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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Kapalinova chromatografie S riiznymi typy detekce pro analyzu

biologicky vyznamnych latek
Teoreticka cast: vysvétleni zakladl kapalinové chromatografie, rizné typy detektort.

Prakticka cast: ukazka analyzy na elektrochemickém, UV/VIS a hmotnostnim detektoru.

.  UVOD

1. Chromatografické metody
1.1 Princip chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, tedy metoda, pii které se odd€luji - separuji slozky
obsazené ve vzorku. Svym urcenim je to pfedev§im metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy
vzorku.

Chceme-li od sebe odd¢lit dvé latky ptitomné ve vodném roztoku, z nichz jedna je
rozpustnd v organickém rozpoustédle nemisitelném s vodou a druhd latka v ném rozpustnd neni,
muizeme rozpustnou latku do tohoto rozpoustédla vyextrahovat. Pokud jsou vSak rozpustnosti
téchto dvou latek podobné, dosdhneme extrakci pouze toho, ze se ob¢ latky rozd€li mezi vodnou
a organickou fazi, pfi¢emz jejich pomér se v obou fazich ponékud zméni: v organické fazi bude
vice rozpustnéjsi latky, zatimco ve vodné fazi zlstane vice latky méné rozpustné. Po dostatecném
poctu téchto kroki se dve latky zcela oddéli. Takovyto postup je ovSem prakticky neproveditelny,
tézkopadny a zdlouhavy, s rostoucim objemem spojenych podild vodné a organické faze bychom
délené latky taky neunosné ziedili. Daleko elegantnéjSim feSenim je imobilizovat jednu z fazi na
vhodném inertnim nosici, a nechat druhou fazi, obsahujici dvé oddélované latky, zvolna protékat
podél této imobilizované faze. Dvé latky, které chceme oddélit a které unasi tekouci faze, budou
sttidavé prechazet z jedné faze do druhé, jednotlivé extrakéni kroky vSak jiz nebudou oddélené
definovany. Tak se postupné latky od sebe prostoroveé odd¢li, v disledku vySe popsaného déje,

ktery se nazyva diferen¢ni migrace. Toto je zakladnim principem chromatografie [67].
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Na tomto zaklad¢ funguji veSkeré chromatografické metody, i kdyz mechanismy dé€leni

jsou rozmanité - rizné afinity délenych latek ke dvéma fazim mohou byt zalozeny nejen na
rozpustnosti, ale 1 na adsorpci, chemisorpci, sitovych efektech, iontové vyméné a na kombinaci
uvedenych mechanismu. Imobilizované tuhé ¢i kapalné fazi se tikd faze staciondrni ¢i zakotvena,
tekouci fazi, kterou mtze byt kapalina, plyn ¢i nadkritickd tekutina, se fika faze mobilni. Délené
latky rozpusténé v mobilni fazi se bézn€ nazyvaji soluty. Zaznamu zavislosti koncentrace solutt
na objemu proteklé mobilni faze nebo na Case se fika chromatogram [67].

Princip chromatografického deéleni si miizeme priblizit pomoci ndsledujiciho prikladu ze Zivota.
Predstavme si, Ze skupina vodakii na kanoich sjizdi veku, jde o volné proudici tok, ktery zde
predstavuje mobilni fazi. Je pozdni letni odpoledne, vodaci jsou unaveni a nepadluji, jejich
maximalni rychlost je tedy dana rychlosti toku reky. Tu na brehu uzii skupinu slunicich se,
neprilis odénych krasavic, v nasi analogii je miiZeme povaZovat za stacionarni fazi. Jak budou
reagovat nasi vodaci? Néekteri, predevsim damské osadky a prislusnici 4% muzské mensiny, se v
klidu nechaji unaset dale, nebot jejich afinita ke staciondrni fazi je nulova. Ostatni posadky
zacnou brzdit, aby alespon prodlouzili dobu své vizualni interakce se stacionarni fazi. Nékteré
lodé pravdépodobne zastavi a posddky vystoupi na breh, doslo k adsorpci, kdy pevna interakce
miize byt zruSena az zmeénou vnéejsich podminek (uték krasavic, pritrz mracen apod.). MuZeme
tedy ocekavat, ze puvodné jednotné se pohybujici skupina castic (plavidel) se rozdeli na
podskupiny a to podle své afinity viici stacionarni fazi, svou roli miize hrat i afinita k mobilni fazi,
reprezentovand zde napiiklad potrebou byt véas na tabovisti, na nadrazi ¢i v restauraci. (VSCHT,

Laboratorni techniky biochemie).

1.2 Retencni charakteristiky

Zadrzovani rozpusténé latky stacionarni fazi zpiisobuje, Ze migruje mensi rychlosti, nez je
primérnd rychlost mobilni fdze. Molekula slozky stravi v koloné& urcitou dobu, kterd se nazyva
retenéni ¢as tg. Tato doba se d€li na Cas, ktery molekula setrvava v mobilni fazi — mrtvy
retenéni ¢as ty a Cas strdveny ve staciondrni fazi — redukovany retencni ¢as ¢'r. Tyto Casy

spliyji reten¢ni rovnici:
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tr=1tu +17R

Pro inert, ktery se nepoutd na staciondrni fazi a putuje stejnou rychlosti jako mobilni faze,
je retenéni Cas totozny s mrtvym retenénim casem. Tyto charakteristiky se pouzivaji ke
kvalitativni analyze, protoze v danych podminkach miizeme konkrétni slozku charakterizovat
jejim reten¢nim nebo redukovanym retencnim ¢asem.

