Metody chromatograficzne w chemii 1
biotechnologii, wyklad 5

HPLC - aparatura




Chromatogratia cieczowa adsorbcyjna

» Faza stacjonarna:

Ciato state -> chromatografia adsorpcyjna

» Faza ruchoma:

Ciecz -> chromatografia cieczowa

Uktady chromatograficzne
Chromatografia kolumnowa

Chromatografia planarna



Chromatografia cieczowa

» Cieczowa chromatografia kolumnowa:

'3

Klasyczna




Chromatografia cieczowa

» Cieczowa chromatografia kolumnowa:
Klasyczna
Flash/FPLC (chromatografia sredniocisnieniowa)
Nadcisnienia: 0,6 -5 MPa,
/toza sorpcyjne, sita molekularne,
Faza ruchoma: bufor
Rozdziat biatek i polimerow.




Chromatografia cieczowa

» Cieczowa chromatografia kolumnowa:
»  Klasyczna
»  Flash/FPLC
» HPLC
Nadcisnienia powyzej 5 MPa,
Wysoka rozdzielczos¢,
Kroétki czas analizy.




Budowa aparatu

Injektor

Kolumna

Rezerwuar rozpuszczalnikow

System zbierania
danych

Detektor



Chromatogratfia cieczowa

Injektor

Pompa

S Kolumna
Rezerwuar rozpuszczalnikow

—

System zbierania
danych

Detektor




Budowa aparatu

» Zasobniki rozpuszczalnikow

to Pump
Vent g
=
- Cap
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Frit ™




Rozpuszczalniki

» Odgazowywanie rozpuszczalnikow
Kazdy rozpuszczalnik zawiera rozpuszczone powietrze.

Mieszaniny rozpuszczalnikow przewaznie sfabiej rozpuszczaja
powietrze.

Powstawanie babelkow powietrza w aparacie HPLC jest
bardzo niekorzystne:
Zte dziatanie pomp

Poszarpana linia bazowa



Rozpuszczalniki

» Odgazowywanie rozpuszczalnikow

Ultradzwieki

Proznia

Przeptukiwanie helem —

eluentach
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Budowa aparatu

» Pompa

Rezerwuar rozpuszczalnikéw

FATER/ OUTLET

é

Injektor

Pompa
Kolumna

System zbierania
danych

Detektor

-

Pompa statoprzeptywowa, ttokowa- sposéb ciagly, odtwarzalny i z optymalng predkoscia
wymusza przeptyw fazy ruchomej przez kolumne chromatograficzna



Budowa aparatu

» Pompa
ttoczek - Zawor
» oz
wyjsciowy
krzywka
|

| E 3 Zawor
Zwrotny
uszczelka ~ 8towica wejsciowy

Objetosc ttoczonej cieczy zalezy od srednicy
ttokow, ich amplitud oraz szybkosci ruchow.



Budowa aparatu

» Pompa




Budowa aparatu

» Pompa - cechy charakterystyczne:
Zakres objetosciowego wydatku cieczy (do 30 ml/min)
Maksymalne cisnienie robocze (30 — 50 MPa)
Odtwarzalnosc wydatku objetosciowego
Zakres pulsacji wydatku



Budowa aparatu
» Pompy

pulsacja - zaktdcenia linii podstawowej chromatogramu i spadek czutosci
detektorow

Pobor Dostarczanie
rozpuszczalnika rozpuszczalnika

B WA WA WA

przeptyw

CzZas

Kontrola pulsacji: zmniejszenie objetosci pompowanej cieczy / zwiekszenie predkosci ruchu ttoka /
zastosowanie pomp dwuttokowych



Budowa aparatu

» Pompy
» Ukfad z dwoma ttoczkami — stabilniejszy przeptyw

o

. -

)

Dziatanie ttokow jest przesuniete o 180 stopni - odpowiednia zmiana predkosci ruchu ttoka w
roznych jego potozeniach eliminuje pulsacje.



Budowa aparatu

» Uktad gradientowy dla wysokiego cisnienia

kolumna



Budowa aparatu

» Uktad gradientowy dla sredniego cisnienia (z jedna
pompa)

pompa

_.'__ Zawor

kontroler A proporcjonujacy

injektor

mikser
H /

kolumna

Zawor proporcjonujacy - doprowadzanie na
przemian poszczegdlnych sktadnikéw eluentu do pompy 1 mieszalnika w czasie okresu
proporcjonowania



Uklad wprowadzania probki ... ®....

System zbierania

4 Injektor - wprowadzenie probki pod cisnieniem o Detckior

atmosferycznym do uktadu, w ktorym panuje cisnienie do kilkudziesieciu Mpa.

zlewki

nastrzyk




Uklad wprowadzania probki

» Injektor

zlewki

nastrzyk

kolumna

Pozycja LOAD



Uklad wprowadzania probki

» Injektor

zlewki

nastrzyk

kolumna

Pozycja INJECT



Autosampler

» Autosampler

Wl




Autosampler

» Autosampler




Injektor

Kolumna

Potaczenia

Rezerwuar rozpuszczalnikéw

System zbierania

danych Detektor

» Wszystkie rurki i potaczenia po stronie wysokiego
cisnienia sa wykonane ze stali nierdzewne;j.

