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Separacni (délici) metoda a sou€asné
Analyticka metoda - poskytuje kvalitativni a kvantitativni informaci o vzorku

Vyuziva distribuce latek mezi dvé faze

« Stacionarni (nepohyblivou) — pevna latka nebo na povrchu pevneé latky fixovana
kapalina

* Mobilni (pohyblivou) — kapalina nebo plyn

Faze = homogenni ¢ast heterogenniho
systému oddélena od okoli fazovym

rozhranim

Objevitel - rusky botanik Cvét

— prelom 19. a 20. stoleti
— déleni rostlinnych pigmentd

Prvni chromatograf




@ Metoda zaloZena na rozdilné afinité délenych latek ke stacionarni
(nepohyblivé) a mobilni (pohyblivé) fazi  (SF, MF)

o
= Mobilni faze proudi pres nosi€ nebo kolonu, obsahujici stacionarni fazi

= Béhem pohybu mobilni faze dochazi k distribuci komponent smési mezi
obé faze - jednotlivé slozky smési prochazeji systémem rtiznou
rychlosti:
« latky s vySSi afinitou ke stacionarni fazi migruji pomaleji
- latky s nizSi afinitou ke stacionarni fazi migruji rychleji (zGstavaiji pfednostné
v mobilni fazi)

Chromatograficka vana
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Klasifikace chromatografickych metod

- Podle usporadani systemu

Chromatografie plosna (planarni) Chromatografie kolonova (sloupcova)

— Papirova chromatografie

@ SF (H,0 nebo polarni
rozpoustédlo) zakotvena na
vlaknech papiru

— Chromatografie na tenké vrstvé, TLC

- SF (silikagel, alumina, celuloza, i,
aj.) rozprostfena na inertni

podloZce (sklo, Alu-folie, plast)

SF (silikagel, polymer,...) tvofi napln
kolony

nebo nanesena nebo chemicky
navazana na nosne castice

nebo nanesena pfimo na vnitfni
povrch kolony

dle mobilni faze - LC, GC




Klasifikace chromatografickych metod

- Podle skupenstvi mobilni faze
— plynova (gas chromatography, GC) — plynna MF
— kapalinova (liquid chromatography, LC) — kapalna MF

- Podle slozeni mobilni faze
— izokratické déleni - mobilni faze ma po celou dobu déleni konstantni
slozeni
— déleni s proménlivym slozenim mobilni faze
« stupnovita eluce
« gradientova eluce

- Chromatografie podle ucelu
— Preparativni chromatografie - pro pfipravu vétsSiho mnozstvi Cistych
latek
— Analyticka chromatografie - pro urCeni identity a koncentrace latek ve
SMESi



Klasifikace chromatografickych metod
- Podle separacniho mechanismu

= vyména iontl elektrostaticky vazanych na nabitém povrchu SF a iontl v roztoku
= SF - iontoménic (ionex): Castice gelu (syntetické pryskyfice) s navazanymi nabitymi
funkénimi skupinami (kyselymi nebo bazickymi):
« Katexy (umoznuji vyménu kationtl)
* na nosné Castici navazany silné nebo slabé kyselé funkéni skupiny
* Anexy (umoZznujici vymeénu aniontu)
* silné nebo slabé bazické funk&ni skupiny

= Na téchto skupinach vazan opacné nabity ion (zachovani elektroneutrality)
= Tento ion je na zagatku analyzy vyménén za ionty analytl ze vzorku

= Slozky délené smési jsou z kolony eluovany
= postupnou zménou pH mobilni faze

= a/nebo zménou iontové sily MF

IEC umoznuje délit ionty
* nizkomolekularni - aminokyseliny, nukleotidyi,...

» vysokomolekularni - peptidy, proteiny, nukleové
kyseliny, oligonukleotidy,...




