNiICH KOLON

Kategorie Vnitini priumér Komercéné

pruméry kolon dostupné

[mm]

Megabore >0,5 0,53
Wide bore >0,3-<0,5 0,32: 0,45
Narrow bore >0,2 —<0,3 0,20; 0,25: 0,28
Microbore >0,2 — <0,3 0,10:; 0,15; 0,18
Sub-microbore <0,1 razné

Zdroj: K. Mastovka, S.J. Lehotay (2003) J. Chromatogr. A 1000, 153-180



 Analytické metody ve forenznianalyze
STACIONARNI FAZE V GC

Nepolarni Polarni

POLY- 100 % dimethylsiloxan (PDMS)
(5 %-fenyl)methylsiloxan

(50 %-fenyl)methylsiloxan
(70 %-kyanopropylfenyl)methylsiloxan
(100 %-kyanopropylfenyl)methylsiloxan
Polyethylenglykol (PEG)

Kremenna vrstva

W/ Polyimidovy plast’

Stacionarni faze

Zdroj: http://phenomenex.com



Stacionarni faze:

Poly(5 %-fenyl)methylsiloxan
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Poly(5 %-fenyl)silfenylensiloxan
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L Analytické|metedy ve forenznijanalyzel T
POLARITA STACIONARNICH FAZI
= Nepolarni faze
= Déleni latek na zakladé bodu varu (dle tékavosti)
= Vétsi teplotni rozsah (obvykle az do 350-380 °C)
* Mensi pozadi (bleed)
= Priklady: DB-1, DB-5, DB-5ms, BPX-1, BPX-5
= Stredné polarni faze
= Separacni ucinnost se méni s teplotou
= Nizka teplota: jako nepolarni faze
= Vysoka teplota: jako polarni faze
= Priklady: DB-17ms, BPX-50
* Polarni faze
= Déleni latek na zdkladée specifickych interakci
» Mensi teplotni rozsah (obvykle do 220-280 °C)
» Vyssi pozadi (bleed)
= Priklady: HP-Innowax, SolGelWax



Kauza METHANOL
akreditovana metoda VSCHT: GC-MS 4=\ %\
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 Analytické metody ve forenznianalyze
KLASIFIKACE GC DLE TYPU ANALYZY

Typ GC analyzy Doba separace Wy, piku
Konven¢ni >10 min >1s
Rychla 1-10 min 200-1000 ms
Velmi rychla 0,1-1 min 30—-200 ms
Ultra-rychla < 0,1 min 5-30 ms

Zdroj: K. Mastovka, S.J. Lehotay (2003) J. Chromatogr. A 1000, 153-180



MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

(A) Zkraceni délky kolony (¥ L)
(B) SniZeni retenéniho faktoru ( k)

(C) Zvyseni pritoku nosného plynu (T u)

Zdroj: K. Mastovka, S.J. Lehotay (2003) J. Chromatogr. A 1000, 153-180




MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= SniZeni reten¢niho faktoru (¥ k)
= ZvySeni isotermni teploty
= Rychle programovani teploty

= Zména stacionarni faze pro zlepsSeni selektivity

= Tencli film stacionarni faze




 Analytické metody ve forenznianalyze
MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= ZvySeni pritoku nosného plynu (T u)
* VysSi nez optimalni priitok nosného plynu
= ZvySeni optima prutoku nosného plynu

= Pouziti vodiku jako nosneho plynu

= Operace s vyusténim kolony do vakua (nizkotlaka GC)




 Analytické metody ve forenznianalyze
MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= Zkraceni délky kolony (¥ L)
= Nejjednodussi moznost pro snizeni délky GC analyzy

= V¢étsina rychlych GC analyz provadéna na kratkych
kolonach (<10 m) v kombinaci s dal$i moznosti

= Zkraceni délky kolony vede ke snizeni rozligeni (R~VL)

