Metody chromatograficzne (rozdzielcze)
w analizie materialu biologicznego

(GC, HPLC)
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Chromatografia jest fizykochemiczng metoda rozdzielania
sktadnikow jednorodnych mieszanin w wyniku ich
roznego podziatu miedzy faze ruchomg i nieruchoma
uktadu chromatograficznego.

Faza ruchoma moze by¢ gaz, ciecz lub plyn w stanie
nadkrytycznym, a fazg nieruchomg (stacjonarng)
state lub ciecz.



Chromatografia
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ykladowe rodzaje metod chromatograficznych
Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

. Ekstrakcja z fazy stalej (SPE)
« Chromatografia gazowa (GC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)
. Elektroforeza kapilarna (CE)




Figure 3. SDS-PAGE of Swartzia protein fractions in the presence of f-mercaptoethanol. A, Swartzia laevicarpa. Lane (3), DEAE-PI (- AHE); Lane (4), DEAE-PII
(+ AHE); Lane 5, DEAE-PIIl (hemolysis). B, Lanes 1 and 9, molecular wenght markers; Protein profiles of Swartzia extracts: S. argentea (2), Swartzia ingifolia (3)




azdy proces chromatograficzny sklada si¢
Z trzech etapow

 dozowanie probki

 rozdzial skladnikow

« detekcja rozdzielonych skladnikow
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ysokosprawna (wysokocisnieniowa)
chromatografia cieczowa (HPLC)
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Schemat blokowy chromatografu cieczowego: 1 - zbiornik fazy ruchomej, 2 - filtr, 3
- pompa, 4 - manometr, 5 - dozownik, 6 - kolumna, 7- termostat, 8 - detektor, 9 -
wzmacniacz, 10 - rejestrator, 11 - komputer
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do wysokocisnieniowe) chromatografii cieczowe]
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Od prawej: komputer sterujagcy aparatem 1 rejestrujacy da
zaworem dozujacym, kolumna wewnatrz termostatu |
detektory rozdzielanych substancji, np. UV-vis, fluoresc



HPLC - rozdzial skladnikow

~HNAOIIONNg

NUCLEODUR‘

s¥ica for powerful LC separations

Kolumny chromatograficzne



emionkowy

Faza odwrocona

Oktadecylosilan (ODS)

/'
Macropores: 2um




Dozownik HPLC typu
zaworu z petlg

a)  napetlnianie  pe¢tli, b)
wstrzykiwanie na kolumne; 1 -
petla, 2 - wlot fazy ruchome;, 3 -
wylot fazy ruchomej do
kolumny, 4 - wprowadzenie
probki




wlot cieczy z kolumny

Wyplyw

Schemat przeplywowej komory
pomiarowej detektora UV—Vis;
1 — okienka kwarcowe, 2 —
droga optyczna
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a skladnikow

stale A (254 nm)

uv / Zmienne A
spektrofotometryczne / VIS \ diode array

\Lr_

detektory / spektrofluorymetryczne

spektroskopowe AAS
spektroskopii atomowej /
\_AES
amperometryczne
/ woltamperometryczne
wiasciwosé detektory
probki elektrochemiczne kulometryczne
potencjometryczne
detektory
radioaktywacyjne

Detektory stosowane w HPLC



hromatografia gazowa - GC
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Schemat chromatografu gazowego: 1 - zbiornik gazu nosnego, 2 - regulator przeptywu
gazu, 3 - dozownik, 4 - kolumna, 5 - termostat, 6 - detektor, 7 - przeplywomierz, 8 -
wzmacniacz, 9 - rejestrator, 10 - integrator, 11 - wylot gazéw






2\

Pl

J8111eD ses >G1—®—

uaboipAH

rafia gazowa - GC

i




:
\







Kolumna

Schemat dozownika membranowego GC

1 - prowadnica igly strzykawki, 2 - membrana gumowa, 3 -
przewod doprowadzaja gaz nosny, 4 - kolumna
chromatograficzna, 5 - blok grzejny
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Flow in column =
105 <100 - 3 = 2 mi/min
Split=50: 1

Septum

purge
Carrier gas 3 mi/min
105 mi/min

. mm Split flow
100 ml/min

2 mi/min

o CHROMEDIA



apilarne stosowane w chromatografii gazowe]j
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pokryta aluminium  siopiona krzemionka nierdzewna



Stopiona krzemionka pokryta poliimidem

Kolumna ze stali nierdzewnej

Rurka ze stali

nierdzewne;j

Przekroje kolumn do
GC w powiekszeniu

Faza stacjonarna

Warstwa
dezaktywacyjna




e w kolumnach kapilarnych

em faz stacjonarnych sa polisiloksany. Kazdy atom krzemu
ra dwie grupy funkcyjne. Typ 1 ilos¢ grup decyduje o
azy stacjonarnej, a tym samym kolumny.