Relativni zadrzeni slozky v kolon€ vyjadiime reten¢nim faktorem R. Je-li retencni Cas
slozky tr a kolona ma délku L, je primérna rychlost migrace této zony slozky v = L/tg. Primérna
rychlost inertu u = L/ty. Reten¢ni faktor je roven poméru téchto rychlosti. Po dosazeni za

rychlosti se délka kolony vykrati.

—+

R=V_Im
u ty
Nosna mobilni faze proudici kolonou mé urcity objemovy pritok Fp. Vynasobime-li jim
retenni ¢as slozky, dostaneme objem potiebny k eluci slozky — reten¢ni objem Vg.
Vr = trFn
Vynasobime-li retn¢ni rovnici objemovym pritokem, dostaneme:
VR = trFn = tMFy + t RFn =Vm + V'R
kde Vy je mrtvy retencni objem, 'z redukovany reten¢ni objem.
SloZka ma pfi ustaveni rovnovahy ve stacionarni fazi koncentraci Cs a vV mobilni fazi Cp,.
Pomér mezi témito koncentracemi je v idedlnim piipad€ konstantni a nazyva se distribucni

konstanta Kp, protoze charakterizuje distribuci — rozdéleni slozky mezi obé faze:

Zadrzeni slozky v kolon¢ vyjadifujeme reten¢nimi charakteristikami, které miiZzeme uvadét
bud’ absolutné pomoci ¢asti nebo objemu a nebo relativné srovnanim se standardy nebo inertem.
Latkova koncentrace slozky ve stacionarni fazi Cs je definovana jako pomér latkového mnoZstvi
kolony slozky ve stacionarni fazi a objemu staciondrni faze. Obdobn¢ je koncentrace slozky
vV mobilni fazi cy, definovana jako pomér latkového mnoZstvi slozky v mobilni fazi a volného

objemu kolony:
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Béhem pohybu kolonou molekula slozky ¢ast retencniho Casu setrvava ve stacionarni fazi
(redukovany reten¢ni Cas) a ¢ast v mobilni fazi (mrtvy retencni ¢as). S rostouci dobou pobytu
molekul ve staciondrni fazi roste i jejich latkové zastoupeni ve stacionarni fazi. Tuto Gvahu lze
rovnéz vyjadiit tak, ze pomér latkového mnozstvi slozky ve stacionarni fazi ku latkovému
mnozstvi slozky v mobilni fazi je stejny jako pomér redukovaného retenéniho a mrtvého

reten¢niho Casu slozky:

n ! n
—S:—R:>t; :tM_S
N, ty n

m m
Ve vztahu pro distribu¢ni konstantu dosadime za koncentrace z jejich defini¢nich vyrazi:
K -G _ NV
L= =
Cn N,V

m

Pro reten¢ni ¢as bude s vyuzitim obou vyse uvedenych vztaha platit:
n n \Y
t, =t,, +t, =t,, +t, =~ =t,|1+— |=t, |1+ K=
nm nm Vm
Vynasobime-li tuto rovnici objemovym prutokem Fy, dostaneme vyraz pro retencni
objem:

Ve =Fote =Foty + Fyty = Fyty + Ryt KD\\//_S’ tedy

m

VS
Vi =Viy +Vyy Kp o

m

Cim je separace u¢inngjdi, tim Iépe dokazeme od sebe slozky smési oddélit. Uginnost
separace V kolonové chromatografii charakterizujeme poctem teoretickych pater n. Teoretické
patro je pomyslna ¢ast kolony, ve které dochéazi k ustaveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni
fazi. Délka této casti kolony se nazyva vySkovy ekvivalent teoretického patra H. Pro kolonu o

délce L je vyskovy ekvivalent teoretického patra H = L/n.
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Pocet teoretickych pater n Ize uréit z chromatogramu z sifky piku v jeho zakladné Y nebo

z sitky piku v poloviné jeho vysky Y12 a retencniho Casu tgr podle vztaht:

2 2
n:le(t_q n:5,54(t_R]
Y Y1/2

Podle van Deemterovy teorie vedou K rozsifovani zény v kolon¢, a tim k ristu
vyskového ekvivalentu teoretického patra, tfi déje: turbulentni difize Ha, molekularni difize
Hg a odpor proti prevodu hmoty Hc. Vysledny vyskovy ekvivalent je podle této teorie dan
souctem téchto prispévki:

H =Hp +Hg + Hc

1.3  Rozdéleni chromatografickych metod
Chromatografickych metod je velké mnozstvi. Proto je ucelné jejich rozdé€leni do urcitych

skupin. Vzhledem ke zna¢né riznorodosti se déli podle nékolika hledisek [67]:

1) Podle skupenstvi mobilni faze
* Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography - LC) - mobilni fazi je
kapalina

* Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC) - mobilni fazi je plyn.