Klasifikace chromatografickych metod

- Podle separacniho mechanismu

Zalozena na distribuci latek mezi dvé nemisitelné tekutiny (tj. rozpustnosti v SF, MF)

Stacionarni faze = kapalina, ktera muze byt
— naadsorbovana nebo chemicky navazana na pevném nosici

= napf. na vlaknech papiru u papirové chromatografie, na nosnych ¢asticich u HPLC
= panesena na vnitfnim povrchu kapilarni kolony (GLC)

Mobilni faze = kapalina nebo plyn
— plynova chromatografie (gas-liquid, GLC, zjednoduSené GC)
— kapalinova (liquid-liquid, LLC, zjednoduSené LC) ve dvou provedenich:
« LLC s normalni fazi - SF polarni, MF méné polarni
« LLC s obracenou fazi - SF nepolarni, MF polarni (Castéji pouzivané provedeni)

O pohyblivosti jednotlivych slozek délené smési
rozhoduje rozdélovaci koeficient délenych latek mezi
obéma fazemi (K):

K=c¢.../cC

org vod

c org ... koncentrace rozpusténé latky v organickeé fazi
c vod ... koncentrace rozpusténé latky ve vodné fazi




Klasifikace chromatografickych metod
- Podle separacniho mechanismu

@ Deleni zalozeno na rozdilech v adsorpci a desorpci latek
na pevny povrch sorbentu

— (elektrostatickymi silami, vodikovymi mustky nebo
disperznimi silami)




Klasifikace chromatografickych metod

umoznuje délit molekuly podle jejich velikosti a tvaru

SF = gelové €astice kulovitého tvaru (na bazi polysacharidi nebo polyakrylamidu) s
pory definovanych rozméru

Molekuly, jejichz primér je mensi nez prameér pord, difusnim pohybem vnikaji do
vnitrnich prostor gelovych Castic, Cimz jsou na koloné zadrzovany

velké molekuly, které se nedostanou do péru, jsou unaseny proudem MF a vytékaji
z kolony drive

Latky s
riznou

velikosti
molekul

Stac. faze

Kolona




Klasifikace chromatografickych metod
- Podle separacniho mechanismu

vyuziva specifické interakce molekul:

= interakce biologické povahy

* enzym - substrat

* enzym - inhibitor

* antigen - protilatka _ Y

* receptor - hormon apod. M L"i'"'gand
= biologickou interakci napodobuijici Nosi¢

* bilkovina - triazinové barvivo

« bilkovina - kovové ionty apod.

r\lé"-.-'eiz.'sln'_ﬁr substrat

Jeden z partnert (tzv. ligand) - pevné navazan na nosic, kterym je naplnéna
chromatograficka kolona

V délené smési (mobilni fazi) je pfitomna fada molekul, z nichz jen nékteré maji
afinitu k ligandu — navazou se na néj a ostatni slozky smési se z kolony vymyji

zména slozeni mobilni faze tak, aby se oslabila interakce ligand — navazana
molekula, ta se z kolony uvolni a ziska se v relativné Cisté podobé

bioafinitni chromatografii Ize pouZzit k separaci, izolaci a k Cisténi slozek vzorku



Prehled chromatografickych technik

m planarni
= papirova rozdélovaci

= tenkovrstva TLC (thin layer chromatography)

« tenkovrstva rozdélovaci (SF kapalina)
 tenkovrstva adsorpcni (SF pevna latka)

m kolonova

= plynova GC (gas chromatography)
+ plynova rozdélovaci GLC (SF kapalina)
+ plynova adsorpcni GSC (SF pevna latka)

. kapallnova LC (liquid chromatography)
kapalinova rozdélovaci LLC (SF kapalina)
« kapalinova adsorpéni LSC (SF pevna latka)

= gelova permeaéni GPC
= jontové vyménna IEC
= afinitni (a dalsi)

SF...stac.faze



pheophytin

Planarni - = "

chlorophyll a

chromatografie - =

neoxanthin —
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Naneseni chromatogramu - vzorky na startovni pozici blizko okraje ploSného nosice
(papiru, tenké vrstvy) ve formé malych kapek nebo tenkych Car

