Reseni

HPLC
size-exclusion

ion-exc hange
reversed-phase

Electrochromatography

capillary zone electrophoresis

Flat bed

gel electrophor
SDS PAGE
oelectric focusing
immunoelectrophoresis

Separation

Kombinovane techniky

Separacelizolace slozek
|ldentifikace frakci
Kvantifikace slozek

ICP AES
(HR) ICP-MS

ESMS(MS)
MALDI-TOFMS
FABMS

NMR

— multidisciplinarni pristup - postupna aplikace metod

— simultanni pristup — sprazené techniky -

~pomlckove

techniky” (“hyphenated techniques”, “hybrid techniques*)
« LC-MS, LC-MS-MS, GC-MS, GC-FTIR, TGA-FTIR, CE-MS,

FIlsl GC

GC-ICP-MS, LC-ICP-MS, LC-NMR, GC-IMS (ion mobility
spectrometry)

CE SFEISFC




Kombinovaneé techniky

 multidisciplinarni pristup
— Elementarni analyza - C, H,N, halogeny atd.
» Empiricky vzorec
— Infracervena/Ramanova spektrometrie
* Typ skeletu, funkcni skupiny - substituenty

— MS spektrometrie
* Pik molekulového ion-radikalu, sumarni vzorec
* Charakteristické fragmentace, efekty prirozeneho izotopického
zastoupeni pro ruzné prvky

— NMR spektrometrie
o Skelet — uhliky a vodiky, nékteré substituenty

— RTG difraktometrie — strukturni parametry u krystalickych
vzorku
— UV-vis spektra — doplnkove, spis vyuziti databazi spekter



Kombinovaneé techniky

» Sprazené techniky
— Uspora éasu - separace, identifikace, kvantifikace
» Sprazene techniky s plynovou chromatografii
— GC MS, GC-FTIR, GC-ICP-MS
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GC-MS

* Plynova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci

— ldentifikace a kvantifikace tekavych latek ve slozitych
smesich

— Urceni molekulové hmotnosti a prvkoveho slozeni latek
v uvedenych smeésich

— Strukturni analyza latek v uvedenych smesich

— Analyza polutantt v pitnych a odpadnich vodach
— Analyza lé€iv a jejich metabolitu v krvi a mo¢i pro
farmakologicke i forenzni aplikace

— Potrebné mnozstvi - bézne 1 az 100 pg na slozku



GC-MS

* Plynova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci
— Cas analyzy - 20 az 100 minut
— Doba zpracovani dat — 1 az 20 hodin

— Pouze tekave, termostabilni latky, nebo latky po derivatizaci
(trimethylsilyl- ethery)

— Tézko urcit polohy substituentu na Ar jadre

— Problém ,,polohovych“ izomeru (hmotnostné
spektrometricky je napr. obtizné rozlisit naftalen a azulen)

— Rozdil mezi GC a MS - pracovni tlak (zhruba 8 az 9 radu),
pritomnost nosného plynu - INTERFACE



GC-MS

— Rozdil mezi GC a MS - pracovni tlak (zhruba 8 az 9 radu),
pritomnost nosného plynu — INTERFACE
— ruzna reseni
* nejstarsi - oddéleni malé frakce (1 - 5 %) jako vstup do MS

— problém citlivosti a limitu detekce
* interface snizujici tlak separaci nosného plynu se vstupem
prakticky veskerého mnozstvi vzorku do MS (zakoncentrovani
vzorku) — sondy — separatory — tryskove, ,,jet” separator

Molecular Separator

Jet separator

e
P

fon Source

_Iir

vac

¥ih

vac

to Mass
Analyzer

vacuum
source

Gohlkeho tryskovy separator — komurka 250 C
» velky rozdil tlaku (tlakovy spad nékolik radu)
» nadbytek nosného plynu (napliové kolony 20mli/min)

<y [ 1oms 2
" el



GC-MS

— Rozdil mezi GC a MS - pracovni tlak (zhruba 8 az 9 radu),
pritomnost nosného plynu — INTERFACE