2) Podle uspoiadani stacionarni faze
* Kolonova chromatografie - stacionarni fdze je umisténa v trubici (kolon¢).
* Plosné techniky:
Papirova chromatografie (Paper Chromatography - PC) - stacionarni faze je
soucasti chromatografického papiru.
Tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography - TLC) —
stacionarni faze je umisténa na pevném plochém podkladu (napt. sklenéné

desce nebo hlinikové foli1).
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3) Podle povahy déje, ktery prevlada pri separaci

Obvykle se pfi separaci uplatinuje nekolik fyzikalné-chemickych déji soucasné, ale

jeden z nich prevlada.

* Rozd¢lovaci chromatografie - o separaci rozhoduje odli$na rozpustnost slozek vzorku
ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina a plyn)

* Adsorpéni chromatografie - o separaci rozhoduje rtizné schopnost slozek poutat se
(adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuha latka).

* Jontové-vyménnd chromatografie - o separaci rozhoduji rizn¢ velké elektrostatické
pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami staciondrni faze (iontoménic) a ionty vzorku.

* Gelova chromatografie - slozky se separuji podle velikosti na pérovité stacionarni

fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v porech gelu zdrzuji déle (molekulové sitovy
efekt).

* Afinitni chromatografie - stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku pravé urcité

sloZzky, ke kterym ma uzce selektivni vztah (afinitu).

14 Kapalinova chromatografie

V  kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové
chromatografie rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se staciondrni fazi, ale
velmi vyrazn€ i1 pouzitd mobilni fize. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi mobilni a
stacionarni fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich.
Jsou vyuzitelné vS§echny mozné mechanismy separace - adsorpce, rozdélovani na zakladé rizné
rozpustnosti, iontova vyména, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni
chromatografii [67].

ProtoZe je moZno pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pievadét vzorek na plyn, je
kapalinova chromatografie vhodna i pro separaci tepelné nestalych a netékavych sloucenin.

Srovname-li kapalinovou a plynovou chromatografii z hlediska u¢innosti, je v kapalinové

chromatografii niz8i pfispévek molekularni diftize slozky, protoZze kapalina ma o hodné& vyssi
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viskozitu nez plyn. Ve van Deemterové rovnici je tento pfispévek mozno zanedbat. naopak,

V plynové chromatografii je zanedbatelny piispévek odporu pievodu hmoty v mobilni fazi, ale
Vv kapalinové chromatografii se projevuje a scita se s prispévkem odporu proti prevodu hmoty ve
stacionarni fazi [67].

Podle uspotadani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou
kapalinovou chromatografii.

U planarnich technik kapalinové chromatografie je staciondrni faze umisténa v plose. Je
soucasti chromatografického papiru (PC) nebo tenké vrstvy na vhodné podlozce ze skla, hliniku
nebo polyesteru (TLC). Staciondrni fazi v papirové chromatografii je voda jako vlhkost poutana
na celuldzu, proto jde o chromatografii LLC. V tenkovrstvé chromatografii se podle pouzité
tenké vrstvy, kterd je obvykle na bazi silikagelu nebo oxidu hlinitého, uplatiiuje adsorpce (LSC),
ptipadné konkuruje rozdé€lovani. Pro velmi snadnou praci, nendrocnou na laboratorni vybaveni,
jsou tyto metody hojné vyuzivany. Moderni modifikaci TLC je HPTLC (High performance TLC
— vysoce ucinnd tenkovrstva chromatografie), kde se pouziva vrstva tfidéného mikropérovitého
sorbentu (silikagelu). HPTLC dovoluje zpracovavat i 20 vzorkti na jedné desce soucasné.
K davkovani a vyhodnocovéani se vyuziva instrumentdlnich metod. Vzorek se nanaSi pomoci
kapilary nebo mikropipety na start, ktery je blizko jednomu konci plochy. U vysoce ucinnych
tenkych vrstev se nandSeni provadi automatickymi davkovaci. Timto koncem se po vyschnuti
rozpoustédla ponofi papir nebo podlozka s tenkou vrstvou do mobilni faze. Systém se umisti
V prostoru nasyceném parami mobilni fdze. Mobilni faze vzlind papirem nebo tenkou vrstvou
pomoci kapildrnich sil, pohybuje se pfes start a unasi s sebou slozky vzorku tim rychleji, ¢im
méné se poutaji na stacionarni fazi a ¢im jsou lépe rozpustné v mobilni fazi. Proto se vzorek
rozd¢€li na zony obsahujici jednotlivé slozky. Vyvijeni se ukonéi pied dosazenim konce plochy.
Celo se ihned oznagi, po odpateni rozpoustédla jiz nemusi byt rozeznatelné[67].

