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Pramyslové milniky v chromatografii - historie Waters

= Vlyvoj plynové chromatografie
—1940’s — 1950’s
= Komercializace GC
— 1955 -1970’s
— Detektory FID, TCD, MS
— Sklenéné kolony, kapilarni GC
— 1980’s kfemenné kapilary cGC

= Separacni schopnosti
— Pikova kapacita GC ~ 100
— Pikova kapacita cGC ~ 1000

Bartle and Meyer, TrAC, 2002, vol 21, 547-557
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Prumyslové milniky v chromatografii - historie

= Vlyvoj kapalinové chromatografie
— 1900, 1930’s — 1960s

= Komercializace LC
—1960’s — 1970’s GPC, RP LC
— Sorbent, pumpy
— Detektory RD, UV, FD, MS
— Silica C18 sorbents

= Separacni schopnosti
— Pikova kapacita GPC~ 10
— Pikova kapacita HPLC ~ 150
— Pikova kapacita UPLC ~ 500
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Prumysloveé aplikace v chromatografii - historie Woaters®

= Pfirodni védy
— Amino kyseliny
— Vitamin B,

= Petrochemie

= Farmaceuticky pramysl
— Vyvoj lékl
— Kontrola kvality
— Preparace Cistych latek
— Chiralni separace
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LC, HPLC, UPLC... pristich 15 — 50 let

» Pramyslovy vyzkum — motivovan aplikacemi

» Kulicky, sorbenty, monolity

» Porézni, semi-porézni sorbenty, pokryté
kapilary

» Plnéni kolon

» Separacni mody, HILIC, SFC, selektivita,
elektro-chromatografie

» Instrumenty, detektory
» Kolonovy hardware
» Software, vyvoj metod (Al)
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LC, HPLC, UPLC... predpovéd budoucnosti

» V blizké budoucnosti

» Uz se odehralo V

> Mozna v delSim ¢asovém horizontu V

» Moc tomu nevéfim, ale co kdyby... V
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Chromatografické nosiCe (sorbenty)

» Nepravidelné Castice

» Sférické sorbenty V

> Silika typu Avs B

» Hybridni silika

» Polydisperzni vs. Monodisperzni

» Neporézni

» Porézni | ""‘:f«:

> Semi-porézni (core-shell) ::pg}.‘w 0®
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Chromatograficky nosi€ (sorbenty)

» Nepravidelné Castice
Sférické sorbenty
> Silika typu Avs B

» Symmetry kolony
» Hybridni silika

> BEH

» DalSi generace
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LC, HPLC, UPLC, ,UUPLC"

» 5um—>25um—>1,7-1,9 um
» Co dal? 1-1.5 um kolony?
» 100 MPa — 600 MPa?

Standard

—

» UPLC 1,7 um kolony
> 2,1-3mmi.d.
» 30-150 mm

> L,UUPLC" 1-1.2 um?
» 0,1-1,5mmi.d.?

> 20-50mm ? V
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Vakuova termalni izolace kolon Waters:

©2025 Waters Corporation



Chromatografické nosiCe (sorbenty) Woaters:

Nepravidelné Castice

Sférické sorbenty

Silika typu Avs B

Hybridni silika

Polydisperzni vs. monodisperzni
Neporézni

Porézni

Semi-porézni (core-shell)

V V V V V V V V V

Monolity

Uginn&jsi, pravideln& naplnéné kolony? *
Ne! Takhle pInéni nefunguje!
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Chromatografické nosiCe (sorbenty) Woaters®

> Nepravidelné Castice 100-300 A ~ 100-300 m2/g

> Sférické sorbenty V 2000 A ~ 20 m?, polymery

> Silika typu Avs B

» Hybridni silika

» Polydisperzni vs. monodisperzni

> Neporézni V 300 — 1090 A ~ 25-100 m?/g
Omezena difuze — polymery

» Porézni

» Semi-porézni (core-shell)

» Monolity

2-4 m?/g
Slaba retence (malé molekuly)
Zahlceni sorbentu — ZirSi piky
OK pro polymery«, S

v/
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Chromatografické nosiCe a kolony

