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Vymezeni tématiky probirane v
kursu

Z velkeho pocCtu rozmanitych biologicky aktivnich latek
vybrany jen organicke latky.

Hlavni duraz:

® aminokyseliny

® peptidy

® proteiny

® glykoproteiny

® lipidy




Metodicky:

HPLC, HPLC-MS

CE, CE-MS

(-GC)

chiralni separace
predbézne upravy vzorku



Typy analyz
biologicky aktivnich latek

®* Podle charakteru Cinnosti, ktera analyzy vyuziva:
(a) vyzkum
(b) rutinni aktivity

®* Podle obecného zadani analytického problému:
(a) (identifikace a) stanoveni jediného analytu
(b) (identifikace a) stanoveni velké skupiny analytu
(c) (identifikace a) stanoveni isomeru
(d) sledovani pfemén urcité latky (urcitych latek)
(Casovy faktor — kontinualni monitorovani)




® Podle charakteru analytu a matric vzorku

® Podle ucelu konkréetniho meéreni:

(a)

orientacni sledovani pretrzitych hodnot urcCitého parametru
(napf. glukosa u diabetiku);

monitorovani urcitych parametru (napf. analyticka kontrola
pri dialyze na umelé ledviné);

periodicka kontrolni méreni nejruznéjSich klinickych,
biochemickych, hygienickych a environmentalnich faktoru;

systematicke sledovani rozsahlého problemu merenimi
tehoz typu (genomika, proteomika, cellomika, ...)

analyticka kontrola prirodnich Ci vyrabéenych latek;

spoluprace na vyzkumu nove objevenych Ci pripravenych
latek



Soucasna analyticka chemie

v separace
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pomysina skuteCna



® vysoce selektivhi méreni — pomysina
separace

® rozvoj separacnich technik — spise
technologicky, méné novych principu

vyjimka: afinitni techniky



Analytickée separace organickych
latek |

®* Plynova chromatografie, GC

jednoducha, rychla, blizka teoretickému modelu,
avsSak: maly aplikacni rozsah

®* Kapalinova chromatografie, HPLC

slozita, tezkopadna, pomala, vzdalena teoretickému
modelu,
ALE: velmi Siroke aplikace,
Sirsi moznosti ladeni experimentalnich
podminek (stacionarni i mobilni faze)



Analytickée separace organickych
latek Il

®* Chromatografie v nadkriticke tekutine, SFC

kompromis mezi GC a HPLC
trpi malym vybérem separacnich systemu

®* Kapilarni elektroforéeza, CE

vysoce ucinna, rychla, ponekud mene spolehliva nez
HPLC, ponekud mensSi moznosti regulace
separacniho deje nez v HPLC



Analytickeé separace organickych
latek Il

* Hybridy mezi HPLC a CE

- kapilarni elektrochromatografie (CEC)

- micelarni elektrokineticka chromatografie
(MEKC)

- kapilarni gelova elektroforéza (CGE)



Vysokoucinna separace
- klicovy krok pri analyzach
velkych molekul

|

Hyphenation:
® kombinace separaénich kroku
® kombinace detekcnich metod

® vztah separace-detekce




Vztah mezi vysokoucinnou separaci a
vysoce vykonnou detekci

1

faktor, ktery do znacné miry rozhoduje
o uspéechu analyzy



Posun v nazirani
na separacni a detekcni
system

V dusledku nedavného ohromného rozsireni vysoce
vykonnych meéricich technik, napr. MS, IR, Raman, NMR

® Klasicky pohled: Detekce je koncovka vysokoucinné
separace

® Novy pohled: Vysokoucinna separace je predbéznym

krokem pro vilastni méreni

Pravda je kdesi uprostred



Kombinace
separacniho a detekcniho kroku

ma radu rysu typickych
pro (mimo)manzelskeé souziti

napriklad:

®* predstavy partneru byvaji rizné a harmonického vztahu
se nedosahuje lehce

® partnefi mivaji snahu dominovat ve vztahu
® neékteri partnefri jsou skromni, jini narocni a
rozhazovacni

®* o zvlaste idylickych a harmonickych vztazich se pise v
literature



Soucasny Vyvoj
partnerskych vztahu

® Asertivita a naroénost partneru vzrista.
® Rostou sklony k promiskuité a polygamii.