V klasické kolonové chromatografii je stacionarni fazi zrnity sorbent s velkym primérem
castecek (napt. oxidem hlinitym) a je umistén ve sklenéné trubici dlouhé asi 0,5 m a priméru cca

2 cm dole zakoncenou fritou a kohoutem. Na horni vrstvu ndplné¢ davkujeme malé mnoZstvi
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vzorku a pak ptidavame mobilni kapalnou fazi. Pisobenim gravitacni sily mobilni faze postupuje

kolonou, slozky vzorku se od sebe separuji a v riznych ¢asech opoustéji spodni ¢ast kolony[67].
Klasické kolonové provedeni nemd potfebnou ucinnost, ale stalo se zadkladem vysoce

uc¢inné kapalinové chromatografie.

1.5  Vysoce u€inna kapalinova chromatografie

V principu je tato metoda shodna s klasickou kolonovou chromatografii. HPLC se
vyvinula z plynové chromatografie v pocatcich 70. let. Vysokych t¢innosti se dosahuje pouzitim
stacionarnich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelného tvaru a jednotné velikosti, které
homogenné vypliuji kolonu. Tim se dosahuje uc¢innosti fadové desitek tisic pater na metr kolony.
Pritok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem (jednotky az desitky MPa) — proto také byva tato
metoda nékdy nazyvana vysokotlaka kapalinova chromatografie (high-pressure liquid
chromatography). Davkuji se mala mnozstvi vzorku (fadové mikrolitry). K detekci jsou nutné
citlivé detektory, které umoziiuji kontinualni monitorovéani latek na vystupu z kolony. Signal
detektoru se zpracovava pocitaCem. Z vySe uvedeného je ziejmé, ze HPLC vyzaduje pomérné
naro¢nou instrumentaci [67].

Mezi vyhody HPLC patii zejména Siroka oblast pouZitelnosti: 1ze analyzovat ionty, latky
polarni 1 nepolarni, malo tékavé, tepelné¢ nestabilni i vysokomolekularni (cca 80% veskerych
znamych latek je mozné analyzovat metodou HPLC). DalSi vyhodou je moznost ovliviiovat
separaci sloZzenim mobilni faze, kterd na rozdil od GC neni inertni, ale vyznamné se podili na
separaci. Krom¢ analytickych aplikaci se HPLC casto pouziva k preparacim. Nevyhodou ve

Teorie HPLC je jiz vypracovéana, rovnéz aplikace HPLC jsou dostatecné¢ popsany.
Instrumentalni vyvoj HPLC stile probihd a sméfuje zejména k miniaturizaci kolon
(mikronaplinové a kapilarni kolony) i celkového zatizeni [67].

Obecné teoretické pojmy uvedené vyse plati také pro HPLC. Retence se téméf vzdy
vyjadfuje pomoci reten¢niho faktoru K, popt. retenénim objemem Vg. Na rozdil od retence

(zadrzovani latek) se jejich vymyvani z kolony nazyva eluce. Mobilni faze je proto nazyvana téz
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elu¢ni ¢inidlo ¢ eluent a schopnost vymyvat latky z kolony eluéni silou. Cim rychleji jsou

vymyvany latky z kolony, tim mé mobilni faze vyssi elucni silu. Rozpoustédla sefazend podle

eluéni sily tvofi eluotropickou fadu. Latky lze eluovat:

a) mobilni fazi o konstantnim sloZeni (konstantni elucni sila) - izokraticka eluce,
b) eluéni silu 1ze zménit skokem,
c) eluéni silu je mozné meénit kontinudlné podle urcitého programu (linearniho ¢i

nelinearniho) - gradientova eluce.

Pti gradientové eluci ménime b&hem analyzy sloZeni mobilni faze. Gradientova eluce se
pouziva pro latky s velkymi rozdily v retenénich faktorech (10 < k < 1). Mezi jeji hlavni vyhody
patii krat$i doba analyzy a zvysSeni citlivosti detekce pro pozdéji eluujici latky. Gradienty mohou
mit rizny tvar: linedrni, konvexni, konkavni atd. Nejbéznéjsi je linearni gradient - kontinudlni

zvySovani koncentrace silngjsiho eluentu B v rozpoustédle A [67].

Gradient je charakterizovan:
= pocatecni a koncovou koncentraci,
= tvarem,

= smérnici v pfipadé¢ linearniho gradientu.

Reten¢ni faktor ki pfi gradientové eluci 1ze odhadnout z reten¢niho faktoru Ko v ¢istém
rozpoustédle A, z doby od zacatku gradientu t, ze smérnice gradientu b a mrtvého Casu ty:
log ki = log ko - b (t/tm) 0

™I

Pfi linearni gradientové eluci maji vSechny piky stejnou $itku.

1.6 Stacionarni faze v HPLC

Z teorie chromatografie vyplyva, Ze rozhodujici vliv na separaci pii pouziti napliiovych
kolon ma velikost a uspotadanost castic (¢leny A a C van Deemterovy rovnice). Je zfejmé, ze ¢im
jsou cCastice mensi, tim je H nizsi a separace ucinnéjsi. Bézné se pouzivaji ¢astice velikosti 5 az

10 pm, ale v soucasnosti jsou komercni napln¢ s velikosti 2 pm i mensimi. Dale vyplyva z teorie,
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ze separace je ucinnéjsi tehdy, pokud maji ¢astice pravidelny (kulovy) tvar, jednotnou velikost a

kolona je jimi homogenné naplnéna. Tyto stacionarni faze vSak maji i nékteré nevyhody: I pii
nejdokonalej$im naplnéni kolony zaujimaji Castice jen asi 75% jejiho objemu a v pribéhu
pouzivani se pusobenim vysokych tlakt napli seseda a kolony se znehodnocuji [67].