» Monolity
» BIA — polymerni monolity
» MERCK - silika monolity

> Uginnost

¢

Nizsi tlak nez plnéné kolony
Nepotiebuiji frity

Niz8i u€innost nez jsme Cekali
Niz8i ucinnost nez pinéné kolony

Mikropéry (chvostovani malych molekul)

300 pm

Nehomogenni — SirSi piky

YV V.V V V VYV VY

Opakovatelnost $arzi? T variabilita
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Chromatografické nosiCe a kolony

» Leptani
» PharmaFluidic, plochy Cip
» Pillars, 5 x 20 um, i.d. x vySka V
» 0,5-2 m kolony, 0,5-2 h analyza
> Chemicka modifikace V
(batch-to-batch?)

PharmaFluidic (Thermo Fisher)

» 3D tisk LC kolon

A\

» Obtizné vytisknout 5-30 um struktury "
dostateCné délky a homogenity
» Omezena chemie materiall
Vhodné pro jiné ¢astice nez kuliCky V
» Sample prep, preparativni kolony? CLd

Dimartino et al., JCA, 2014, vol 1333. 18-24
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Chromatografické nosice a kolony | Waters®

» Kapilarni LC na Cipech

>

>
>
>
>

Citliva MS, proteomika
Mala spotieba vzorku, solventd

Problém s optickou detekci, disperzi

Problém s polarnimi analyty

Omezené aplikace Dostihovy efekt

t=16s

\

Teoreticky vysoka ucinnost

t=12 s
-. t=8 s
: . ‘ \ 5" _L t=4s
» PLOT kolony - + jako vySe .; t=2s
» 5-20 um kapilary, 0,5-2 m : . -~
=%
Velmi nizky pritok (20-200 nL/min) tickieas -

>
>
>

©2025 Waters Corporation
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Dlouhé kolony — 10-30 min t0 IR

Gilar et al., JCA, 2018, vol 15633, 127-135



Chromatograficka selektivita, MS detektory

> Selektivita

>

YV V VYV VYV VY

Je néco lepSiho nez C187 Radikalné jina selektivita?
Zajem o nové faze vhodné pro LC MS

polarni interakce (H-mustky)?

HILIC

SFC

Kde je vyzkum nové chemie stacionarnich fazi?

» Detektory MS pro rutinni aplikace

>
>

» rozliseni 5000-10000 Da, software pro integraci/analyzu dat

©2025 Waters Corporation

Malé robustni MS, auto kalibrace
RSD <1%




Nové detektory: MALS a CDMS

SEC-MALS analyza Fluc mRNA (1929nt, 624 kDa) CDMS, AAV8 prézdné ~ 3.7 MDa, AAV8 plné ~ 5.45 MDa
_ Peak 5 Peak 2 V V
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Time (min)
SEC-MALS, 4.6x300mm colona, 20 mM fosfatovy pufr, 276 mM NaCl, 5.4 mM KCl, pH 7.4, 30°C 10 min infuse, 1ul/min AAV8 1 x 102 vg/mL in 200 mM NH ,Ac, 0.001 % Pluronic F68

MALS detektor Fluc mRNA Xevo CDMS
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Inertni LC hardware — nespecificka adsorpce Waters®

» Ztraty proteinu, peptidd, nukleovych kyselin na koloné
» Chvostovani piku, carryover > 1%

0012 - Konvencéni BEH C18 kolona 0012 - ACQUITY Premier BEH C18 kolona
0.006 - InJ 1 0.006 - 1
) Inj.
{ ) 5 o e
0.000 7§ 0.000 -
0.012 0.012 -
E E
g 0.0 | Inj. 2 @ 0006 Inj. 2
2 " B ’\ o 2 oo e
0.000 - 0.000 -
0.012 T 15 20 25 30 35 0.012 - 15 20 25 30 35
0.006 *conditioned 0.006 - *conditioned
0.000 =g~ - UU 0.000 - L ~ J‘JL—"“"JUUU -~
0.0 6.0 12.0 0.0 6.0 12}
Minutes Minutes

10 pmol injection on column, m.p. 25 mM HAA, pH 6, *conditioning with 500 pmol injection of 35 mer
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Ztraty na sorbentu x ztraty na hardwaru?
Frity maji nejvétsi povrch! Elektrostaticka adsorpce na Me,O,, povrchu.