Vyvijeni chromatogramu — v chromatografické vané:
= spodni konec nosi¢e ponorfen do MF pod urovni startovaci linie
= MF v dusledku kapilarnich sil migruje pfes SF, unasi s sebou sloZzky smési
v zavislosti na jejich afinité ke SF
Vizualizace skvrn - usuSeny chromatogram Ize vizualizovat

* barvotvornym Cinidlem
e osvicenim UV svétlem
* fluorescencéné

Charakteristikou latky je retencni faktor Rt
= hodnota Rf je pro dané usporadani experimentu stala
R, =A/B

A...vzdalenost start — stfed skvrny
B...vzdalenost start — Celo rozpoustédla

A Vzdalenost start - stfed skvrny
B Vzdalenost start - elo rozpoustédla




Planarni chromatografie

= Dvourozmérna TLC o simgi ipcs W
. ] 04
* Vyvijeni chromatogramu prvni

mobilni fazi
» otoCeni usuSené desticky o 90 st.
* vyvijeni druhou mobilni fazi
» dokonalejSi separace
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second direction

= HPTLC (high perfomance thin layer
chromatography) - tenka vrstva sestava z ¢astic ;
o malém pruméru (4,5 pm)

= Planarni techniky - metody kvalitativni nebo
semikvantitativni s vizualnim hodnocenim -
srovnanim se skvrnami standard
chromatografovanych na témze nosici




Kolonova chromatografie

= graficky zaznam odezvy detektoru jako funkce
Casu, pripadné objemu:
* Pfi postupu vzorku kolonou se jednotlivé
slozky vzorku separuji, tj. dospéji do
detektoru v rdznych reten¢nich ¢asech

* eluované analyty graficky znazornény jako
série vrcholl (pikd)
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= data reprezentovana chromatogramem slouzi
k identifikaci a kvantifikaci analytu:

retencni Cas tg — kvalitativni charakteristika analytu
plocha chromatografického vrcholu — kvantitativni

charakteristika

- koncentrace analytu vypocitana na zakladé porovnani
plochy piku analytu s plochou piku standardu
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- plochu piku Ize vypocitat jako: vySka x polovi¢ni Sifka
(h xw,,)




Kolonova chromatografie

tg (min)...retencni €as analytu (doba od nastfiku vzorku na kolonu do prichodu
izolovaného analytu detektorem)

ty (min)...mrtvy Cas kolony (reten¢ni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrzovan, {j.
pohybuje se stejnou rychlosti jako MF)

W, ,, ...Sifka piku analytu v poloviné vysky
W ...Sifka piku analytu u zakladny

t'r (min)...redukovany retencni Cas analytu (Cas, ktery prislusny analyt stravi ve
stacionarni fazi)

tr=tr—ty

Obdobneé:
- retencni objem Vg
- mrtvy objem V,
- redukovany retencni objem V',

'R=VrR—Vn
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Kolonova chromatografie

= Pro dobré rozdéleni dvou sousednich analytu je nutné, aby analyty mély:

dostatecné rozdilné retenCni Casy
— Vhodna volba SF a MF

dostatecné uzké zény analytl
— DostateCna ucinnost kolony

Uéinnost kolony — charakterizuje, jak moc se zény
separovanych latek rozsifuji vlivem diflize
- Mirou ucinnosti kolony je pocet
teoretickych pater kolony (hypoteticky pojem !)

- Teoretické patro — takova ¢ast kolony, na které
probéhne jedno ustaveni rovhovahy MF — SF
- Cim vétSi pocCet pater, tim uzsi zény latek
- poCet pater dané kolony zavisi na rychlosti
prutoku MF




Plynova chromatografie, GC

Mobilni faze - nosny plyn (nejCastéji inertni plyn - dusik, helium, argon)
Separace u GC je zaloZena

na rozdilech tlaku par analytu
interakcich se stacionarni fazi
- tékavéjsi analyty se tedy pohybuji kolonou rychleji nez analyty méné tékavé a navic analyty
interagujici se stacionarni fazi prochazeji kolonou pomaleji nez analyty se slabsi interakci