— ruzna reseni

* interface snizujici tlak separaci nosného plynu se vstupem
prakticky veskerého mnozstvi vzorku do MS (zakoncentrovani
vzorku) — sondy — separatory — tryskove, ,,jet separator

+ ODLISNA VELIKOST MOLEKUL NOSNEHO PLYNU a
SEPAROVANYCH ORGANICKYCH MOLEKUL - odli§né hodnoty
difusniho koeficientu — mnohem mensi pro organické molekuly

* pfirozpraseni trysku se nosny plyn ,,rozprasi do mnohem vétsiho
prostorového uhlu nez analyt — organicka latka — ta zachycena
shéracem

+ sklenéna kapilara zatavena do vakuované ,,obalky“ , tryska a
shéra¢ musi byt precizné nastaveny vuéi sobé

— pouzitelné v pripadé naplinovych kolon, riziko ucpani trysky



GC-MS

— Rozdil mezi GC a MS - pracovni tlak (zhruba 8 az 9 radu),
pritomnost nosného plynu — INTERFACE

Permeation interface

——__ A semi-permeable
membrane is placed
m— between the GC
to MS _ effluent and the
MS. ~
« 2 |J[membrane Open split interface
Major problems with this approach
Membrane selectivity based on polarity & MW He in K it
Slow torespond
Only a small fraction of analyte actually
permeates through membrane from GC to MS

MIMS

\

flow restrictor

liner

The MS pulls in about 1 mi/min through a flow restrictor.
If flow is above that, the excess is vented.
If below, He from external source is pulled in.

Best for sources that have flows close to 1 mli/min like
capillary columns



GC-MS

— Rozdil mezi GC a MS - pracovni tlak (zhruba 8 az 9 radu),
pritomnost nosného plynu — INTERFACE

— Kapilarni kolony - nizsi prutoky, staci erpani vakua ve
zdroji, kapilara zavedena primo do iontového zdroje MS

d-pott valwe
oo —w—  PMethane
{}ﬂﬂ —:—}ﬂl‘hEFQEEEE Ouads
Themocouple Flow conroller
gauge tube — S
Trap [ ]
2 Shutoff valve — — Probe or
Lenses capacitance
| ] mahom eker
C apillary l jmm—mm e o] inlat
column | ; : '|'l
II I. : l.__.! I___i
L ¥ — — I
::f i 1 k d
b ‘\\‘ bn
]
T block

Plunlger
[Elar <)

htemal standard



GC-MS

— MS ionizace - El, CI
— MS analyza - TOF, iontova past, kvadrupal
— Zpracovani dat — ohromny objem dat héehem jedné analyzy
— Sken MS-spektra bézné — kazdeé 2 s
— Doba analyzy — napr. 90 min (20 — 100 min)
— 2700 MS spekter hehem jedné analyzy
— Stovky dvojic hodnot - jedno MS spektrum
— Bézne i nekolik Megabyte dat za analyzu
— Chromatogram — ,,celkovy” zaznam
* paralelné - detektor FID
* vyhodnoceni TIC — ,total ion current® — integrovany MS vystup
* Analyza spekter v maximech chromatografickych pikti

« Podrobna analyza vsech MS spekter
+ Sledovani intenzity vybraného piku pfi vhodné m/z v ¢ase



GC-MS

— Kvalitativni informace
* identifikace slozek smési (i nedokonale chromatograficky
rozdélenych)
* zjisteni termalni stability latek behem analyzy

— Kvantitativni informace
* Méreni intenzit (ploch) piku
o Selektivni sledovani piku pri urcitétm m/z - SIM - selected
ion monitoring
* Sledovani poméru intenzit dvou piku
* nutna kalibrace - externi Ci interni
— Nejlepsi — izotopicky znaCeny analog analytu