* Moznost kompenzace R pomoci hmotnostni
spektrometrie




MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE
= ZKkraceni delky kolony

Analyza tékavych latek (stacionarni faze: PEG)
60 m x 0,25 mm x 0,25 um

10 m x 0,10 mm x 0,10 pm

3 s [Ys

AppID 15

| n,zh J

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1

Zdroj: Phenomenex, www.phenomenex.com



MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

* Pouziti kolony s malym vnitfnim prumérem
= Microbore kolony; nizsi kapacita

* Pouziti kolony s tenkym filmem stacionarni faze

= Pokles kapacitniho faktoru (retence)
— rychlejsi GC analyza




 Analytické metody ve forenznianalyze
MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= Rychlé teplotni programovani

= Konvenc¢ni ohfev pomoci pece GC .

1400

Teplotni rozmezi Max. teplotni rampa | -
50-70 °C 120 °C/min
70-115 °C 95 °C/min
115-175 °C 65 °C/min
175-300 °C 45 °C/min

Max. teplotni rampa je zavisla na typu GC,
nap¢ti (110 V/60 Hz vs. 230 V/50 Hz),
typu insertu



MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= Rychlé teplotni programovani
= Odporovy ohrev GC kolony

= Elektricky proud pro zahtati vodivého materialu
(kov) umisténého v tésné blizkosti

* Rychly ohtev a take rychlé zchlazeni

= Teploty ohfevu az 30 °C/s (= 1800 °C/min)




 Analytické metody ve forenznianalyze
MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

Rychla GC-FPD

i 5 min Teplotni program
R | i 60 °C (0,5 min),
- SN 360 °C/min do 90 °C,
st E\ I\ IN ‘ M “ ;  63,5°C/min do 180 °C,
- J\ . JM JMU w\«« L JLM\W 82,9 °C/min do 325 °C (1,25 min)

Kbnvenéni GC—FPD

’ 51,7 min Teplotni program
I 60 °C (2 min),

| o 10 °C/min do 180 °C,
i o T % 2°C/min do 240 °C,
i TR ﬁ | 15 °C/min do 325 °C (2 min)

Zdroj: K. Mastovska, J. Hajslova, M. Godula, J. Kiivankova, V. Kocourek, J. Chromatogr. A 907 (2001) 235-245



MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE
= Nizkotlaka GC

= Nizsi tlak v koloné vede k vétsi difuzivité latek v plynné
fazi — rychlejsi GC separace

= Spojeni megabore kolony s kratkou restrik¢ni kolonou
ve vstupni Cisti kolony pomoci konektoru

" Restrikcni kapilara: 2—5 m, vnitini primér 0,15-0,18 mm,
bez stacionarni faze

= Megabore kolona: 10 m délka, 0,53 mm vnitini pramer,
0,25-1 um tloustka faze

—a




 Analytické metody ve forenznianalyze
MOZNOSTI ZRYCHLENI GC SEPARACE

= LPGC-TOFMS Kolona: 10 m x 0,53 mm x 0,50 pm; Gradient: 60 °C/min

2.79 3.74
1007 4 HecH 2.91HCH 109]
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§ B_HCH G'HCH g 3.63 + O,p,'DDT
2 g 0,p-DDD
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g E j\p.p-DDT
Q [5]
@ @
OI T T L " 0 T T T L )
2.70 2.80 2.90 Time (min) 3.60 3.70 3.80 Time (min)

= GC-TOFMS Kolona: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm; Gradient: 5-25 °C/min

) 9.76 17.41
10,(\) a-HCH 10.50 1°f p.p-DDD

S : S
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Zdroj: T. Cajka, J. Hajslova, O. Lacina, K. Mastovska, S.J. Lehotay, J. Chromatogr. A 1186 (2008) 281-294



LelosEealaEo
LIMITACE 1D-GC

= NedostateCna separace/citlivost pri stanoveni analytu u
komplexnich vzorkii...