- separace na zakladé adsorpce analytl na pevny povrch naplné kolony

- separace na zakladé rozdéleni mezi plynnou MF a kapalnou SF (netékava
kapalina zakotvena na Casticich naplné nebo pfimo na vnitfnim povrchu
kapilarni kolony)

Gas Chromatograph

» zdroj mobilni faze a zafizeni pro kontrolu pratoku
nosného plynu systémem ) Infection Part
< davkovac pro naneseni analytu na kolonu -
- chromatograficka kolona pro separaci analytt | ool Cotr
- termostat (pec) pro regulaci teploty kolony | ' . ost svsien
« on-line detektor pro detekci separovanych analytl
vychazejicich z kolony
* PC pro kontrolu systému a vyhodnoceni dat




Plynova chromatografie, GC - kolony

Naplnoveé kolony - starsi typ, jiZ malo pouzivané

— trubice (vnitfni primér fadové mm, délka 1 m a vice, sklo
nebo nerez ocel) naplnéné nosnymi €asticemi

— Castice naplné jsou samy o sobé stacionarni fazi (GSC —
sorbenty: modifikovany silikagel, aktivni uhli, alumina,
molekulové sito,...)

— (Castice jsou stacionarni fazi potazeny (GLC)

e |

= uzSi kolony

« vySSi ucinnost x mensi kapacita pro vzorek
= delSi kolony

. vy3§i uginnost x nutné zvysené tlaky MF i

Kapilarni kolony - WCOT (wall-coated open tubular column)
— kapilary z kfemenného skla (vnitfni pramér 0,1 - 0,5 mm,
délka 10 - 150 m)
— na povrchu potazeny polyimidem (pevnost a pruznost)
— vnitfni povrch potazen tenkym filmem SF
— velmi ucinné
— mala kapacita pro vzorek




Plynova chromatografie, GC - kolony

netékavé chemicky inertni kapaliny: methylsilikonové polymery, substituované
silikonové polymery, polyethylenglykoly apod.

naneseny nebo chemicky navazany pfimo na vnitfnim povrchu kapilarni kolony

-
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Plynovy chromatograf

Zdroj nosného plynu a systém kontroly priutoku

= nosny plyn - napf. He, Ar, N2, Hz (dle typu kolony a
detektoru)

= nosny plyn musi byt velmi Cisty a suchy
» trubice s molekulovym sitem odstranuji H20, uhlovodiky, O2

= nutna fizena rychlost pratoku nosného plynu (pro ziskani
reprodukovatelnych retencnich ¢asu)

« programovatelné elektronické regulacni systémy

— napliové kolony: pratok 10 - 60 ml/min
— kapilarni kolony: 1 - 2 ml/min, velké naroky na stabilitu

Davkovac

= vnasi alikvot vzorku (ul) do kolony
= vzorky rozpusSténé v organickém rozpoustédle davkovany injekCni jehlou pres tzv.
septum do vyhfivaného prostoru
— analyty i rozpoustédlo ihned pfevedeny do plynné faze a vneseny do kolony nosnym plynem

= split - splitless technika davkovani vzorku na kolonu:

— split méd - do kolony vstupuje pouze mala ¢ast zplynéného vzorku
* nedochazi k zahlceni kapilarni kolony

— splitless mad - do kolony vstupuje vétsina vzorku



Plynovy chromatograf - detektory

Univerzalni detektory - deteguji vétSinu analyt(
Selektivni detektory

(flame ionization detector, FID)
— univerzalni detektore pro GC
— efluent z kolony smisen s H2 a vzduchem — analyty spaleny v plameni
— v plameni dochazi k ionizaci a vzniklé ionty zvySuji vodivost plamene

modifikace FID
— nad plamen umisténa vyhfivana kuliCka soli alkalického kovu (Rb, Cs)

— pfitomnost iontd alkalického kovu v plameni zvySuje signal pro analyty
obsahuijici dusik a fosfor

(photoionization detector, PID)
— ionizace intenzivnim UV zafenim
— selektivni pro UV absorbuijici latky

