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> Uvod, zékladni pojmy

> chromatografické systemy

> déleni chromatografie, klasifikace
chromatografickych metod

> chromatografické kolony, sorbenty

> princip a schema chromatografické separace

> chromatograficke veliciny

> Ucinnost kolony, van Deemter

» UHPLC

> detektory

> derivatizace

> chromatografické systéemy

> vyhodnoceni vysledkd



Nejpouzivanéjsi, nejrychleji se vyvijejici a nejucinngjsi
technika ve vSech oblastech analyzy potravin

e pri kontrole technologickych procesil je alternativni
a/nebo doplnujici k spektrofotometrickym nebo
fluorimetrickym metodam

o kontrola potravin — dostatecna selektivita a citlivost pro
detekci minoritnich komponent, vyhovuji prisnym pravidltim
pro stanoveni MLR, ktera byla nastavena pro vetsinu
potravinovych produktl

FalSovani

e vyzkum, rozliSeni a urceni struktury sledovanych latek a
jejich metabolitd



Zaklady chromatografie

Flant Extract
in Solvent

f-"""

1903 — M. S. CVET
Zakladni pojmy:
> mobilni faze

> stacionarni faze,
sorbent

> chromatograficka
kolona



kapalinova chromatografie - LC
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Kapalinovy chromatograf Plynovy chromatograf



Chromatograficky system

mobilni R
faze = stacionarni faze
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Klasifikace chromatografickych metod

Podle povahy mobilni faze

< kapalinova

< plynova



Mobilni faze

GC:
Inertni plyn, dusik, vodik, helium

LC:
organicka rozpoustédla: methanol, acetonitril

voda, roztoky kyselin, soli, pufry
oxid uhliCity

Odplynéni

Pufr x organika, nebezpeci tvorby krystalt !!



Izokraticka eluce:
GC - konstantni teplota po celou dobu analyzy

LC - konstantni slozeni mobilni faze

Gradientova eluce:
GC — programovany narust teploty

LC — zména polarity mobilni faze misenim
rozpoustedel



Klasifikace chromatografickych metod

Podle zplisobu separace
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¥ vytésnovaci, iontove-vymenna, iontova (IC)

38 afinitni

$ gelova




Chromatografické metody

Klasifikace chromatografickych metod

Podle ucelu

$8 analyticka (kvalitativni, kvantitativni)

$8 preparativni



Klasifikace chromatografickych metod
Podle prostorového usporadani

Solvend

< plosna 1
— vSechny druhy TLC
(papirova, tenkovrstva)
< sloupcova e s e

— kolonova chromatografie ¢
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Stacionarni faze Mobilni faze

Latka

rovnovazné stavy

stacionarni faze == mobilni faze




Chromatogafickeé kolony




Typy sorbentu:

> polarni sorbent,

silikagel, Si-OH

alumina (oxid hlinity)

polarni chemicky vazané faze na silikagelovém nosici (diol,
nitroskupina, CN, kynopropyl-, aminopropyl-)

nepolarni mobilni faze, hexan, 2-propanol

NP

> nepolarni sorbent

na sorbent (silikagel, polymer) navazan nepolarni
retézec C18, C8, fenyl

polarni mobilni faze, MetOH, AcCN,

vodné roztoky kyselin a soli, pufry

obracené elucni poradi nez NP

RP



> ionexy, iontomeénice

anexy (polyvalentni baze), katexy (polyvalentni kyseliny)
povrchoveé porézni - ionex na porovitém nosici
mikropartikularni, ionexové pryskyrice, zesitené polymery
mobilni faze — vodné roztoky soli, iontova sila, pH
vytésnovaci

IEC, IC

> gel, porovity polymerni />o Q l
mobilni faze: @

hydrofilni gely — voda g
hydrofobni gely — org. rozpoustéd|a b Q
chloroform, dichlomethan Q
GPC, SEC O

B




HILIC

Hydrophilic Interaction Chromatography

polarni stacionarni faze, mobilni faze 80% organiky,
solvatacni obal

NP chromatografie s RP fazemi



Chromatografie na sorbentech s poréznim povrchem

Sub-2 uym celoporézni
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povrchové porézni™

Rychlé analyzy, separace srovnatelna s UPLC

Zdroj: Phenomenex, USA

™



Schema chromatogafické separace
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Chromatografické metody
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Chromatogram pri elucni metode:
h — vyska piku, W — sirka piku v nulove linii, W, ;- sirka piku v polovine
Jjeho vysky, t.— retencni cas, t,, — mrtvy cas