* Slozky aroma (napf. aroma kavy: cca 600 slouCenin)
= Kontaminanty (PCB: 209 kongenerti, pesticidy)

= Chybna / nemozna identifikace analytu

= Nadhodnoceni / podhodnoceni vysledku




KOMPLETNI DVOUROZMERNA GC (GCxGC)

» Dv¢ kolony s odliSnou selektivitou spojeny moduldtorem

Injektor Modulator

Detektor
| awkor |

Primarni kolona Sekundarni kolona

Obvykle narrow bore (nepolarni) kolona Obvykle microbore (polarni) kolona
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (I mx 0,10 mm x 0,10 um)




 Analytické metody ve forenznianalyze
KOMPLETNI DVOUROZMERNA GC

= Modulator ptendsi v pravidelném intervalu ¢ast efluentu
z 1. kolony

* Kryogenicky zaostiené Casti jsou preneseny na 2. kolonu
= Rychla separace na 2. koloné

e &L
Modulace
(kryogenni zaostieni) l
Efluent z 1. 'koldny Efluent z 2. kolony



TVORBA GCxGC CHROMATOGRAMU

B 1D chromatogram 153
(vystup z prvni kolony) A
MODULACE
BAREREZERA

B Zakladni 2D chromatogram

W
(vystup z druhé kolony) ‘UU NJ |
A

TRANSFORMACE

B 2D chromatogramy skladané
vedle sebe

VIZUALIZACE

B Vrstevnicovy pudorys 2D \%L‘\ 7
.@Q‘
chromatogramu %db? " S




VYHODY GCxGC vs. 1D-GC
= ZvySeni kapacity piku (n,)
= Maximalni pocet chromatografickych pikt, které je mozné usporadat

za sebou do separacniho prostoru (chromatogramu) — zvysSeni
separa¢ni ucinnosti

n.(celk) = n (kolona 1) x n (kolona 2)

2. Dimenze

VW

Konven¢ni kapilarni kolona
-» N=1000

GCxGC
(kolona druhé dimenze: n = 25)
=» N =1000x25=25000

1. Dimenze




L Analytické|metedy ve forenznijanalyzel T
VYHODY GCxGC vs. 1D-GC
= ZvySeni kapacity piku

3-methyl-cyclopentanol (764)

ID-GC | » > «ss INx © | GCxGC

5x10°

N EEL
(893) T o

1.02

Abundance

0.82 Pk

Hotrienol
(863)

2"d Dimension retention time (s)

Retention time (s)

0.62
637 647 657

I+t Dimension retention time (s)

Tékavé latky medu izolované pomoci HS-SPME



 Analytické metody ve forenznianalyze
VYHODY GCxGC vs. 1D-GC

= ZlepSeni detekce

= Uzsi piky generované GCxGC (zaostfeni piku na vstupu kolony
druh¢é dimenze)

= ZvySeni poméru signdlu k Sumu (S/N) (lepsi separace analytl od
ostatnich casti vzorku)
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Cl Cl' Hexachlorbenzen
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 Analytické metody ve forenznianalyze
VYHODY GCxGC vs. 1D-GC

= Tvorba strukturovanych chromatogramu

» Doplnujici se separacni mechanismy na obou kolonach

Tékavé latky izolované pomoci HS-SPME

® Nejvice
: 'polarni
sloucéeniny v

2D- Supelcowax 10
(polyethylenglycol)

........

cee,
.....

ooooo

...........................
..........

......................