(thermal conductivity, TCD)
— v pfitomnosti analytu v nosném plynu
se zvySuje tepelna vodivost plynu
— univerzalni, jednoduchy, horsi citlivost

Diffuser " s (electron capture, ECD)
; Nitrogen or — nosny plyn ionizovan radioaktivnim -zaficem

Hydrogen
— analyty s elekronegativnimi skupinami vychytavaji
elektrony z B-zafiCe — snizZeni ionizace

(mass spectrometry detector, MSD)



Plynova chromatografie

Priprava vzorktl pro GC analyzu:

= extrakce sledovanych analytu ze vzorku biologického materialu do organického
rozpoustédla (+ odpareni rozpoustédla z extraktu)

= chemicka derivatizace - zvySeni t€kavosti a termostability latek pro GC analyzu
(mnoho klinicky vyznamnych latek je netékavych)
— silylace — substituce atomu vodiku funk&nich skupin latek silyl-skupinou (R3Si-)
— oximace, acylace, esterifikace

Analyza tékavych latek v kapalnych nebo
pevnych vzorcich:

= GC v usporadani head-space

- ,head space” — prostor nad vzorkem (plynna
faze)

napf. stanoveni alkoholu v krvi,

analyza zbytk( rozpoustédel ve farmaceutickych
vyrobcich atd.

Sarmple, dillution zolvent
and roatriz modifier




Kapalinova chromatografie - LC

Separace zalozena na rozdéleni latek mezi kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni
High perfomance liquid chromatography (HPLC) - jako nosi¢ pouzity ¢astice malého
pruméru (5 um),

HPLC - v klinické laboratofi nejrozSifenéjsSi forma LC (vSechny principy déleni)

Davkovac

T - kolona pro separaci analyt(i

«  zasobniky rozpoustédel (mobilni faze)

- Cerpadla pro zajisténi pritoku mobilni faze systémem
« davkovac pro naneseni vzorku na kolonu

- on-line detektor pro detekci separovanych analytu

«  PC pro kontrolu systému, sbér a vyhodnoceni dat

mohilni - —~PDA
faze
| termaostat

Kolona

Zasobnik
mobilni faze

Detektory

davkovag

Termostat s
drzakem kolon

Ridici datastanice g cerpadla autosample



HPLC kolona
Naplnové kolony

= bézné kolony - vnitfni primér 0,1 - 5 mm, délka 50 - 250 mm
= tzv. nanobore kolony - vnitfni prdmér 25 - 100 um
= open-tubular kolony - primér pod 25 ym

= SF chemicky navazana na povrch ¢astic silikagelu nebo na povrchu polymernich ¢astic
— SF: polarni funkéni skupiny — HPLC s normalni fazi (silnéji vazané polarni latky)
— (€18, C8, C4 uhlovodikove fetézce — HPLC s reverzni fazi (silnéji vazané nepolarni latky)

= Castice naplIné rGzné velikosti - primér 1,8 - 10 um

@ Obecné plati:
— kolony s malym vnitfnim pramérem a malym vnitfnim objemem - vy3Si uc€innost, nizsi limit
detekce, malé objemy MF
— Cim menSi Castice naplné, tim vétsi je ucinnost kolony (ale tim vétsi je odpor vrstvy naplné
proti pohybu MF)

Monolitické kolony ‘
— vysoka ucinnost a nizké zpétné tlaky #’/ P

— kolona zcela vyplnéna poérovitym polymerem

Kapilarni kolony pro LC (0,1 - 1 mm vnitfni prmér, 10 - 50 cm délky), SF nanesena na vnitfnim
povrchu sklenéné kapilary

M Predkolona
— ochrana kolony pred ireverzibilni adsorpci proteinl ze vzorku
— naplnéna stejnou nebo podobnou SF jako analyticka kolona



Kapalinovy chromatograf

Zasobniky s mobilnimi fazemi

v nejjednodussi formé sklenéné lahve s pfivodnimi hadiCkami k Cerpadlim

MF pfipraveny z Cistych rozpoustédel urCenych pro chromatografii (HPLC grade)
MF prefiltrovany pres membranovy filtr pro odstranéni pripadnych pevnych Castic
MF zbaveny rozpusténych plynd — sonikace, vakuové degassery (odplyrnovace)

