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Vicerozmeérné a kombinované techniky

Struktura

1. Uvod - definice a pojmy, chromatograficky systém (CHS)

2. Kombinované techniky - techniky na vystupu CHS, hyphenace,
hypernace

3. Kombinované techniky - Chromatografie a techniky na vstupu
4. Vicerozmerné techniky v chromatografii
5. Trendy v oblasti vicerozmérnych a kombinovanych technik

6. Vicerozmernostv NMR
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
Uvod
Chromatogqrafie
e Fyzikalni metoda separace latek, pri které se separované komponenty
(neustale) rozdéluji mezi dvé faze:
nepohyblivou - stacionarni)
pohyblivou — mobilni - pohybuje se definovanym smérem !

Chromatograflcka
kolona —— > DD X

Stacionarni
faze - s || \ )\ GCA Do detektoru

] WE’EMMR’EMME’A‘
- —

Zinjektoru e
mobilni faze —> %~
+ vzorek : wgm:_ mmsawmwmg
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10.11.2019 300°C Fakulta 50°C ostfedi Univerzity Jana Evangelisty Purkvnestt|§ad Labem
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky "'
Uvod

Chromatografické techniky

* Vyznam a prinos - ve vSech oblastech vedy
* Vysoka ucinnost a univerzalnost

« Soudobé chromatografické systémy - vysoce sofistikovane,
komplexni — ruzné koncipovana separacni ¢ast a ¢ast detekéni
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UNIVERZITA J.E. PURKYNE v UST[ NAD LABEM
- kulta Zivotniho prostFedi

Vicerozmeérné a kombinované techniky
Uvod

Chromatograficky systém (CHS)

* Plynova chromatografie (GC) - CHS - separacni kolona v
termostatovaném prostoru - kontrolovany narust teploty

« Kapalinova chromatografie (HPLC) - CHS - separacni kolona a
vysokotlaké ¢erpadlo na zabezpedeni pratoku a michani mobilni faze

« ZvySeni ucinnosti CHS — kombinaci vhodnych technik
- navstupu - predchazejicich

chromatografickému dé&ji g
(pre-column techniky) -.lm—l

- na vystupu - navazuijicich
na chromatograficky déj
(post-column techniky)
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Vicerozmérné a kombinované techniky

Uvod

Schéma kombinace CHS s technikami na vstupu a vystupu

Tachnilo na Tachnilo na
VIR Q VYT
Chromatograficky
P&T i FID
Systém
L ECD
Pfinosy
oNizSi mez detekce a mez stanovitelnosti
eJednodussi matrice
e|dentifikaéni schopnost
ePreparativni ucely
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Historicky prvni - jednoduché detektory

« Kombinace CHS na vystupu s jednoduchymi (nespektralnimi) detektory
FID, ECD, TCD, jednoduchy UV monitorujici pfi jedné vinové délce

« U jednoduchych detektorl - zadouci nebo nutné cilené modifikovat
vlastnosti stanovovanych latek pomoci derivatizace - zvySeni selektivity
detekce, zlepSeni detekénich limitu

Hyphenace

« Hirschfeld 90's - ,hyphenace” - kombinace separacni techniky (kapilarni
GC nebo kolonoveé LC) a spektroskopicke metody poskytujici strukturni
informace o stanovovanych analytech

|.D.Wilson, U.A.Brinkman: Hyphenation and hypernation. The practice and prospects of multiple
hyphenation. J.Chromatogr. A, 1000 (2003) 325-356.
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Pro¢ hyphenace ?