GC-MS

1834
N=-C y4Hz0
15.21
12.16
19 40
o
Phthalide
PN \
rr .. .. T r. T T *.. T r 1. 1.1 1r 1 1t [ ©r— 11 11T §©&+1 177 1 1§71 1711
14 15 16 17 18 19 20 21
F etention tirne [min]
142
1521 min (h-C HglzN*TH
i
h=Z JHgM CH
100
[M-CqHg)zN
185
.I.‘l u||| | AT L1 I | L 1 I II. .||
EI I I | | I | L L I I I I I I I I I I I é I I | é L L L é L I I é I I I dl
20 0 60 a0 100 120 140 160 180 200



GC-MS
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GC-FTIR

 Plynova chromatografie s detekci pomoci infracervene

spektrometrie

— ldentifikace a kvantifikace tekavych latek ve slozitych
smesich

— Strukturni analyza latek v uvedenych smeésich

J ' . Purge Gas to
Column Pressure bl LR Drive Solute
Helease ['rfh:mm inte IR Cell
) Exit S ey Heater Coil to
Cooling Water to ) e
Provide Efficient R
Programmer Nitrogen Trapping Desorption
Bleed 1 \
Column Cooling To Elucnt from
I e Y GO Column
Water Waste
l h
Valves FII» Valves Y

Pl S SXERX Jﬂ

Pressure Colummn I'ra
P To Waste

Programiner Valve Ir / |_
Infrared T \

Cell Gold Plated IR Gas  Silver Chloride
Adsorption Cell Windows




GC-FTIR

 Plynova chromatografie s detekci pomoci infracervene
spektrometrie
— FTIR spektrometr — bézny sken—cca1s
— Specialni techniky skenovani — step-sken, fast-sken
— Vysoce citlivy detektor MCT (chlazeny kapalnym N,)

Fixed Mirror
Interferometer

Moving
Mirrorl %/
l I Eeam-

splitter




GC-FTIR

 Plynova chromatografie s detekci pomoci infracervene

spektrometrie
— Rychlé méreni FTIR spekter v pruto¢né cele
* 10 - 20 (40) cm - délka # v
* Cca 1-3 mm vnitrni pramér 3 V
* Vyhrivane L. A ' IJ
* IR propustna okénka na koncich

Pozlacené bocni steny -

svétlovodny systém

IR Beam IR Beam
to Detector from FT-1KH

Mereni spektra par — rotacné-vibracni spektrum
mozno zmeérit desitky ng analytu
Riziko interakce slozek smési s Au povrchem



GC-FTIR

— Rychlé méreni FTIR spekter v prutocné cele
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- 2 beta pinene
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GC-FTIR

 Plynova chromatografie s detekci pomoci infracervene

spektrometrie
— Rychlé méreni FTIR spekter v prutocné cele

| Stack Plot from 2 42 min. to 5.73 min.
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GC-FTIR

 Plynova chromatografie s detekci pomoci infracervene

spektrometrie

— mereni FTIR spekter vymrazenim latek do argonoveé
matrice — velmi nizky detekcni limit - GC-MI-FTIR

* Kryostaticky interface — 12 K

14 Dimethyl

— Dlouhodoby zachyt frakci | Naphthatene

— Velmi uzkeé pasy
— draha metoda

Matrix
Isolated
Sample

Solid
Liguid Sample

Sample
N

F

MULL,WML

1.5 Dimethyl
Naphthalene

o

\

- ] 1 1 1
1600 1500 1400 1300 12001100 1ong 00 800
Wavenumbers

T



GC-FTIR

* Plynova chromatografie s detekci pomoci FTIR
— méreni FTIR spekter ochlazenim - primou depozici
latek na okénko (KBr, ZnSe) - GC-DD-FTIR

¥ Basic Diagram

| Cryagenic Vessel

|
5|

- f—

[ —— _l.___h

Electronics
A
Interferormeter -.IIL
e
I T T IR BEARM
2000 1500 1000

Figure 1

GC-DD-FTIR s pec:tr u‘fﬁ:ﬂpqu isobutyl
methacrylate me redl}i n res time and

ZnSe Sample
Window

<140 to +100 C

= Sample Specimen

™~

(B} by post-run signal averagin g MMMMM
rnlnutu Both spectra have been rﬂ'll'la'll- L._

Parabolic Kirors _.J

expanded to full scale. The absorbance of
ha ﬂimngest band is T mllllnhsurban::u
s (mALI).