4 LC surface N Total area @ngle frit surface\
area (mm?2) (mm?2) area (mm?)
ACQUITY UPLC™ 513 1236 453
(BSM, FTN, CH-A, PDA) (2.1 x 50 mm)
Arc™ HPLC 1453 8237 3396
(QSM, FTN, CH-A, PDA) \_ J 46x100mm)  \_ -

Injector

M. Gilar and colleagues, JCA 2021, 1650, 462247
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Multiple Injections in a Single Experimental Run (MISER) T
2.1 mm Stainless Steel Frit; 25 mer Phosphorothioate atrers

2.6 pmol/injection
10 injections PEEK union

100
2.6 pmol/injection
. 50 injections
X
>
0
(o]
g ~ 40 pmol NSA na
2.1 mm fritu
0 T [ \
0 5 10 15 20 25 30 35
minutes
50 injections (0.5 min/sample; 10 x 5 injections with 2 min gap between series) D[RS
N\

Sample: 25 mer phosphorothioate Trecovirsen (Gem 91)

Mobile phase: 10 mM ammonium acetate pH 6.8, 0.2 mL/min, 25 °C
M. Gilar and colleagues, JCA 2021, 1650, 462247
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Waters Premier LC kolony a instrument
A) LC instrument, B) kolony

MAXPEAK.

HIGH PERFORMANCE SURFACES
Hybrid
Inorganic/Organic
Silica Technology

M. DelLano and colleagues, Anal. Chem 2021, 93, 5773-5781
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A To infinity

R Woaters:

Semi-porézni sorbenty maji 140% ucinnost poréznich Castic stejné velikosti.
Pro¢? Hruby povrch — homogennéjsi plnéni kolon!

Kolony plnéné SP vs poréznimi sorbenty stejného d, maji nizsi tlak.
vanDeemter A=1,3x ¥, B 1,1x {, C — 1x pro malé molekuly)

Lepsi pInéni kolon pro porézni sorbenty? 2x T uginnost. Morfologie &astic.
Nove hybridni sorbenty — vysSSi pH stabilita (a alternativni selektivita)
Jiné separacni médy a chemie nez C18.

o SFC, HILIC, fluoro sorbenty, H-mustky, ,normalni faze"
Selektivni sorbenty (afinitni LC)
Bio-inertni LC kolony a instrumenty

Uzivatelsky pfistupné MS “detektory” V

Software pro analyzu dat, vyvoj metod...

Nandyianto et al., APT, 2019, vol 30, 2908-2924




	Default Section
	Snímek 1: Martin Gilar, research fellow 
	Snímek 2: Průmyslové milníky v chromatografii - historie 
	Snímek 3: Průmyslové milníky v chromatografii - historie 
	Snímek 4: Průmyslové aplikace v chromatografii - historie 
	Snímek 5: LC, HPLC, UPLC… příštích 15 – 50 let
	Snímek 6: LC, HPLC, UPLC… předpověď budoucnosti
	Snímek 7: Chromatografické nosiče (sorbenty)
	Snímek 8: Chromatografický nosič (sorbenty)
	Snímek 9: LC, HPLC, UPLC, „UUPLC“ 
	Snímek 10: Vakuová termální izolace kolon
	Snímek 11: Chromatografické nosiče (sorbenty)
	Snímek 12: Chromatografické nosiče (sorbenty)
	Snímek 13: Chromatografické nosiče a kolony
	Snímek 14: Chromatografické nosiče a kolony
	Snímek 15: Chromatografické nosiče a kolony
	Snímek 16: Chromatografická selektivita, MS detektory
	Snímek 17: Nové detektory: MALS a CDMS
	Snímek 18: Inertní LC hardware – nespecifická adsorpce
	Snímek 19: Ztráty na sorbentu x ztráty na hardwaru? Frity mají největší povrch! Elektrostatická adsorpce na MenOm povrchu.
	Snímek 20: Multiple Injections in a Single Experimental Run (MISER)  2.1 mm Stainless Steel Frit; 25 mer Phosphorothioate
	Snímek 21: Waters Premier LC kolony a instrument A) LC instrument, B) kolony
	Snímek 22: Vzhůru do nekonečna a ještě dál… 