® Vztahy byvaji turbulentni a nestalé.



Zasadni uloha dohazovace

rozhrani neboli interface
(smiri rozvadene partnery)



Kombinace separacniho kroku
s detekci

nechodit na komara s kanonem

vybrat nejjednodussi mozné separacni a
detekcni systemy, které nejen dodaji minimalni
dostatecnhou informaci, ale jsou si vzajemneé
sympaticke

nelze-li jinak, vlozit mezi zneprateleny separacni
a detekcni system dostatecne meéekky polstar

nedobrovolné kriterium: kam az kapsa staci

nezadouci kritérium: zvyk, setrvacnost a
pohodinost



Difuzni hranice mezi HPLC a CE

HPLC

CE

CEC

CGE

MEKC

CZE

stacionarni faze

stacionarni faze

gel

polyakrylamidovy

pseudostacionarni
faze

mobilni faze

nosny elektrolyt

nosny elektrolyt

nosny elektrolyt

nosny elektrolyt

rozdélovaci

rozdélovaci

rozdélovaci

rozdélovaci
hydrofobni

rychlost migrace

LI (hydrofobni, vylucovaci elektrostaticka + (naboj, hmotnost)
elektrostaticka - . .
. . elektrostaticka) rychlost migrace
vylucovaci .
micel
Hlavni rozdil — hnaci sila
Pretlak Elektrické pole (gradient potencialu)
arabolicky plochy profil’
P 1eXy prechod mezi parabolickym a plochym profilem elektroosmotického
rychlostni profil toku

Y

)




Typicke operacni parametry HPLC a CE

Parametr HPLC CE

vzorek 1-50 pl <1-5nl
objemovy pruitok 0,1-2,0 ml min-* 0,1-2,0 pl min-?
objem piku cca 500 pl 1-10 nl

eluéni éas piku cca3ls 1-5s

doba analyzy 10-40 min 5-15 min

cena kolony ¢i kapilary 300 USD cca 10-15 USD

cena mobilni faze
¢i nosného elektrolytu

pocet teoretickych
pater

LOD (UV detekce)

reprodukovatelnost
retencnich parametru

presnost a spravnost
stanoveni

cca 15-25 USD

cca 104
cca 107-10-° mol I

<2,0%

cca 2,0 %

cca 0,5-2,0 USD

cca 10°

cca 10 to 107 mol I

<5%

cca 2,0-5 %



HPLC a CE z hlediska detekce

HPLC

CE

slozity systém

velké prutoky

O\

delice kapilarni
(citlivost!) HPLC

slozeni mobilni faze,
jeji programovani

jednoduchy system,
kratka opticka draha
malé prutoky

jednoduché elektrolyty
- soli!

CEC, MEKC

nepohodli vysokeho napeti
(elektrochemie, ale i vibracni
spektroskopie - interface)




TEDY:

a) CE je jednodussi, levnéjsi a rychlejsi nez HPLC

b) CE je lepsi pro malé, vzacné vzorky, HPLC je lepsi pro preparativni ucely
a odber frakci

c) Lepsi rozliSeni u CE, identifikace analyti snadnéjsi u HPLC

d) Kapacita piku je vétsi u HPLC

e) Vyvoj postupu a jeho optimalizace je rychlejsi u CE

f) Spolehlivost stanoveni je ponékud lepsi u HPLC

g) Male detekcni cely s definovanou geometrii na kapilare u CE, sirsi paleta
detekcénich technik a vyssi citlivost detekce u HPLC

h) Pri spojeni s MS: slozity eluat o velkém objemu u HPLC, silné elektrolyty
v malém objemu u CE

i) Podstatneé Sirsi aplika¢ni rozsah u HPLC

! |

HPLC a CE jsou partneri,
kteri se vzajemné doplnuiji, jak off-line, tak on-line




Prednasky tohoto kursu PACI se zabyvaji
vybranymi dulezitymi useky Sirokého pole
separaci biologicky aktivnich organickych latek,
jak z hlediska aplikaci na urcité skupiny analytu,
tak z hlediska metodickeho.

Vérime, ze radu otazek pomuze osvetlit i
diskuse po prednaskach.