Kompaktnéjsi zaplnéni prostoru v kolon¢ nabizeji monolitické stacionarni faze. Kolona je
zcela vyplnéna polymerem o definované porovitosti, bud’ organického nebo anorganického
puvodu, ktery se uvnitt kolony vytvoii vhodnou polymeraéni reakci v roztoku. Kvalita kolon se
tak zlepSi ve srovndni s kolonami népliovymi. Monolitické kolony se vyznacuji velkou
mechanickou stabilitou a odolnosti vii¢i zménam pH a velkou ucinnosti separace i pii velkych
prutocich mobilni faze. V praxi jsou vsak stale nejpouzivangjsi tradi¢ni napliové kolony [67].

Pii analytickych aplikacich byva délka kolony mezi 5 a 25 cm, pramér kolon nékolik
milimetrd, objem vzorku 1-20 pl a pritok mobilni faze vétsinou kolem 1 mlmin™. P
finan¢nich néakladech a v nejkratsi dob¢, se prumér kolon pohybuje v centimetrech, objem vzorku
v mililitrech a pritok v desitkach ml.min™.

Zcela novy typ stacionarni faze predstavuji vtisténé polymery (imprinted polymers). Jsou
obdobou monolitickych kolon, ale navic je do napln€¢ zabudovan ,,obtisk* analytu, ktery chceme
oddg¢lit. Pti ptipravé polymeru in situ v kolon¢ se pfida analyzovana latka (napf. jeden izomer
valinu, L-valin) a po ukonceni polymerace se tento analyt vymyje z kolony. Po jeho molekule
zustane v naplni charakteristickd dutina, ptistupna pouze pro L-valin. D-valin se touto stacionarni
fazi nezadrzi. Vtisténé polymery jsou vhodné predevSim pro obtiZzné separace, jako jsou napf.

chiralni separace 1é¢iv [67].

1.7  Mobilni faze v HPLC

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ale na rozdil od plynové
chromatografie se vyznamn¢ podili na separacnim procesu. Moznosti zmeény slozeni mobilni faze
jsou prakticky neomezené a je vzdy jednodus$i zmeénit slozeni mobilni faze nez pozit jinou

stacionarni fazi. Mobilni faze je predevsim charakterizovana polaritou a selektivitou[67].
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Polarita je schopnost rozpoustédla podilet se na polarnich interakcich. Parametr polarity

P’ je definovan jako suma piispévki interakei proton-akceptorovych, X, proton-donorovych,
X4, a dipol-dipdlovych, X,:
Pliot = XeP +x4P" + xn P’
Selektivita je definovana jako relativni retence dvou sousednich latek:
r2=a2 =tr/t’r1 = kolky

Vlastnosti mobilni faze jsou dulezité z hlediska separace i detekce. Mobilni faze by méla
davat v detektoru minimalni signal, a tim umoziovat co nejcitlivéjsi detekci solutl. Viskozita,
stlacitelnost, toxicita a absorpce ultrafialového zatfeni by mély byt co nejniZzsi.

V kapalinové chromatografii se pro separace vyuziva adsorpce, rozdélovani mezi dvé faze
na zaklad¢ rGzné rozpustnosti (sem patii separace na chemicky vazanych fazich), iontova
vymeéna, biospecifické interakce (molekulové rozpoznavani) a sitovy efekt. S vyjimkou sitového
efektu jde o princip termodynamické rovnovahy. Termodynamické rovnovahy je dosazeno, kdyz
jsou chemické potencialy analyzované latky v obou fazich stejné. V redlném chromatografickém
systému se obvykle uplatiiuje vice typi interakci soucasné, napt. na chemicky vazanych fazich je
rozpousténi kombinovano s adsorpci, pfipadné s iontovou vyménou [67].

Adsorpéni chromatografie s polarnimi adsorbenty jako staciondrnimi fdzemi historicky
pfedchazi chromatografii s nepolarnimi stacionarnimi fdzemi, kterd se zacala rozvijet az
S rozvojem piipravy chemicky modifikovanych fazi. Aby se tyto dva zakladni typy kapalinové
chromatografie odlisily, zacalo se klasické adsorpéni chromatografii s polarni stacionarni a
nepolarni mobilni fazi Casto fikat chromatografie s normalnimi fazemi, a obracenému typu
S nepolarni stacionarni a polarni mobilni fazi chromatografie s obracenymi fazemi ¢i bézngji
reverzni chromatografie. V dnesni analytické praxi je reverzni chromatografie mnohem

vvvvvv

chromatografie s normalnimi fazemi.
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1.8 Instrumentace v HPLC

faze se pohybuje gravitaéni silou. Odplynéna mobilni faze se pfivadi ze zasobniku mobilni faze
(pf1 HPLC se pouzivaji toxicka rozpoustédla, proto zasobniky mobilni faze musi byt uzaviené
nadoby a kazdy HPLC pfistroj by m¢l byt pfipojen na odtah) pies filtr (zachycuje mechanické
necistoty eventudlné pritomné v mobilni fazi) do Cerpadla. Odplynéni je dilezité proto, aby se
v detektoru v dusledku velkého tlakového spadu v systému netvofily bubliny. K odplynéni se
pouziva podtlak, ultrazvuk ¢i probublavani heliem, popi. kombinace téchto postupu [67].