GC-MS - 2 pracovni rezimy :

1: Full Scan — vysledek — Total lon Chromatogram (,,TIC*) + MS spektrum
2. SIM — monitorovani zvoleného iontu reps.hmotnosti — pro stopovou

analyzu, selektivnéjsi
SIM pro hmotnost

— napfr. 128

— Full Scan

Chromatogram

Retention time 1.8
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Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Hyphenace — GC-NMR

f
A)

O. Gbkay, K. Albert: Anal Bioanal Chem (2012) 402:647-669

Gas Chromatograph
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Hyphenace — stav

UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Fakulta Zivotniho prostfedi

Metoda Pocet ¢lanku
2010-2015 2005-2009 | 2000-2004 | 1995-1999

GC-MS 20 884 13 332 8 424 5622
GC-MS/MS
LC-MS 20 044 10 476 3979 1225
LC-MS/MS
GC-IR 5 11 13 21
GC-AED 18 39 64 82
LC-IR 4 6 5 4
LC-NMR 78 89 112 48
TLC-NMR 3 0 0 1
TLC-MS 47 5 6 7
GC-NMR 3 3 0 0
LC-ICP-MS 115 62 20 18
GC-ICP-MS 61 84 66 25
SFC-MS 33 24 11 20
SFC-NMR 0 0 1 3
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Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Hyphenace

« LC-MS
UHPLC
nano-HPLC
kapilarni LC
HPLC-chip (LOC)
chiralni LC

« GC-MS
Rychla GC — €asy analyz 5 — 10 minut
Velmi rychla GC — Casy analyz — par minut
Ultra rychla GC — Casy analyz — < 1 minuta

* RuUzné typy MS - single- , triple- kvadrupdl, iontova past, TOF
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Vicerozmérné a kombinované techniky

CHS a techniky na vystupu

Hyphenace

« Kam az jit s poCtem spojenych technik ? ?

« Je to pfinos z hlediska informaci o stanovovanych latkach ?

!

* Problémy se zpracovanim mnozstvi dat, korelace dat I
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Hyphenace
Pouzit dva paralelni r? X'Cigiicz;?’\‘/o.gcf?éumphtnl)
(nezavislé) systémy ? - yp J

sestave ?

« Paraleni systémy
Vyhody - moznost jejich optimalniho nastaveni nezavisle na druhém
pristroji, jednoduchost

Nevyhody - Spatna korelace piku mezi obéma systémy zvlasté pro
minoritni komponenty
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Pararelni, nezavislé systémy hyphenace GC-MS a GC- IRD
CHS
-

L1

MS
spektrum

AO\ MS /

olona T TIC
/
\

GC
]
IR
_— IR spektrum
—O
TRC
kolona
GC Schéma: P. Kurari, UJEP, 2007
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky "'

CHS a techniky na vystupu

Hyphenace
« Vicenasobna hyphenace v jedné sestave
Vyhody — dobra korelace piki mezi obéma systémy
Nevyhody — slozitost zapojeni, vzajemna zavislost obou systému

Hypernace
Kombinace separacni techniky s vice detektory v jednom systemu,

priCemz alespon jeden je spektralni !!!
GC-MS/IRD LC-DAD UV-MS
GC-FID/MS LC-UV-MS
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Mozné varianty hypernace

« seériova ,,hypernace® - vicenasobna kombinace separacni techniky s
vice detektory v sérii, pficemz alespon jeden je spektralni
GC-IRD-MS, HPLC-DAD UV-MS

« paralelni ,hypernace® - kombinace separacni techniky s vice
detektory paralelné, pricemz alespon jeden je spektralni
GC-IRD/MS, GC-FID/MS

 kombinace paralelni a sériové hypernace - kombinace separaéni
techniky s vice detektory sériové i paralelné, pricemz alespon jeden
je spektralni — GC-IR-FID/MS, LC-DAD UV-NMR/MS-MS
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Sériova hypernace GC-IRD-MS