1D - DB-5ms [(5 %-fenyl)methylpolysiloxan]



 Analytické metody ve forenznianalyze
DETEKTORY VE SPOJENI S GC

Konvenc¢ni
detektory

Hmotnostné selektivni
detektory

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID)

Tepelné& vodivostni detektor (TCD) Kvadrupdél (Q)
Detektor elektronového zachytu (ECD) Iontova past (IT)

Dusiko-fosforovy detektor (NPD) S méFenim ¢asu priletu (TOF)

Halogen-specificky detektor (XSD) Sektor (S)

Fotoionizacni detektor (PID)
Plamenové-fotometricky detektor (FPD)
Pulzni plamenové-fotometricky detektor (PFPD)
Atomovy emisni detektor (AED)
Elektrolyticky vodivostni detektor (ELCD)



 Analytické metody ve forenznianalyze
DETEKTORY VE SPOJENI S GC

Detektor Selektivita Linearita
Plamenov¢-ionizaéni (FID) Ne 107
Tepelné vodivostni detektor (TCD) Ne 104-106
Detektor elektronového zachytu (ECD) Halogeny 10
Dusiko-fosforovy detektor (NPD) N, P 104-10°
Halogen-specificky detektor (XSD) Halogeny 104
Fotoioniza¢ni detektor (PID) Aromatické sl. 10°
Plamenoveé-fotometricky detektor (FPD) S, P S*: 103; P: 10°
Pulzni plamenové-fotometricky detektor Az 28 prvki S*, P: 103
Atomovy emisni detektor (AED) Jakykoliv prvek 103-104
Elektrolyticky vodivostni detektor (ELCD) S, N, halogeny 106
Hmotnostn¢ selektivni detektor (MSD) Ano 103-107




 Analytické metody ve forenznianalyze
DETEKTORY VE SPOJENI S GC

= Konvenc¢ni detektory vs. hmotnostné selektivni detektory

= Vyhodou MS ve srovnani s konvencnimi detektory je,
krom¢ selektivni detekce analytu eluujiciho se za dan¢ho
reten¢niho ¢asu, moznost ziskani strukturnich
informaci, coz umoznuje konfirmaci identity cilového
analytu nebo identifikaci ,,neznamych* sloucenin




L Analytické|metedy ve forenznijanalyzel T
Kapalinova chromatografie

= Separace latek v koloné, ktera obsahuje:
» Stacionarni (nepohyblivou) fazi (sorbent)
* Mobilni (pohyblivou) fazi (kapalina, eluent)

* Vhodna pro:
= Mal¢ ale 1 velké (makro)molekuly, iontové slouceniny

* Termostabilni 1 termolabilni slouceniny

* Limitace: rozpustnost v mobilni fazi




!} KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

» Separace latek v kolone, ktera obsahuje:
= Stacionarni (nepohyblivou) fazi (sorbent)
= Mobilni (pohyblivou) fazi (kapalina, eluent)

* Vhodna pro:
= Male ale i velké molekuly, iontové slouCeniny
= Termostabilni | termolabilni slouceniny
= Limitace: rozpustnost v mobilni fazi

VSCHT
PRAHA



 Analytické metody ve forenznianalyze
KAPALINOVY CHROMATOGRAF

SméSovaci
komora

aAznamowge
zarizeni
pocitac s

Rozpoustédla software




STANOVENI POMOCI LC

Nastrik

= Sesticestny ventil

Separace
= HPLC, rychla LC (UHPLC)

Detekce

= Konvenéni a hmotnostné-spektrometrické detektory

Kvantifikace
= Matricni efekty




VYBER CHROMATOGRAFICKEHO SYSTEMU

* Vybér chromatografického systému zavisi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech analytu

* Rozpustnost analytu
= Polarita analytu

* Molekulova hmotnost analytu

= Pouze primérené interakce se stacionarni fazi jsou zadouci
(analyty musi projit LC kolonou)




VYBER CHROMATOGRAFICKEHO SYSTEMU

Stacionarni
faze

Mobilni faze

Chromatografie
s normalni fazi

Polarni
(silikagel,
alumina, florisil,
MgO)

Nepolarni
(hexan,
dichlormethan,
tetrahydrofuran,
ethyl-acetat)

Nepolarni
a ve vodé
nerozpustne

Chromatografie
s reverzni fazi

Nepolarni
modifikovany
silikagel (Cs, Cs,
Cso, fenyl , CN)

Polarni (voda,
methanol,
acetonitril,
tetrahydrofuran)

Mirné polarni a
polarni

HILIC
chromatografie

Nepolarni s
polarnimi
interakcemi
(modifikovany

silikagel — kvart.