Cerpadla

>

>

v

v

Cerpadla zajistuji reprodukovatelny, konstantni a bezpulzni pritok MF systémem
v systému je nutné vyvinout vysokeé tlaky (az 250 bar)
(1 bar =105 Pa = 1,02 atm = 14,5 psi)

bezpulzni tzv. linearni davkovag - pro malé prutoky MF
- pracuje na principu injekéni stfikacky
pulzni pistova dvojucinna (reciproka) Cerpadla
- ¢innost je fazové posunuta pro minimalizaci pulzU
— Vyhlazeni pulzu

 tlumi€ pulzl na principu svinuté odporoveé kapilary
* nebo redukce pulzil zménou rychlosti pohybu pist(

izokraticky mod prace Cerpadla
- sloZeni MF zUstava konstantni béhem celé analyzy
gradientovy maéd

- zmeéna slozeni MF s Casem - az Ctyfi slozky MF programovatelné smesovany gradientovym
ventilem



Kapalinovy chromatograf

— Sesticestny ventil s vyménitelnou smyckou
- objem od desitek nanolitrii po mililitry
« plnici pozice (poloha A) - vzorek se nasaje ze vzorkové nadobky (tzv.
vialky) davkovaci injekéni stfikackou do smycky
« otoCenim ventilu do polohy B je obsah smyCky vnesen do proudu mobilni
faze
- davkovaci ventil je pfesny, programovatelny

Poloha A Poloha B -, - .
s s DalSi moznosti
\ s \ - — davkovace s délicem (obdoba
I odpatc | odpatc . - o e
vt [~ A 7 splitovaciho zafizeni v GC)
i ‘ ( AL — davkovacde s moznosti smiseni
Kolona 4——/\-. ™ kolona “— | — o . . 0 200
[ vzorku s derivatizaénim ¢inidlem
A 4 pfed nadavkovanim na kolonu

mobhilni faze mobilni faze (p‘fedkolonové derlvat|zace)



Kapalinovy chromatograf - detektory

> Detektor (s vyjimkou MSD) obsahuje prutokovou celu - zde detegovany separované analyty
> generovany elektronicky signal zaznamenan ve formé chromatogramu

Fotometry a spektrofotometry - méreni absorbance UV a VIS zareni

— Detektory s fixni nebo variabilni vinovou délkou

— Detektory diodového pole (PDA) - schopné méfit v celé oblasti A
- pratokovou kyvetou prochazi polychromatické svétlo
- proslé svétlo je za kyvetou rozdéleno difrakéni mfizkou
- svétlo dopada na diodové pole

Fluorometry - pro detekci fluorescenénich latek
- Casto nutna pfed- nebo postkolonova derivatizace analytd

Elektrochemické detektory

— amperometrické el.-chem. detektory

— elektroaktivni analyt v pritokové cele oxidovan nebo redukovan na povrchu elektrody
s konstantnim potencialem

— zaznamenam vznikly elektricky proud
— pf. analyza katecholamint v modi

— coulometrické detektory
- oxidace nebo redukce analytu
- mérfeni elektrického naboje

- pf. stanoveni metanefrind, vanilmandlové kyseliny, homovanilové kyseliny nebo 5-
hydroxy-indoloctoveé kyseliny v moci

= Refraktometricky detektor méfi zmény indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci analytu
=  Hmotnostni



HPLC, UPLC

Vyrobci HPLC systém

* napf. Waters, Agilent Technologies, Thermo, PerkinElmer, Shimadzu, Varian,
Amersham Pharmacia, Dionex, Jasco, Gilson, Hitachi, BioRad a dalsi...