IR MS
CHS spektrum TRC spektrum TIC
L]
kolona

GC

Schéma: P. Kuran, UJEP. 2007
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Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Serlova hvpernace GC-IRD-MS MS pektrum
ZE: MS gy W) Saun 12080 win, of i D
1,008 T TIC y SoeR;
g N oo+s- 7 -« l (aeen:
|- | V.-
£ " u:i-s- H 13.5 22 q } ‘."..
. ] i ety o 171 |
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ovey i IR spektrum
e ) IR o RSP 12.511 = 12,587 min, DATRISAMP=7.D
E 1-]-.1 TRC .?
g, ET-1-1 - 20 "o.__*___
E spa s 7 m
228 .
Y- T} _’L L :.:1
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_— R 2s 3008 2000 T
WRVENUMBER (ome|)

Total Ton Chromatogram {top} and Total Response Chromatogram —
{bottom) after irradiation of NB-CCl, solution.
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Vicerozmeérné a kombinované techniky

CHS a techniky na vystupu

Paraleni hypernace GC-MS/IRD

CHS MS
] / spektrum
MS
\ TIC
IR
kolona / Spektrum

IR

GC \
TRC

Schéma: P. Kuran, UJEP. 2007
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Sériové-paraleni hypernace LC-DAD UV-NMR/MS-MS

UV Chromatogram
spektrum

CHS

N NMR
NMR spektrum
DAD UV
f MS-MS
kolona / spektra
LC MS

\ TIC

Schéma: P. Kuran, UJEP. 2015
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Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS a techniky na vystupu

Paralelné-sériova hypernace — L C-MS/UV-NMR

Sample

Plant extracts
Organic synthesis
Pharmacology

l— capHPLC

MS/MS DAD

LN ow +»| SPE
2-NMRsoIvent_’ unit

capillary transfer line

v
Collect/Discard

Anal Bioanal Chem (2012) 402:647—669
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Vicerozmeérné a kombinované techniky

CHS a techniky na vystupu

Hypernace - soucasny stav

UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Fakulta Zivotniho prostfedi

Metoda Pocet ¢lanku
2010-2015 | 2005-2009 | 2000-2004 | 1995-1999

GC-IR-MS 2 2 2 3
LC-NMR/MS 5 8 17 2
LC-UV-NMR/MS 5 5 0 0
LC-MS/UV-NMR

LC-DAD UV-MS 67 48 17 1
LC-UV-NMR 0 4 2 0
LC-UV-IR-NMR-MS 0 0 2 0

19. 11. 2019
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmeérné a kombinované techniky
CHS atechniky na vstupu

?
0
n

GC @ o MS

/'

kolona

? [}\/‘_ DAD UV

kolona

LC Schéma: P. Kuréri, UJEP, 2015

19.11. 2019 Fakulta Zivotniho Prostfedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem

N N A A A A O N A A A N N S OO OGS SOOI \\\\\\\




UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS atechniky na vstupu

Pro GC - on-line ,,headspace* techniky
« Smysl — izolace a prekoncentrace analytu z matrice

P. Kurani, L. Sojagk | J. Chromatogr. A 733 (1996) 119-141

staticka dynamicka

P. Kuran, L. Sojak: J. Chromatogr. A 733 (1996) 119-141
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky
CHS atechniky na vstupu

Pro LC —on-line SPE a SPME techniky
* Smysl — izolace a prekoncentrace analytl z matrice

on-line -SPME on-line SPE
=
outer capillary
e o o

Schéma: P. Kuran, UJEP. 2015
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Vicerozmeérné a kombinované techniky
Multidimensionalni techniky

Multidimensionalni plynova chromatografie GC x GC

e ZP - komplexni smési 20-100 latek — nemozZné separovat viechny

slozky jedinou chromatografickou metodou

e DUvody limitace — koneéné rozliSeni, pikova kapacita, nahodna

distribuce piku

e Teoreticke reseni — kolony dlouhé nékolik km

¢ Prakticke reSeni — vyuziti vice separacnich dimenzi

e Dimensionalita separacni metody — poc€et ruznych separacnich

mechanismu, kterym je vzorek podroben, dobfe funguje v TLC

19. 11. 2019 Fakulta Zivotniho Prostiedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti %gd Labem
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Vicerozmérné a kombinované techniky