Cerpadla musi byt vysokotlaka, protoze kolony s velikosti ¢astic okolo 10 pm a mensi
kladou velky odpor a k dosazeni optimalnich pratokl jsou nutné vysoké vstupni tlaky, az desitky
MPa. Pratok musi byt konstantni, reprodukovatelny a bezpulzni. Jeho hodnoty se pohybuji
vnl.min? pro kapilarni kolony, v pl.min™ pro mikronapliiové kolony, kolem 1 ml.min™ pro
bézné napliové kolony a v desitkach ml.min™ pro preparativni kolony. Pro malé pritoky se
pouzivaji pistova Cerpadla, coz jsou v podstaté injekéni stiikacky. Jejich vyhodou je bezpulsni
chod. Pro bé&zné analytické kolony se nejCastéji pouzivaji pistovd dvoucinnd (reciprokacni)
cerpadla. Jejich nevyhoda, pulsni chod, se kompenzuje pouzitim dvou nebo vice cerpadel
souCasn¢, pricemz jejich pisty se nepohybuji rovnomérné, ale parabolicky s asem a jejich
¢innost je fazove posunuta. Pro gradientovou eluci se pouzivaji v zdsad¢ dva zptisoby: sméSovani
mobilnich fazi za nizkého tlaku a za vysokého tlaku. Prvni zptsob je levnéjsi, nebot’ postaci
jedno cerpadlo. Jeho nevyhodou je, Ze k miSeni dochédzi daleko od kolony. Druhy zptsob
vyzaduje dvé Cerpadla, slozky se misi t&sné pfed kolonou, takZze skute¢né sloZeni faze v koloné
odpovida programovanému sloZeni [67].

Z Cerpadla se vede mobilni faze do davkovaciho zafizeni. Téméf vyhradné€ se pouzivaji
davkovaci ventily se smyckou. Nejcastéji jsou to Sesticestné ventily s vymeénitelnou smyckou,
ktera se plni injekéni stiikackou. Objem smycky se pohybuje od desitek nanolitrii po mikrolitry.
Dévkovani je reprodukovatelné (opakovatelnost nastiikii se pohybuje kolem 0,2 %) a lze je

snadno automatizovat. Davkované vzorky jsou vedeny do kolony [67].
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Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avsak mohou byt i sklenéné ¢i plastové.

Jejich vnitini primér se pohybuje fadové od desitek mikrometri do cca 1 cm pro analytické
kolony az po nékolik centimetrti pro preparativni kolony [67].

Z kolony je eluat veden do detektoru. Signal detektoru se vyhodnocuje pocitaem nebo
jinym vyhodnocovacim zafizenim. Jednotlivé Casti kapalinového chromatografu jsou propojeny
spojovacimi kapilarami, obvykle z nerezové oceli nebo PTFE. Musi mit co nejmensi vnitini
objem, aby jejich piispévek k rozmyvani elucnich kiivek byl co nejmensi. Material pouzivany
v HPLC musi byt mechanicky i chemicky odolny a nesmi byt povrchové aktivni. V uvahu

ptichazeji nerezova ocel, sklo a nékteré plasty [67].

2. Detektory v kapalinové chromatografii

Obecné pozadavky na detektory v HPLC jsou prakticky shodné s GC. Detektor by mél
mit maly vnitini objem, aby co nejméné¢ pfispival k rozmyti elu¢nich kiivek. Signal detektoru by
by mit Siroky linedrni dynamicky rozsah), citlivost (smérnice zavislosti odezvy na koncentraci)
by méla byt co nejvétsi, mez detekce (obvykle se vyjadiuje jako koncentrace analytu, ktera
zpusobi signal, jenz je uréitym nasobkem primérné hodnoty Sumu - dvoj- az ¢tyfnasobkem) co
neobsahovat drift (pomaly tnik nulové linie) [67].

K detekci se vyuzivd analytickd vlastnost systému, kterd je ve zndmém a
reprodukovatelném vztahu ke koncentraci analytu. Podle toho rozliSujeme detektory bud’
univerzalni (méfi vlastnost systému jako celku, tj. index lomu, tepelnou vodivost, relativni
permitivitu) nebo selektivni (méfi absorbanci pii urcité vinové délce, elektrolyticky proud pfi
ur¢itém potencialu atd.). Selektivni detekce je obvykle citlivéjsi a vhodnéjsi zejména pii analyze
slozek pritomnych v komplikovanych matricich.

Mezi bézné detektory pouzivané v HPLC patii spektrofotometrické, fluorimetricke,

refraktometrické, hmotnostni a elektrochemické.