Poli(dimetylosiloksan)
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R=CH3 Metyl s

R=CH2CH2CN  Cyjanopropyl
R=CHZ2CH2F3  Trifluoropropyl
Ris = Fenyl
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CH*+ 0O* 2 CHO"+ ¢

A

detektora
— wlot gazu z
kolumny, 2 — doprowadzenie wodoru,

Schemat
jonizacyjnego: 1

plomieniowo-

3 — doprowadzenie tlenu, 4 —
ptomien wodorowy, 5 — kolektor
(elektroda)

nikow - FID

Wzgledna czulo$¢ detektora plomieniowo-jonizacyjnego

w stosunku do réznych zwigzkoéw organicznych

Nazwa zwigzku Wzor Wzglqc}r}a Llc%ba
czuto$¢ | atomoéw C
Metan CH4 1,00 1
Etan C,H, 2,05 2
Acetylen C,H4 2,03 2
Propan C;3Hg 3,15 3
Heksan CsHis 6,60 6
Chloroform CHCl; 0,89 |
Czterochlorek wegla | CCly 0,67 ]
Tlenek wegla CO 0,0 1
Dwutlenek wegla CO, 0,0 1
Nitrometan CH5NO;, 0,49 ]




dnikow - ECD

B+N, > N,"+2e -pradtla
X+e > X -wychwyt elektr.

X"+ N*, = produkty (rekombinacja)

_____:"‘:fm@
Wzgledna  czulos§¢  detektora  wychwytu

elektronéw (ECD) w stosunku do roézn

ez | B | Besaaessaag zwiazkow organiznych
\ : _ Weglowodory

M \ f : Etery, estry
,//, e TR S Alifatyczne alkohole, keto
zrédio ? zwigzki mono Cl, i mo
promieniotwércze  gaz nosny Zwiazki mono Br.

Anhydrydy i

Schemat detektora wychwytu elektronow



GC - detekcja skladnikow - TCD

Uniwersalny detektor cieplno-przewodnosciowy (TCD)

Kiedy w gazie nosnym pojawia si¢ inna
substancja A , wlasciwosci chlodzace gazu
nosnego si¢ zmieniaja. Generuje to
powstawanie sygnalu w detektorze

(o (&)

Drut oporowy wewnatrz detektora
jest chlodzony przez przeplywajacy

gaz nosny @
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Techniki 1aczone




Zastosowanie instrumentalnych technik analitycznych do
detekcji w chromatografii gazowej 1 HPLC
(techniki Iaczone)

Spektrometr mas - HPLC-MS, GC-MS

4 Spektrometr podczerwieni - HPLC-IR, GC-IR

Chromatograf ~
Spektrometr absorpcji atomowej - HPLC-AAS, GC-AAS

Jadrowy rezonans magnetyczny - HPLC-NMR, GC-NMR

Techniki instrumentalne nie tylko wykrywaja obecno$¢ substancji, ale
rowniez dokonuja jej analizy, przez co potwierdzaja autentycznoS$¢ mierzonej

substancji w danym szczycie sygnatu.




chromatograf separator
gazowy molekularny spektrometr mas
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IL L: L J\/\/\/ k komputer

widmo chromatogram
mas gazowy

Chromatograf gazowy sprz¢zony z spektrometrem masowym GC-MS: 1
— komora jonizacyjna, 2 — komora przyspieszajaca, 3 — analizator, 4 —
detektor
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Spektometria mas




rzezona ze spektometria mas

zialania spektrometru masowego

Detektor
X !
ogrzewacz odparowujacy najlzejsze _"u; /
2) prébke il
."' wigzka czgstek ’
T ."I. (3) wigzKka elektronéw  obdarzonych ladunkiem Q ‘\\
L o jonizujaca probke 7t
dozowanie | 4 |
probki 7 s
najciezsze