GC-FTIR/ SFC-FTIR

* Plynova chromatografie s detekci pomoci FTIR

— méreni FTIR spekter ochlazenim - primou depozici
latek na okénko (KBr, ZnSe) - GC-DD-FTIR

— Bézne teplota okolo -30°C

— Gausovsky profil stop

— Rada stop proméfena FTIR mikroskopem

— Sub nanogramova mnozstvi latek

— Velikost pohyblive ZnSe desky — moznost on-line
analyzy s ramci 15 minut

— Obdobny DD-FTIR systém pouzitelny pro detekci pri
SFC chromatografii




« Chemometricka analyza - kvantitativni analyza

GC-FTIR

* Plynova chromatografie s detekci pomoci FTIR

— Vyhodnocovani spekter
 Knihovny spekter — kvalitativni - identifikacni informace

MMH_HJM-

1 guelf1076) 053 HEPAIRAARTTAL in KAe

[

4000

GO0 pg Hephoharbika

M

e

I
3500

2000

|
25040

I
2000

J
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e

T
]

Figure 3

Results from searching
the spectrum of 600 pg of
mephobarbital against the
GSCL Library.

* LA

A

U

i T I
2000 1500 1000
Figure 2
GC-DD-FTIR spectra of 50 pg of 3-athylphea-

nol measure d (A} in real-time and (B) by
post-run signal averaging for one minute.
Both spectra have been ordinate-expanded
to full scale, with the strongest bands having
an absorbance of 4 mALU.



LC-MS

» Kapalinova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci
 Farmakokineticke studie
* Proteomika
* Vyvoj leciv

* Vhodné malé pruméry kolon, nizké prutokové rychlosti

» KLICOVY - INTEFACE
— Vhodna ionizacni technika — elektrosprej - ESI
— nanosprej, dalsi — APCI (chemicka ionizace pfi
atmosferickem tlaku), APPI (fotoionizace pri a.t.),
FAB, termosprej
— offline-MALDI



LC-MS

 Kapalinova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci
—Vhodna ionizacni technika — ESI, APCI, APPI

100,000 -
Electrospray lonization

10,000
=
=
D
=

S 1000 -
3
@
o
=

100 -

10 T
Nonpolar Very Polar
Polarity



LC-MS

Kapalinova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci
— ESI - vhodné pro polarni analyty — RP chromatografie

lons
Nebulizer gas

T
\\l Ul Heated nitrogen drying gas
S

Solvent spray

Dielectric capillary entrance




LC-MS

» APCI -i pro malo polarni analyty

* vyhrivany

HPLC inlet
rozprasovac | y
(250 — 400°C) Nebulizing gas ~ | ~ Nebulizer (sprayer)
o VYbOjem _ o U - Vaporizer (heater)
ionizace molekul / L
rozpoustedla | Z1 .
« chemicka {/ :: Y,
ionizace analytu [;b= 9% Wﬂ«fﬁ
’ nEVhOdné pro I\ Eornﬁ f[\%ﬁ
r T, '\H discharge Canillary
velke termolabilni _ needle

molekuly




LC-MS
» APPI - i pro nepolarni analyty

* vyhrivany

v v HPLC inlet
rozprasovac |
(250 _ 4000C) Nebulizing gas — [; s Nebulizer (sprayer)
Od pai:enl’ ::‘?( - Vaporizer (heater)
rozpoustedla — L
* UV vybojka - /
fotoionizace . , e o
amp / . rying gas

molekul analytu N - |_La /
+ minimalizace K GW———\
jonizace = il P —

I"OZpOUétéd'ﬂ Il“n\ ;[:rlllawr
* nevhodné pro
velké termolabilni \

molekuly



LC-MS
» MS - analyza

* kvadrupol

— scan mod

— SIM mod (“selected ion monitoring“) ] . L
« TOF L J

— moznost velmi presného urcovani m/z A\

* jontova past
— moznost vicestupnové MS analyzy

* FT-ICR
— moznost vicestupnove MS analyzy
— moznost velmi presného ur€ovani m/z




LC-MS

» Kapalinova chromatografie s hmotnostne

spektrometrickou detekci
— identifikace vice slozek v jednom chromatografickém piku