N*, SO%)

Polarni (voda,
methanol,
acetonitril)

Iontové a
neiontové
polarni,
rozpustné ve
vodé

Iontové vyménna
chromatografie

Iontové (S
vazanymi
iontovymi
skupinami —
kvart. N*, SO%)

\Voda (az 50 %
organika) s
pufrem
(NaHCO;,
NaOH...)

[ontové,
organicke a
anorganické baze
a kyseliny




STACIONARNI FAZE V LC

IONTOVE
POLARNI
Xy &
O %
& = %. 20
U4 S Qp/,%* 2,

HYDROFOBNI

SCX...strong kation-exchange
SAX...strong anion-exchange

CN...kyanopropylova faze
NH,...aminova faze
Fenyl...fenolova faze

C,...butylova faze
C;...Oktylova faze
C,s-..Oktadecylova
faze
Cy,-..triacontylova
faze

 J.Poustka, UAPV, VECHT Praha, 2019



 Analytické metody ve forenznianalyze
ISOKRATICKA vs. GRADIENTOVA ELUCE

» Isokraticka eluce
» Konstantni slozeni mobilni faze béhem separace
* Gradientova eluce

= Slozeni mobilni faze se méni s Casem (— v prubéhu
separace dochazi ke zvySovani elucni sily MF)

100:0
MeOH:H,O
Rozpoustédlo A: H,0O N
Rozpoustédlo B: MeOH Ekvilibrace
10:90
MeOH:H,0 / 10:90
N\ MeOH:H,O




CHROM. S NORMALNIMI FAZEMI

= Stacionarni faze
» Polarni (silikagel, alumina, florisil, MgO)
= Mobilni faze

= Nepolarni (hexan, dichlormethan, tetrahydrofuran,
ethyl-acetat)

= Analyty

* Nepolarni a ve vodé nerozpustné




 Analytické metody ve forenznianaljze
CHROM. S NORMALNIMI FAZEMI

Lipofilita

analyty se eluuji
nez nepolarni.

1 2 3
(
1 2 ¢ 3
- . O C
3 2 ;
= . 1 29 3
Mrtvy @ @ @\
objem
1 W 2 c 3 o, on
éas HaC I OH m Hﬁ)\/k

Polarita

~ J.Poustka, UAPV, VECHT Praha, 2019



 Analytické metody ve forenznianalyze
CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Stacionarni faze

* Nepolarni modifikovany silikagel (Cyg, Cg, fenyl, CN)
"= Mobilni faze

» Polarni (voda, MeOH, MeCN, tetrahydrofuran)
= Analyty

= Nepolarni a polarni

OH OH OH

| | |
=i S 5i
| 07| o |
O {‘I'J 0

evebonsevanh




CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

Lipofilita

3

slouCeniny se eluuyi

nez nepolarni.

Signal
w

&N
§> @ )
O O
I
o O
I

CCCCCC

Cas

Polarita



 Analytické metody ve forenznianalyze
CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Vybér mobilni faze v RP-HPLC

= Mobilni faze se obvykle sklada se smési vody a
organického rozpoustédla misitelného s vodou

H,O
Methanol

Acetonitril _
Ethanol Pokles polarity

Isopropanol ZvySeni elucni sily
Dimethylformamid

Propan-1-ol

Dioxan

Tetrahydrofuran



 Analytické metody ve forenznianalyze
CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Stacionarni faze

* C,3 modifikovany silikagel predstavuje nejbézné;si
stacionarni fazi; poskytuje vysokou retenci

= Ostatni faze (Cg, fenyl, CN, diol, NH,) poskytuji niZsi
retenci a alternativni selektivitu




CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Stacionarni faze

* Vliv délky fetézce na retenci analytu

o0

Cy

Ce w1 Cuy s
Aceton

o 3
3
6
p-Methoxyfenol
Fenol 1 . ‘ 4

(A1 8]

m-Kresol d

3,5-Xylenol 'L

Anisol

p-Fenylfenol i _«J

No kWM E




CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Separace iontovych sloucenin — KYSELINY

POKLES pH

R R
-/g -/g /K
@) o o ®) HO O

)

R

/K
HO (@)

PKA < pH pKa~pH PKA > pH
X 3 M
= Disociovany = Pii hodnoté pH, kterd je = Nedisociovany analyt
(polarni) analyt podobna pKAla”a'i’it_U’ I ~ poskytuje lepsi
-y pritomen analyt v disociované 1 - ,
poskyt.uje spatr}ou nedisociované formé. Pik je re,tenm a dobry tvar
retenci a tvar piku rozitépeny a siroky. piku

NEJHORSI SCENAR!




CHROM. S REVEZNIMI FAZEMI

= Separace iontovy slou¢enin - BAZE

T T ) )
NH5 NH, € NH, NH,
pK, > pH pKA = pH pPKA < pH

X X V]

" Vysoce polarni = Pfi hodnoté pH podobné pK,, " Nedisociovany analyt
(disociovany) analyt analytu, je pfitomen analyt v poskytuje lepsi retenci;
poskytuje Spatnou disociované i nedisociované formé;  glabé interakce presto

rovnéz hraji roli iontové interakce,
které zptisobuji chvostovani piku. :
Pik je rozStépeny a Siroky. ChVOStUj e)'

retenci a tvar piku. hraji roli (pik mirné

NEJHORSI SCENAR!




R e L
HYDROFILNI INTERAKCNi CHROMATOGRAFIE

= HILIC — Hydrophilic Interaction Chromatography

* HILIC predstavuje variantu chromatografie s reverzni fazi,

kdy stacionarni faze je modifikovana hydrofilnimi
interak¢nimi skupinami




LelosEealaEo
HILIC

= Stacionarni faze
* Polarni modifikace: silikagel s interak¢nimi skupinami —
N*, SO*, -OH
= Mobilni faze

» Vysoky podil organické slozky (>80 %) s malym
mnozstvim vody

= Voda (nebo polarni rozpoustédlo) predstavuje silné
elu¢ni rozpoustédlo




HILIC
= Princip retence

» Polarni analyt se rozd¢luje do a z adsorbované
vodné vrstvy a zaroven vykazuje polarni interakce

ACN H,0 ACN oM o ACM

ACN :

0 HO i
ACN O ACN HO ACN
NY ACN
H,0 H ACN
ACN H
ACNJ[ 0 ACN

NH IS/\ NHs
2
ACN L'ACN N¢ ACN
H,0
Ho | A H,0 oY 2 H,0
H,0




LelosEealaEo
HILIC

* Vyhody

= Retence velmi polarnich analytu, které nejsou
zadrzovany reverzni fazi

» Komplementarni selektivita k reverzni fazi
= Lepsi citlivost ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

* Vysoky podil organicke slozky MF vede k lepSim
odezvam v MS

» Kratsi priprava vzorku
- odstranéni odparovaciho kroku a prevod
do rozpoustédla s vysokym obsahem vody




HILIC
* Mobilni faze
= Mraven¢an amonny (pH Elucni sila rozpoustédla
3); octan amonny (pH 5); Nejsilngjsi
0 X! :
0,2% mravenci kyselina A \vods
(pH 2,5); 0,2% kyselina Methanol
fosforeCna (pH 1,8) Ethanol
= ZvySeni retence analytu Isopropanol
je dosazeno vyménou Acetonitril
vody za jin€ polarni Aceton
rozpoustédlo (methanol, [|  Tetrahydrofuran