® pole magnetyczne separujace
czgstki na podstawie stosunku
masa/ladunek

wodlo b
elektronow / et
5
(4) %
= czgstKki przyspieszane

magnes
W polu magnetycznym &

+




Schemat zrodla jonow z jonizacjg elektronami

M —" 3 M"+¢

Napigcie Wprowadzenie probki
przyspieszajace w stanie gazowym
elektrony

Napigcie
ogrzewania
zarnika
katody

- ﬂ/mmora jonizacyjna
=  Anoda

--------------- (roztadowanie elektrondw)

Tor ruchu

Zamik katody. elektronéw

Emisja e!ektronéw |
—_— memmm Plytka wyciggajaca

Ptytka ogniskujaca

< Ptytka przyspieszajgca

‘Do analizatora

Schemat powstawania jonéw w zZrodle:
* ABC +e > ABC*™ + 2e (tworzenie jonu)
« ABC** = AB*+ C*; AB* > A"+ B (fragmentacja)

« ABC*”" > BC*+A*
*« ABC* &> AC* + B* (fragmentacja z przegrupowaniem)




% pasma giéwnego
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+ B* (fragmentacja z przegrupowaniem)

CH, —CH,— OH — CH,— CH=0H + H"
m/z = 45 (50% int. wzgl.)

I
H—CH—OH — H,C=OH + CH}

I m/z =31 (100% int. wzgl.)

29| 45 ,

CH,CH = OH CH; —CH,—OH'+e

i . . miz = 46 (15% int. wzgl.

o ) CH3—CH201§\ e e
- 46 CH,CH,OH CH, —CH, + OH"

m/z =29 (48% int. wzgl.)
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Jonizacja, rozp




100 73 (A) 202] TMS-Me-IAA
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MASS/CHARGE RATIO

Widmo masowe pochodnej metylowej (B) i metylowo-sililowej (A) kwasu indolilo-3-
octowego (IAA) oraz (po prawej) - najintensywniejsze jony danego widma.

A jak zinterpretowac¢ obecnos¢ w widmie jonow o m/z = 189 i 261?



PERCENT RELATIVE INTENSITY

202 TMS-Me-IAA
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MASS/CHARGE RATIO

osci w widmie jonow o m/z =189 1 261

Masa cz. IAA=175

Reszta Me =15

Reszta TMS =73

Masacz. H=1

IAA+TMS + Me — 2H = 261

IAA+ Me - H =189
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Widmo masowe metylowo-sililowej pocho



Dodatkowe zalety detektora ze spektrometrem mas

.

] T | _*
12 14 16 18
Czas, min
b) =
é SIR
N
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Czas, min

Oznaczanie IAA w probce ekstraktu z pozywki pohodowlanej bakterii
wykonane technika MS-Full scan i MS-SIR



warzanie lotnych pochodnych
(derywatyzacja)




Wytwarzanie lotnych pochodnych zwigzkow organicznych

Aby mezliwa byla analiza GC substancji organicznych nalezy przeprowadzi¢ je w
stan gazowy. Jednakze ogromna wiekszos¢ z tych substancji to ciala stale o wysokiej
temperaturze wrzenia. Nielotnos¢ tych substancji wywolana jest zlozono$cia budowy
(wysoka masa czasteczkowa) i w duzej mierze obecnoscia W czasteczkach polarnych
grup funkcyjnych: —-COOH, -NH,, -SH,, —-OH. Zablokowanie tych grup wydatnie
obniza temperature wrzenia i zwieksza trwalos$¢ zwigzkow organicznych.

Metody blokowania grup funkcyjnych:
- pochodne TMS (sililowe)

6
CH O-Si(CH,),

CH3 2
| 5
5CI — Sj — .

I : .
CH g (CH,)5-Si-O > O-Si(CH3),

Glukoza Trimetylochlorosilan
(TMS-CI)



CHy
cx3~§-n‘ - SilCHy)y

X = H, N-methyl-N-{trimethylsilyllacetamide (MSTA)
X = F, N-methyl-N-(trimethylsilyltrifiuoroacetamide ~ (MSTFA)

0-SHCH,),

CX -C/ 2
EN

N-SilCHy)y

X = H, N,0-bis-(trimethylsilyDacetamide  (BSA)
X = F, N,O-bis(trimethylsilyitrifiuoroacetamide  (BSTFA)

OTMS |
STMS
COOTMS
POTMS
SOTMS -
NOTMS
BOTMS

NHTMS—NITMSI,

- NTMS

CONKTMS
CH*?OTMS




R,OH — RCOOR,

CH,N, — RCOOCH, + N,

reakcja z diazometanem

9 O

]
R—C—-OH + CH 30H +H 2804 f > R_C_O—CHB
Reflux
Kwasy tluszczowe (nielotne) Lotna pochodna