1200000
200000 - MS TIC
400000
1000 ﬂ
i mz
2000 : 643
12000
Hmﬂ; 'z
400 376

300 1
200 ] mez
100 | | 1325

5 10 15 0 5 0 35 a0 min.




LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie
— Pruto€né kyvety — transmisni
* Nejjednodussi zplisob propojeni LC a IR spektrometrie
Pribézné méreni FTIR spekter (1 sken ~1 s)
Zredéné analyty v mobilni fazi — rizné mobilni faze v
ruzné mire a v ruznych ¢astech spektra absorbuiji IR

zareni
— Casto nutny odeéet spekter rozpoustédla — problém
gradientové eluce — otazka dalsiho zpracovani spekter
— Slabé pasy ziedénych analytu
— Spatny pomér SIN pfi kratké akumulaci dat
Problem opticke tloustky kyvet
Problém vhodnych materialt pro konstrukci cel



LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie
— Prutoéné kyvety - -

. , IR-transparent — h Q-rin
- transmisni window 7%\/%? :

@
LC-tubing __ —

\ B L C-fitting
\ E l
y g[ ;?ﬁ Fitting assembly LC-tubing ™\ el ’7 |

(@] Cell body
@ @ 3 cavity cel Minimalizace
o>

/ @ Front plate m I‘tVé h O 0 bj e m u

b Vnitini objem kyvet
- © _(0,1-10 pl)



LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie
— Okénka kyvet propustna pro infracervené zareni

 Kremen (sklo) v MIR jen velmi omezena propustnost

Propustné materialy - casto chemicky malo odolnée

Propustné materialy — casto problematické mechanické vlastnosti

RP-HPLC - pozor — vodna rozpoustedla

Table 1 Optical materials for use in IR flow cells

Material Spectral window (cm™!) Solubility in Sensitive to
water
Silver chloride 4000-350 slightly soluble complexing agents
Calcium fluoride 4000-1100 insoluble ammonium salts; acids
Quartz 4000 -2400 insoluble hydrofluoric acid; hot sulfuric acid
Potassium bromide 4000 -400 very soluble water; methanol
Zinc selenide 4000 -450 insoluble acids; strong alkalis

KRS-5 4000-250 slightly soluble complexing agents
Polyethylene 630-30 insoluble organic solvents




LC-IR

— Jiné typy prutoénych cel
« ATR cely - CIRCLE (cylindrical internal reflectance cell)
 Tok efluentu okolo tycovitého zkoseného valcoveho krystalu uvnitr
protahlé kyvety ze skla €i nerezové slitiny

» Material krystalu LC-flow (in)
— nejéastéji — ZnSe !
* Objemcely 1-25 pul

Detector

» Chlazeni Ci vyhrivani IR-beam

. Rod crystal
O g s armple

LC-flow (out)

Light to dete ctor

P e e A . .
ITITHTT Light to detector

—-

Light from souice

CIRFIAWIAT




LC-IR

» Odstranéni rozpoustédla - rtizné pristupy
* Moznost dodatecného méreni IR spekter s delsi akumulaci
— Kontinualni imobilizace analyti na vhodném substratu béhem
chromatografické analyzy s zachovanym rozlisenim zén
— Otazkou je tekavost mobilni faze a analytu
— Moznost detekce v sub-ng rozsahu
— Volba substratu
— Volba zpusobu méreni IR spekter

LC




LC-IR

* Odstranéni rozpoustédla - rizné pristupy
— Konstrukce interface — on-line vs. off-line