Multidimensionalni techniky

Multidimensionalni plynova chromatografie GC x GC

e Dimensionalita separacni metody — pocet rlznych separacnich

mechanismu - TLC

4 A
o o
° o
° 8
° t 0 o o o0 © o
nakapnuti Vyvoj v 1.dimenzi + otodeni Vyvoj v 2.dimenzi

Schéma: P. Kuran, UJEP. 2007
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‘Fakulta Zivotniho prostfedi

Vicerozmeérné a kombinované techniky
Multidimensionalni techniky

Multidimensionalni plynova chromatografie GC x GC

e GC - pripad 2D separace v prostoru (kolonova chromatografie)
e Teoreticky : stop separace tésné pred eluci prvniho piku,
rozsekat kolonu na kousky s jednotlivymi piky

pripojit kousky na velky pocet paralelnich kolon

e Prakticky : 2D separace v Case

e Vzdy jenom €ast vzorku podrobena GC x GC analyze

19. 11. 2019 Fakulta Zivotniho Prostiedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmerné a kombinované techniky

Multidimensionalni techniky

Multidimensionalni plynova chromatografie GC x GC

» A. ,heart-cut*“ GCxGC

Typicky postup:

nastrik vzorku,
normalni separace,
prepnuti a prevedeni
frakce

prepnuti zpatky —

(a)

Carrier pressure
regulation

Injector| |

Detector 1

Datector 2

Primary Secondary
column column
(b)

Carrier pressure
regulation

Detector 1

Detector 2

Secondary
columin column

Figure 3.2 Valve switching interfaces in (a) heart-cut position and ib) primary column
monitor/secondary column analyse position.

Z2Y
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky

Multidimensionalni techniky

.heart-cut” GC - GC

Detektor 2

’\
N
&
~
§
S
S0
o
Q
54
S
R

] Y,

— Detektor 1
/ t1 tz t3
/ / / 1

1. chromatogram (1.dimenze)
Schéma: P. Kuréri, UJEP. 2010 v Usti B9 Laberm
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmérné a kombinované techniky

Multidimensionalni techniky

VsSeobecna (komprehensivni) GCxGC analyza

e Zavedena v 90-tych letech — John Phillips
Typicky postup:

e nastrik vzorku
e normalni separace _ na 1. koloné
e zachytavani C¢asti materialu z 1. kolony kratkou dobu v modulatoru
e injektaz zachycené casti z modulatoru na 2. kolonu a detektor
— chromatograficky puls
e opakovani vzorkovani v prubéhu celé separace
— sada linearnich chromatogramu

e konverze linearnich chromatogramu na 3D graf

19. 11. 2019 Fakulta Zivotniho Prostiedi Univerzity Jana Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem
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UNIVERZITA J. E. PURKYNE V USTI NAD LABEM

Vicerozmerné a kombinované techniky

Multidimensionalni techniky

Multidimensionalni plynova chromatografie GC x GC

> B. VSeobecna (komprehensivni) GCXGC analyza

Detector

N5 inlet
: M .
Injector ~— Co> inlet
I Detector

Injector

Figure4.3 Schematic diagram of a thermal sweeper system located between two columns in
- ] . o) . —" = i - H -
the gas chromatograph; C1, C2 and C3 are column connections, with C2 being small enough Figure 4.6 The LMCS system incorporates a moveable cryogenic trap T through which the

to allow the slotted heater S to pass over the connection. The accumulator column A retards capillary column is passed. The modulator (M) can be a pneumatic or motor driven device that
the travel of solutes through this section until the sweeper expels them out to the uncoated col- moves T up and down as required, according to either preselected times (for a selective mode)
umn (called a pigtail (P)), which then delivers them as a narrow band to the second column. or at a fast constant period for GC » GC.