"
CHy O—C—R

Thuszcze




nalizy jakosciowa i ilosciowa
w GC 1 HPLC




Podstawy analizy jakosciowej i ilosciowej w GC i HPLC

Czas, w ktorym substancja przechodzi przez kolumne nazywany jest
czasem retencji (tg). Czas retencji przypisany jest pikowi
odpowiadajacemu danej substancji. Jest to wiec podstawowy
parametr identyfikujacy substancje w analizie GC i HPLC.
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Podstawy analizy jakosciowej 1 ilosciowej w GC i HPLC

Analiza jakosciowa

Identyfikacja substancji na podstawie czasu retencji

Chromatogram mieszaniny

weglowodorow

Oktan
1.6 min = tg Dekan

Heksan

Response

GC Retention Time on Carbowax-20 (min)

Badana probka Wykryta
substancja moze by¢ heksanem

1.6 min =ty

/k

Retention Time on Carbowax-20 (min)

Response




Podstawy analizy jakosciowej i ilosciowej w GC i HPLC
Analiza ilosciowa

- wyznaczanie stezenia substancji na podstawie krzywej wzorcowe;j

=
(@)

oo

D

SN

Powierzchnia piku

N

05 10 15 20 25 3.0
> Stezenie proby (mg/litr)

Odpowiedz detektora
<+— 1 mg/litr
<« 2mg/litr

[— 3 mg/litr

- Wyznaczanie stezenia substancji na podstawie wzorca wewnetrznego

- Wyznaczanie stezenia substancji na podstawie znakowanego wzorca
wewnetrznego (W GC-MS)



Technika rozcienczenia izotopowego w GC-MS

» Specyficzna odmiana techniki dodatku wzorca. Specyficznos¢ ta polega na tym,
1z w tym przypadku dodawang substancjg jest znana ilos¢ zwigzku, ktory
rozni si¢ od analitu jedynie sktadem 1zotopowym

» W trakcie analizy iloSsciowe) wyznaczane sg stosunki sygnatow dla
odpowiednich jondw masowych (co najmniej dwoch) uzyskanych w trakcie
analizy probki rzeczywistej, probki wzorca oraz probki rzeczywistej z
dodatkiem wzorca

* Do okreslenia zawartosci analitu w badanej probce potrzebna jest jedynie
znajomosc 1losci 1zotopowo znaczonego analitu dodanego do probki



ozcienczenia 1Zotopowego
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Chromatogram JA-Me, d3-JA-Me, H2JA-Me¢ z uzyciem techniki S
Th; B —analiza jonu 0 m/z 224 Th; C — analiza sumy jonow



cienczenia 1izotopowego

1 ng d3JM 1ul (550 V, rep 6)
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Poréwnanie intensywnosci wybranych jonéw (m/z 151, 15
kwasu jasmonowego (JA-Me) (A) oraz standa



Zastosowania techniki GC/MS

» Analiza sktadu mieszanin poreakcyjnych

 Analiza produktow naturalnych (np. olejki zapachowe)

 Badania reakcji chemicznych w fazie gazowej

* Identyfikacja zanieczyszczen w lekach, kosmetykach,
artykutach pozywczych itp.

 Analizy antydopingowe

* Analizy kryminalistyczne (np. identyfikacja producentow
narkotykow)

* Analizy zanieczyszczen srodowiska




Analiza mieszaniny nitrotoluenow
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Chromatogram GC/MS olejku cytrynowego.
Sktadniki zidentyfikowano na podstawie
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Homogenized sample: = 500 mg

l

Extraction -4°C: 5 ml 80% MeOH (1% HCOOH);
internal standards (*H,-Cytokinins)

l

Flow through on SPE,
500 mg C,g-column

SPE, 500 mg SCX-column; elution 4 ml
MeOH - 4 M aqueous NH,(3:2v/v) [~~~ !

] i

\
Evaporation to aqueous Propionvlatio
phase, dilute to 4 ml with 10 Lg/MS‘[ Ms*“
mM NH,-formate
l All Cytokinins
SPE, 500mg DEA-column + |
) 100 mg C,g-column ’
Elution of DEA with 12 | Elution of C,g-column with 4
ml of 1 M NH,-formate } ml 80% MeOH (1% HOAc)
LC/MS** LC/MS**

Nucleotides*** Bases, nucleosides, glucosides