UPLC, UHPLC

= Ultra high-perfomance liquid chromatography

= vyS8Si separacni ucinnost nez klasicka HPLC

= UHPLC vyuziva chromatografické kolony s
casticemi < 2um

= pfistroje schopné pracovat s ultravysokymi tlaky
(100 MPa)

= prace s Sirokym rozsahem pratoku

= vyznamné zkraceni doby analyzy

= Vyrobci UPLC - napf. Waters

= UPLC Waters Acquity (s MS
detektorem)



Priprava vzorku pro HPLC analyzu

Cisténi vzorku a zakoncentrovani analytu

Ultrafiltracni techniky - Uprava roztokd pomoci polopropustnych
membran

Extrakéni techniky
= Kapalinova extrakce analytl do organického rozpoustédia

@ Extrakce pevnou latkou (solid phase extraction, SPE)

hustota membrany limituje velikost molekul, které jsou separovany
technika je vhodna pro deproteinaci vzorku

organicky extrakt se odpafuje v proudu inertniho plynu (dusiku)
odparek se rozpusti v nezbytném objemu mobilni faze

vyuziti SPE kolonek naplnénych médiem dle charakteru latky -
sorbent, iontoménic, gel atd.

vzorek v roztoku se kolonkou proléva podtlakem
zachycené slozky se po promyti uvolni vhodnym rozpoustédlem
SPE je automatizovatelna

umoznéni nebo usnadnéni detekce analyt(

predkolonova derivatizace - napf. derivatizace aminokyselin a jinych primarnich aminl za
vzniku fluorescenénich slou€enin a nasledna detekce fluorometrem

postkolonova derivatizace - napf. u analyzatorti aminokyselin eluované aminokyseliny za
kolonou derivatizovany ninhydrinem, fotometricka detekce



Chromatografie - kvantitativni analyza

Externi kalibrace (kalibrace s vnéjSim standardem):
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provedeni analyz referencnich vzorkd se znamym Kalibrace

obsahem analytu

sestaveni kalibraéni kfivky - velikost ploch pikt analytu
v zavislosti na jeho koncentraci
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pouziti kalibraCni zavislosti pro vyhodnoceni koncentraci 0

analytu v realnych vzorcich

0 10 20 30 40 50

koncentrace (nmol/l)

Interni kalibrace (kalibrace s vnitfnim standardem):

provedeni analyzy referencnich vzorka se znamym obsahem
analytd s pfidavkem konstantniho mnozstvi vnitfniho standardu

@ vnitini (interni) standard — slou€enina s podobnymi vlastnostmi
jako stanovované analyty, ale nevyskytujici se v realnych
vzorcich

do kalibracCni kfivky se vynasi pomér plochy piku analytu a plochy
piku vnitfniho standardu v zavislosti na koncentraci analytu

do realnych vzorku se pfidava interni standard ve stejném mnozstvi
jako do referencénich roztokd

koncentrace analytu se vyhodnocuje na zakladé poméru plochy
(vySky) odpovidajiciho piku a piku vnitfniho standardu



Tenkovrstva chromatografie (TLC, HPTLC)

Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

kvalitativni, pfip. semikvantitativni analyza
flexibilni levna matoda

umoznuje soubézné analyzovat vice vzorkl
nevyzaduje pristroje a naro€nou pripravu

velmi Casté vyuZziti v toxikologii priikaz THC
— cilené prukazy nejruznéjSich nox (jedu, Skodlivin)
— orientaéni screening Iékl a drog

— pozitivni vysledky z toxikologického screeningu musi byt konfirmovany pomoci dalSich
chromatografickych metod (pf. HPLC, €asto ve spojeni s hmotnostni spektrometrii)

HPTLC — sacharidy HPTLC — lipidy dvojrozmérna TLC — slozené lipidy




Praktické aplikace chromatografickych
technik v klinické biochemii - priklady

jednoducha, jiz malo pouzivana technika pf. screening aminokyselin v moci

Analyza aminokyselin
— vzorek - deproteinovana plazma resp. sérum, mo¢, CSF - smés volnych aminokyselin (AMK)
— AMK vneseny na kolonu s katexem ve formé kationtt (pfi nizkém pH)