The modulation drive, M, is external to the GC oven.
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Multidimensionalni techniky

2D - GC x GC
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Schéma: P. Kurér, UJEP. 2010 v st 334 Laberm
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Multidimensionalni techniky

LC x GC-MS/IRD Schéma: P. Kuran, UJEP, 2015

CHS MS
spektrum

MS

"

. N
_
\

IR
kolona kolona spektrum
LC GC IR
| TRC
12 m bez faze 3 m s fazi
—_—> \
predkolona Solvent vent Analytické kolona
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Multidimensionalni techniky

HPLC
LC X GC D oL
waste
HPLC column
Transfer
line
(g:aa;ner Backflush of
transfer line
Injector
I 0 0 (
GC oven
Inlet of
precolumn

M. Biedermann, K. Grob / J. Chromatogr. A 1255 (2012) 56— 75
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Multidimensionalni techniky

LC x GC x GC - MS

M. Zoccali, P. Q. Tranchida, L. Mondello: Anal. Chem. 2015, 87, 1911-1918
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Zaver — shrnuti a perspektivy

« Hyphenace
GC-MS, LC-MS — dominance LC-MS/MS
LC-NMR, TLC-MS, LC(GC)-ICP-MS, GC — IRD — na ustupu
GC-AED — malo, SFC-MS - narust

GCxGC-X LC x GC x GC - X
LC x GC = X

LC x GPC - X

e Hypernace
LC-DAD UV-MS, LC-DAD UV-NMR, GC-IR-MS, chiralni LC-CD-NMR

LC x GC — X/Y
GC x GC — X/Y
LC -DAD UV - NMR/MS
LC x GC - MS/IR

LC x GC x GC — X/Y
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Vicerozmernost v NMR

2) 2D NMR
* 2D NMR experimenty - korelované a rozlisene.

» Korelované experimenty - Ve 2D spektrech korelovanych experimentt na obou
frekvencnich osach (F, i F,) chemické posuny;

u homonuklearnich korelovanych experimentu - posuny téhoz izotopu (1H),

u heteronuklearnich korelovanych experimentl - na kazdé ose chemické posuny jiného
izotopu (*H a 3C).

* Rozlisené experimenty - na jedné frekvencni ose (F,) chemicky posun a na druhé ose
(F,) skalarni interakcni konstanta.
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Vicerozmernost v NMR
2) 3D NMR

* klasické 'H NMR experimenty neposkytuji prostorovou informaci — jenom statické B,

* Prostorova informace — statické B, + gradient magnetického pole -

S

Static magnetic field By, Amplified signal Signal vs
. ' vs time freguancy
MAGNETIC FIELD
Faurier /A

£ £ | b o i |
GRADIENT W‘\WM" m W | l
/\f %WW :. RE excitation | | F'rlutnrll —tima Transform — frequency
C ; Frequency to raise proton refaxation Proton NMA si
. , : ; ignal
/\»9 ? ? 09‘9‘3'0" lsplgs to upper signal received at only ona frequancy
o . avel, bacause of tha
1= \ constant magnatic
: — N - \ fiedd.
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©
>
Fourier %E m Wu T T T x N w m Faurier _M
o 2 Proton — time  WANSIOMM ¢ enc
Fio Transformation s € RF excitation | | | oton, a y
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Decay) (Corresponds to Position) anough to magnetic field B P _
COVEr resonance G DECEFL'J;Q I:T_;P;E gradient
magnefic fiald.

Figure 14 at all fisld values

Frequency-Encoding Gradients

A small magnetic field called a gradient is superimposed upon the static

magnetic field. The magnetic field gradient produces a known variation

in the magnetic field across the sample volume. This variation in the

magnetic field strength produces a corresponding variation in resonance

frequencies across the sample volume. Thus, position is encoded with .y - s .

a known frequency. The free induction decay (FID) is detected and https //u pload Wi kl medla Org/Wl k| p6d | alcom monS/4/44/S

converted to a frequency versus intensity signal by Fourier transfor-
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Dekuji za pozornost
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