Nakretka Ferulka Blok




Potaczenia

» Przytaczenie kolumny

Injektor

Pompa

s Kolumna
Rezerwuar rozpuszczalnikow

System zbierania

danych Detektor




Potaczenia

» Przytaczenie kolumny

Blok
koncowy

Filtr

nakretka

Ferulka

Ztoze

Kolumna




Kolumna

» Powody zniszczenia kolumny

Chemiczne
Zatkanie czastkami statymi
Szok mechaniczny

Adsorbcja nieczystosci



Kolumna

» Bezpieczne podfaczenie kolumny

Prekolumna
Injektor

Filtr

Kolumna
zabezpieczajaca

pompa

Kolumna




Kolumna

» Ukfad do termostatowania kolumn:
» Powtarzalnosc wynikow (stabilna temperatura)
» Rozpuszczalnosc¢ zwigzkow (podwyzszona temperatura)

» Stabilnosc analitow (obnizona temperatura)




Detektory
Rezerwuar rozpuszczalnikéw

System zbierania
danych

Detektor

» Przeptywowy instrument analityczny pozwalajace
zarejestrowac (i zidentyfikowac) substancje rozdzielane na

kolumnie chromatograficznej
» Nie istnieje dotychczas uniwersalny detektor — stosuje sie
wiele roznych



Detektory

» Ogolne — rejestrujace zmiane we wiasciwosciach
fizycznych fazy ruchomej dokonujace pomiaru
roznicowego wilasciwosci wspolnej dla probki i fazy
ruchomej np. wspotfczynnik zatamania swiatfa,
konduktywnosc.

» Specyficzne - rejestrujace charakterystyczne wtasciwosci
analizowanej substancji np. fluorescencja, aktywnosc
elektrochemiczna.



Detektory

» Komorka przeptywowa detektora
Dtugosc optyczna 10 mm, objetosc 0,01 ml

Wilot cieczy z kolumny

Okienko kwarcowe & Okienko kwarcowe

Droga optyczna ™ 7 /

|
s

Wyptyw cieczy z kolumny

'




Detektory

» UV-Vis (selektywny dla zwiazkoéw absorbujacych swiatto w zakresie 200-800 nm)

Filtr

Lampa deuterowa z tlenku holmu

Lustro |

Monochromator

Rozdzielacz wiazki

Efj j Lustro 2

Monochromator - szczelina wejsciowa wydziela wiazke kierowana na element dyspersyjny (siatka dyfrakcyjna)
Szczelina wyjsciowa wycina wiasciwe pasmo z rozczepionego widma

Dioda odniesienia



Detektory

» Matryca fotodiodowa

Lampa wolframowa
Lampa deuterowa

1024 diody pomiarowe

HE[I pm

Filtr z tlenku holmu Cd

Komorka przeptywowa

Przestona

Siatka
dyfrakcyjna



Detektory

» Rodzaje detektorow:
Refraktometryczny (tylko dla elucji izokratycznej)
Fluorescencyijny (czuty, specyficzny i selektywny)
Elektrochemiczny (reakcje redox, faza ruchoma musi przewodzic prad)

Przewodnictwa (w chromatografii jonowej)

Spektrometria mas
FT-IR

Emission
monochromator

Lens

& ol Lg ﬁ
ﬁ Photomultiplier

f Photodiode

Excitation
monochromator

Sample L



HPLC - MS

_________

Pompy

Faza ruchoma

4

Autosampler

Kolumna

. J

Przeptyw: I ml/min
Cisnienie: 100 — 250 bar

Komora jonizacyjna
m

Analizator mas

Detektor

\_

ﬂ Pri6znia
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HPLC - MS

» Otrzymujemy widma masowe dla kazdego piku

e

Intensity Chromatogram \

\

Mass spectra of resolved peaks




HPLC - MS

» Najczesciej do HPLC przyftaczane s3 spektrometry z
zrodtem elektrospray:

Probka w rozpuszczalniku

Metalowa ka =ee st oo e Spektrometr masowy

Napigcie: | — 5kV
+|- |
II

]

+ 4
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Systemy obrobki danych

» Kazdy program komputerowy do chromatografii powinien umozliwiac:

Zbieranie danych
Obrobke danych

Lina bazowa é
Szerokosc pikow /' \

Powierzchnia pikow M Detector signal

A
Wygtadzanie -Au _/L - Wil :::::.::
probiowanie [[[IINIMANMNIN T




Konfiguracja HPLC

» HPLC preparatywne » HPLC analityczne
Dwie pompy o Dwie pompy o
przeptywie do 50 przeptywie do 10
ml/min ml/min (ew. 5 ml/min)
Cisnienie do 150 bar Cisnienie do 300 bar
Kolumny o srednicy 20 Kolumny o srednicy 4.6
— 50 mm mm

Kolektor frakgji Autosampler



Konfiguracja HPLC

Prosty uktad HPLC:

* Pompa izokratyczna

* Reczny ukfad do

nastrzykiwania probki

e Detektor UV-Vis

* Prosty kontroler



Konfiguracja HPLC

|
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Zaawansowany uktad

HPLC:

* 4 pompy

Autosampler

* Kolumna termostatowana
* Detektor diodowy

* Komputer



Podsumowanie

» Chromatografy do HPLC s3 uktadami o wielu
mozliwosciach rozbudowy.

» Konfiguracja HPLC zalezy od zastosowan.