Isopropanol) Nejslabsi




LelosEealaEo
HILIC

* Komplementarni selektivita k RP-HPLC

Atlantis™ HILIC Silica
4.6 x50 mm, 3 um
90% to 50% ACN

Atlantis™ dC, 4
4.6 x50 mm, 3 um
2% ACN

Minutes



 Analytické metody ve forenznianalyze
KOLONY A STACIONARNI FAZE

r r.v

" Velikost Castic a separacni ucinnost

10 pm castice 5 um ¢astice *® Prutok MF znacné

A
\_/ (1970) (1980) ovliviuje Gcinnost
kolony a dobu
/ 3,5 nm ¢astice  analyzy.
o (1990) * Kolony s malymi

1,7 pm ¢astice ¢asticemi
\ (2004) poskytuji
s optimalni separaci
ve velkém
rozmezi pratok,
2 3 4 > 6 7 coz dovoluje
Linearni rychlost (mm/s) pouZivat vysoké
prutoky MF.

-

N
(@
!

—_
o
|

HETP (um)

U
|

(&)
\J

[ I [ [

o

Zdroj: M.P. Balogh, LC GC Europe 18(4) 205-212



KOLONY A STACIONARNI FAZE

Spotieba rozpoustédla Citlivost
= Pouziti uzkych kolon vede k = Uzké kolony poskytuji lepsi
podstatné redukci spotieby MF citlivost (pf1 stejném nastiiknutém
objemu)
. 100
5 2
5 80 =
z 60 2
S a0 20% 2
s 20 5% =
'?:" 0 E 0 -= oy ; el ':
46 32 24 1.0 46 32 21 1.0
Column i.d. f mm Columnid./fmm
Vnitini primér kolony, L.D. (mm) Vnitini primér kolony, I.D. (mm)

._;)\ L 1.0 Nastiik 1 ul smési

21 uhlovodikti na kolony s

L4 32 odlignymi pramé
| il e 4.6 y p ry




RYCHLA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

= HPLC (High-performance (High-pressure) LC)
= Céstice: 3-10 wm "'~.....,
= Tlak: do 400 bar (40 MPa)
= RRLC (Rapid Resolution LC) — Agilent A

= (Castice: 1,8 um (porézni smésné)

UHPLC
= Tlak: do 600 bar (60 MPa) Ultra high
= UPLC (Ultra Performance LC) —» Waters performance
LC

= Céastice: 1,7 pm (porézni uniformni)
= Tlak: do 1000 bar (100 MPa)



4,6 mm x 150 mm, 5 pm
1,20 mL/min, 40 °C
11 min

2,1 mm x 50 mm, 1,8 pm
1,00 mL/min, 40 °C
1,1 min

2,1 mm x 50 mm, 1,8 um
2,40 mL/min, 95 °C
0,4 min

LelosEealaEo
HPLC vs. RRLC

HPLC, 40 °C
Siika piku: 3,4 s

RRLC, 40 °C
10x rychleji
Sifka piku: 0,5 s

RRLC, 95°C
27x rychleji

|\—=l«— SiFka piku: 197 ms

0 2 4 6 8 10 min
|I . ’| |
\ [ Jr|,_ | NS
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1  min
|
| ) , |
II || III I [ III | ] 1 |I
| [ I. 1 L _.I |I | o
Ij D.'E 1'.].'4 min

Zdroj: Agilent, www.agilent.com



Analytické metody ve forenznianaljze
LC SEPARACE (pesticidy): HPLC — UHPLC

HPLC - 25 min

4,6 mm x 150 mm, S pm

m x 50 mm, 1,7 pm

Prutok MF 0,3 mL/min
(oba systémy)




LelosEealaEo
DETEKTORY V LC

Hmotnostné selektivni
detektory

Konvencni
detektory

Absorp¢ni fotometricky detektor Iontova past (IT)
Fluorimetricky (fluorescenc¢ni) detektor Kvadrupol (Q)
Refraktometricky detektor TOF
Amperometricky detektor Hybridy: QqQ, TOF/TOF, Q/TOF
Vodivostni detektor

Detektor s diodovym polem (DAD)