— Otazka velikosti stop analytu
 Makro vs. Mikroméreni /infracerveny mikroskop/

» Makro méreni technikou DRIFT na praskovem substratu (KBr)
— Karusel s kaliSky naplnénymi KBr

» Makromereni reflexné-absorpcni technikou na kovovém zrcadle
— Zlaté, stribrné, nerezové - planarni, vysoky uhel dopadu a odrazu

« Makromeéreni na transparentnim materialu transmisni technikou
— Pohybliva KBr deska, suseni ohratym plynnym dusikem
— Rotujici KBr disk



LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie

Table 2 Characteristics of solvent-elimination RPLC/IR systems®

Type of interfacing IR mode Substrate Eluent flow rate® Limit of identification” Refs.
(L min™") mass (ng)  conc (mgL~!)

Concentrator after LLE DRIFT KCl powder 800 100 10 42

Deposition after DMP DRIFT KCl powder 50 1000 1000 44

Buffer memory trans SS/WN 4 1000 10000 49

TSP R/A SS tape 500 10000 — 51

R/A 5SS tape 1000 1000 25 52

PB trans KBr window 300 1000 200 56,58

ESP trans-micr ZnSe 4 1 10 62

Pneumatic nebulizer R/A Al mirror 30 30 30 38

trans-micr ZnSe S0 1 17 69

trans-micr ZnSe 20 5 3 30,73

...after LLE trans-micr ZnSe 200 30 0.2 75

...after SPE + LLE trans-micr ZnSe 200 50 0.001 76

...after SPE 4+ make-up trans-micr ZnSe 2 20 0.02 77

Ultrasonic nebulizer DRIFT Diamond powder 40 1000 1000 78

R/A Ge disk 500 100 20 81

* DMP, on-line reaction with DMP: make-up, addition of excess methanol: trans, transmission; trans-micr, transmission with IR microscope; -,
concentration and injection volume not stated.
® Typical values.



LC-IR

* Odstranéni rozpoustédla - rizné pristupy

. SPREJOVE TECHNIKY

— TERMOSPREJ - tepelné rozprasovani — TSP

* Pri atmosférickém tlaku z ohraté trysky, proti ohratému pohyblivéemu

nerezovemu pasu, kontinualni meéreni reflexnich IR spekter
 Sacharidy, aminokyseliny, karboxylové kyseliny, antioxidanty
* Vodné i nevodné prostredi — NP-HPLC, RP-HPLC

— Elektrospre]
— Vyuziti ultrazvukovych vin

O

-

TSPE%Q K
@HWH
B ——

)
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LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie
* Rozpraseni proudem oy
plynu - Hellum supply pu‘Fp

artiC|e beam“ PB Ui Desolvation chamber
!!p ] ( ) Lﬂclwd é% [ Ej%

- vhodnym plynem He

valve valve
vytvoreni proudu plynu, Ro{aw -
par mobilni faze a éastic Momentum separator
analytu KB plate located in
0.5-in. glass O-ring fitting S/t 1t Into glass
* Analyt setrvava | ;

vV primocarem pohybu, mterf W—ﬂ—

plyn a pary mobilni faze M \ N AN

jsou odstraneny vyvevou 10710 0754 0. glass tube

0.5-in. 0.d. glass tube
(b)




LC-IR

 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie
* Rozpraseni proudem plynu — ,,particle heam“ (PB)
 Vhodné pro termolabilni latky

* Vyuzito pri studiu struktury proteinu

* Pouzitelné pro NP i RP HPLC

* Problém kontinualni depozice analytu na pohyblivém
»terci“ z vhodneho materialu (propustneho v IR oblasti)

* Problém ztrat analytu u ,,malych* molekul



LC-IR
 Kapalinova chromatografie - infracervena spektrometrie

+ ELEKTROSPREJ - ESP za atmosférickeho tlaku
 Depozice na ter¢ — ZnSe, KBr
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LC-IR

HPLC Separation: Fructose & Glucose
{Standard: 25 gh of each compound)
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