Chromatografické metody
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Retencni cas — kvalitativni Udaj, latka je-neni pritomna ve smési
porovnani se standardem
porovnani spekter, peak purity testy

Vyska piku, plocha piku — kvantitativni udaj, je primo umerna
koncentraci

Vyhodnoceni metodou kalibracni primky (ESTD), vnitrniho standardu
(ISTD), metodou standardniho pridavku

Surrogates (doprovodné standardy)



Chromatografické metody

0.0 Tim e in Minutes 10.0

-

0.0 Time in Minutes 10.0

Schema chromatogramu viceslozkove smesi




Uéinnost separace

v parametry kolony: délka, primér, velikost castic
sorbentu

v" ucinnost kolony, van Deemterova zavislost, pocet
teoretickych pater, vyska teoretickeho patra

= pikova kapacita

selektivita, rozliseni

= symetrie piku

kapacita kolony



Ucinnost kolony (N):

o teoretické patro kolony (TP),
e pocet teoretickych pater (n)
e vyskovy ekvivalent teoretickeho patra (H, HETP)

H=L/n
N=L/H

N~1/d,

L/d,

Je-li tento pomeér podobny, pak je srovnatelna ucinnost
rznych kolon.



Chromatografické metody
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Teoretické van Deemterovy krivky

pro Castice 10, 5, 3a 1,7 uym




Detektory v kapalinové chromatografii

= UV-VIS spektrofotometricky (UV-VIS, DAD,
PDA)

* fluorescencni (FLD)

= refraktometricky (RI)

= aerosolové detektory (ELSD)

= hmotnostne spektrometrické (MS)

= elektrochemicke detektory



Chromatografické metody

Detektory v plynové chromatografii
» plamenove ionizacni (FID)
= detektor elektronového zachytu (ECD)

= hmotnostne spektrometrickeé (MS)



Chromatografické metody
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Chemicka derivatizace

Prevedeni sledovaneho analytu vhodnou chemickou
reakci na lépe stanovitelny derivat

Plynova chromatografie:

Tekavejsi derivat o nizsim b.v.

e TMS derivaty cukrd a aminokyselin

e methylestery vyssich mastnych kyselin

e bromované derivaty pri stanoveni akrylamidu GC-MS
Kapalinova chromatografie:

e karbamatove pesticidy (OPA)

e biogenni aminy a aminokyseliny (OPA, DNs, FTIC)

e vitamin Bl

Pre-column, post-column




NP
RP

IP HPLC, iontoveé parova

Reversni faze C18, C8 polarni mobilni faze, MetOH, AcCN s
pridavkem IP (Na soli alkansulfonovych kyselin,
tetrabutylamoniové soli, TFA, TCA ),

IC, ICE (HPLC), iontova, iontoveé vyménna
iontomenice, katexy, anexy
mobilni faze: vodné roztoky soli, pufry

HILIC
Hydrophilic Interaction Chromatography
polarni stacionarni faze, mobilni faze vysoké % organiky



Afinitni

GPC, SEC

rozdéleni podle velikosti molekul

analyza polymerd

Cisténi extraktl, odstranéni rusivych koextrahovanych
slozek — tuky a barevné latky

stanoveni POPs v matrici zivociSného ptvodu

Chiralni
Izomery

Fused core, shell core
Povrchova vrstvicka porézniho sorbentu na pevném jadre



Vyhodnocovani vysledkt

Kvalitativni hodnoceni

k identifikaci latek pouzivame retencnich caslti nebo
retencnich objemd.

Dale — specifické detektory, napr. MS, NMR,

pomoci jichz ziskana spektra poskytuji detailni udaje o
strukture molekuly a jeji molekulové hmotnosti



Kvantitativni hodnoceni

Nalezeni vztahu mezi plochou a mnozstvim eluované latky
(vyskou, minimalné a jen u symetrickych a Uzkych pik)

Porovnani se standardem, komparativni metoda

= metoda vnejsiho standardu, ESTD = metoda kalibracni
primky

= metoda pridavku standardu
jeden pridavek
vice pridavkd

= metoda vnitrniho standardu, ISTD



0 Cas pro dotazy

3 Dekuji za pozornost

3 Pekny vecer