NanoBiolMetalNet cz.1.07/2.4.00/31.0023 )
Tento projekt je spolufinancovan z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoctu Ceské
republiky.



*

~ .
*
: " % ...
- * - d
evropsky NI |
socialni = OP Vzdélavani
[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
Spektrofotometrické detektory patii k nejpouzivanéjsim v HPLC, nebot’ jsou pomérné

jednoduché, provozné spolehlivé, Ize jimi detekovat velky pocet latek a jsou kompatibilni
s gradientovou eluci. Zakladnim pozadavkem je nizka absorbance mobilni faze pii pouzité vinové
délce detekce. Nejcastéji se pouzivaji dvoupaprskové spektrofotometry s pritokovou detekcni
celou. Cela musi byt dostatecné mala pii dostatecné dlouhé optické draze (pro zachovani
detektory. Detektor s diodovym polem opakované zaznamenava cela spektra béhem prichodu
latek kyvetou. Ziskaji se tak trojrozmérné chromatogramy (reten¢ni ¢as vs. absorbance vs. vinova
délka). Tyto detektory maji vyznam predevSim pii ureni homogenity piku (stejné spektrum pii
skenovani piku znamend, ze nejde o jednu latku, zména spektra svéd¢i o sumé nerozlisenych
analyt).

Fluorimetrické detektory jsou velmi selektivni pro latky, které maji pfirozenou
fluorescenci nebo je 1ze na fluoreskujici derivaty prevést. Jsou rovnéz velmi citlivé, zhruba o tfi
tady citlivejsi nez UV spektrofotometrické (detekéni limit v pg . ml™). Analyt je ozafovan
zatenim o urCité vlnové délce (excitujici zafeni ze zdroje, tj. rtutové vybojky, deuteriove,
wolframové ¢i xenonové lampy ¢i laseru) a produkuje zéafeni o vétsi vinové délce (emitované
zafeni). Tento detektor je vyuZivan tehdy, je-li vyzadovéana sou€asné vysoka selektivita a citlivost
meéfeni, tj. pi1 stopovych analyzach latek v komplikovanych matricich, napt. ptfi sledovani
metabolitti 1éCiv, pfi analyze aminokyselin, sloZzek nukleovych kyselin atd.

Refraktometrické detektory patii mezi univerzalni detektory. Mé&fi se rozdil indexi
lomu solutu v mobilni fazi proti mobilni fazi. ProtoZe tyto rozdily jsou malé, je refraktometricky
detektor malo citlivy. Nevyhodou je 1 zna¢na zavislost indexu lomu na teploté a nemoznost
pouzit gradientovou eluci. Refraktometrické detektory se vyuzivaji zejména tehdy, pokud ostatni
detektory neposkytuji pro analyzované latky odezvu (napf. pfi analyze cukri).

Hmotnostni spektrometrie je vSestrannd, rychla a citlivd analytickd metoda, ktera je
Casto vyuzivana ke kvalitativni 1 kvantitativni chemické analyze, protoZe poskytuje velké

mnozstvi informaci o vzorku a jeho slozeni.
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Vysoce ucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s elektrochemickou detekci

Podle toho, jakou fyzikalné-chemickou vlastnost analytu méfime a vyuzivame pro
analytické stanoventi, rozliSujeme ED na:

e ampérometrické ¢i voltampérometrické (proud)

e potenciometrické (potencidl)

e konduktometrické (vodivost)

e vysokofrekvenéné impedanc¢ni (kapacita)

e coulometrické (naboj)

Mezi nejrozsitenéj$i ED ve spojeni s HPLC patii ty, které pracuji s konstantnim potencidlem
(ampérometrické, voltampérometrické). Vykazuji vysokou citlivost, vysokou selektivitu a Siroky
linearni koncentrac¢ni rozsah. Nejcastéji se elektrochemickéd detekce v prutokovych systémech
realizuje tak, Ze se na pracovni elektrod¢ udrzuje konstantni potencial v oblasti limitniho proudu
pro dany analyt a sleduje se hodnota proudu jako funkce casu. Tato technika se pfimo oznacuje
jako pratokova ampérometrie (flow amperometry). Proudova odpovéd pii pratokové
ampérometrii pfimo odpovida koncentraci elektroaktivni latky prochazejici detektorem [69].
Referentni a pomocna elektroda musi byt ,,po proudu” (downstream) kapaliny vzhledem
k pracovni elektrod¢, aby reakéni produkty difundujici z pomocné a referentni elektrody nerusily
stanoveni na elektrodé¢ pracovni [68-71]. Krom¢& vlastniho umisténi elektrody v pratokovém
uspotadani hraje vyznamnou roli také konstrukce vlastni elektrochemické néadobky (cely).
V pribéhu elektrochemické detekce je potfebné zajistit pokud moZno laminarni proudéni. Pfi
vyS$$im pratoku mobilni faze dochazi ke vzniku turbulenci a zhorSeni detekce studovaného

analytu.
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1. PRAKTICKA CAST

3. Elektrochemicky detektor — Detekce glutathionu

Systém vysoce ucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci (HPLC-ED)
je slozen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford, MA,
USA) (pracovni rozsah 0.001-9.999 ml/min), a chromatografické kolony s reverzni fazi Polaris
C18A (150 x 4,6; 3 um velikost ¢astic, Varian Inc., CA, USA) a dvanacti-kanalového CoulArray
elektrochemického detektoru (Model 5600A, ESA, USA). Detektor je sloZen z dvanacti
prutoénych analytickych komurek (Model 6210, ESA, USA), pficemz kazda obsahuje referentni
(hydrogen paladiovou), pomocnou a porézni grafitovou elektrodu. V fidicim modulu je ulozena
chromatografické kolona, elektrochemicky detektor, prostor je termostatovan na 30 °C.
Jednotlivé vzorky jsou injektovany autosamplerem (Model 542, ESA, USA) pfi teploté 4 °C.
Injektovany objem je maximalné 10 pl.

Realné vzorky rostlin (pramérné 0.2 g svézi hmotnosti) jSOU zmrazeny kapalnym dusikem
z divodu destrukce bunék. Zmrazené ¢asti rostlin jSOu rozetfeny v tfeci misce a poté je do misky
ptidano 2 ml fosfatového pufru o pH 7.0. Vznikly roztok je homogenizovan pomoci tfepani na
Vortex—2 Genie po 45 min pii 4 °C (Scientific Industries, USA). Homogenat byl centrifugovan (3
000 g) 30 min pii 4 °C pomoci Universal 32 R centrifugy (Hettich-Zentrifugen GmbH,
Némecko).

Standard redukovaného a oxidovaného glutathionu pfipravime z ACS chemikalii a vody o
ACS Ccistoté v koncentraci 100 puM. Pracovni roztoky ptipravime podle pokynli vedouciho

cviceni.

4, Elektrochemicky detektor + UV detektor — Detekce flavonoidu

HPLC-ED systém je slozen ze dvou chromatografickych pump Model 582 ESA (ESA
Inc., Chelmsford, MA) (pracovni rozsah 0.001-9.999 ml min?) a chromatografické kolony
s reverzni fazi Zorbax SB C18 (150 x 4.6; 5 um velikost ¢astic, Agilent Technologies, USA) a
dvou detektord vtandemu UV/ED. Byl pouzit UV detektor (Model 528, ESA, USA).
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K elektrochemické detekci byl pouzit detektor Coulochem III (ESA, USA) s amperometrickou

pratokovou detekéni celou (Model 5040, ESA, USA). Prito¢na cela obsahuje planarni elektrodu
ze skelného uhliku, hydrogen-palddiovou jako referencni a a uhlikovou jako pomocnou
elektrodu. Vzorek (15 ul) byl injektovan automaticky pomoci autosampleru (Model 542, ESA,
USA), ktery ma vsobé zabudovan i termostatovany prostor pro kolonu. Kolona byla
termostatovana na 30°C. Pritok mobilni faze byl 1 ml min™. Mobilni faze se skladala z A:
kyseliny octové (50 mM) a B: kyseliny octové (50mM) v Cistém Acetonitrilu. Latky byly
eluovany nasledujicim gradientem: 0-0.2 min ( 5% B), 0,2->1 min (10 %B), 1->5,5 min ( 13 %
B), 5,5->8 min ( 20 % B), 8->9 min ( 20 % B), 9->13 min ( 50 % B), 13->15 min ( 100 % B), 15-
>19 min ( 100 % B). Detekce vétSiny separovanych latek probihala na UV detektoru pii 260nm.
Detekce kyseliny Acetyl-Salicylové probihala na Elektrochemickém detektoru pii aplikovaném
potencialu 950mV.

Realné vzorkyovoce (primérné 0.5 g svézi hmotnosti) jsSou zmrazeny kapalnym dusikem
z divodu destrukce bunék. Zmrazené ¢asti rostlin JSOU rozetfeny v tfeci misce a poté je do misky
piidano 2 ml methanolu. Vznikly roztok je homogenizovan pomoci tiepani na Vortex—2 Genie po
45 min pii 4 °C (Scientific Industries, USA). Homogenat je nasledné centrifugovan (3 000 g) 30
min pii 4 °C pomoci Universal 32 R centrifugy (Hettich-Zentrifugen GmbH, Némecko).

Standard flavonoidii pfipravime z ACS chemikalii a vody, a methanolu o ACS Cdistoté

v koncentraci 100 uM. Pracovni roztoky piipravime podle pokynti vedouciho cviceni.

S. UV/VIS a hmotnostni detektor — Analyza fytohormonii

Rostlinné fytohormony budou analyzovany pomoci piistroje vysoce ucinné kapalinové
chromatografie s UV/VIS detektorem SpectraSYSTEM UV 2000 (Thermo separation products
Inc.) a hmotnostnim detektorem Finnigan AQA (ThermoQuest). Pro separaci fytohormonii budou
vyuzity chromatografické kolony s reverzni fazi Phenomenex C18, 250 x 2.1 mm, velikost ¢astic
5 um, Polaris C18, 250 x 2.1 mm, velikost ¢astic 5 um and Aquasil C18 250 x 2.1mm, velikost

castic 5 um.
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