— AMK postupné eluovany z kolony pufry o zvySujici se eluéni sile (rostouci pH a iontova sila)
— postkolonova derivatizace ninhydrinem

— kvalitativni vyhodnoceni chromatogramu - na zakladé retenénich ¢asu

— kvantitativni vyhodnoceni pomoci vnitfniho standardu (AMK norleucin)

4

Analyzator AMK (Perkin — Elmer)
> Dalsi vyuziti IEC
« nukleotidy, peptidy, proteiny, oligonukleotidy, nukleoveé kyseliny



Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

-----

vétSina aplikaci vyuziva HPLC s reverzni fazi
Ize ji aplikovat na Siroké spektrum analytll v zavislosti na zpusobu detekce

— sacharidy - karboxylové kys. - aminokyseliny

— lipidy - steroidy - katecholaminy

— léky - drogy - homocystein

— pteriny -CDT - glykovany hemoglobin atd.

HPLC se uplatriuje jako standardni metoda v toxikologii, hlavné v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii

Analyza

7-dehydrocholesterolu
(prekursor cholesterolu
— endogenni syntéza):
zaznam z PDA
chromatogram pfi Amax

Karboxylové kyseliny -
dynamika pfemény kys.
benzoové na kys.
hippurovou (detoxikacni
reakce)




Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

Zaznam HPLC analyzy v mocCi z HPLC Agilent série 1200,
elektrochemicky detektor Coulochem

Katecholaminy — adrenalin, noradrenalin, dopamin
Metanefriny — metanefrin, normetanefrin (metabolity katecholaminu)
Kys. vanilmandlova (metabolit katecholaminu)
- markery feocytochromu (nador sympatoadrenalniho systému, nejcastéji dfiené nadledvin)



Praktické aplikace chromatografickych technik
v klinické biochemii - priklady

Plynova chromatografie

» standardni technika v kvalitativnich i kvantitativnich analyzach v toxikologii
— plynové chromatografy v toxikologickych laboratofich vybaveny riznymi detektory
K rGznym typam analyz, napf.
@ GC s plamenovym ionizaénim detektorem - stanoveni alkoholu a t€kavych latek v krvi
@ NPD detektor - screening vétsiny |éCiv Ci drog
@ detektor elektronového zachytu - analyze benzodiazepind nebo halogenovanych latek
@ hmotnostni spektrometr - cilené prukazy a stanoveni nox

» diagnostika dédi¢nych metabolickych poruch (GC / MS)

GC analyza alkoholu Organické kyseliny v moci — diagnostika dédiénych metab. poruch

700000
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500000

400000

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00




Hmotnostni spektrometrie( ass - pectrometry)

Fyzikalne-chemicka metoda
* vyuziva separace urychlenych ionizovanych castic ve vakuu
podle jejich hmotnosti pfi jejich prichodu magnetickymi a
elektrickymi poli

MS vyvinuta pocCatkem 20.stoleti,
v klinické biochemii - jiZ nekolik desetileti
- identifikace a stanoveni nizkomolekularnich latek na zakladé méreni

hmotnosti jejich molekul (detekce latek ve spojeni s plynovou
chromatografii)

Prvni polovina 90. let 20.stoleti - nové techniky
umoznily vyuzivat metodu i pro latky vysokomolekularni

MS - nejdynamicteji se rozvijejici metodika souCasné biochemie
vedle metod molekulové genetiky



Vystup MS - hmotnostni spektrum
- Carovy diagram
- vodorovna osa - hodnota m/z (hmotnost / naboj iontu)
- svisla osa - odezva detektoru nebo relativni zastoupeni daného iontu

e

MH[1] Average of 11.668 to 11.694 min.: STDMIX3.D (-}

Abundance




- tfi funkCni celky:

lontovy zdroj - ionizace neutralnich molekul mérené smesi:
molekula analytu je pfevedena do plynné faze (do vysokého vakua)
ziskava charakteristicky naboj

lontovy separator

rozdéleni iontc FLOJZH)'/Ch Schéma hmotnostniho spektrometru

hmotnosti -
ion je urychlen i\
2 Chara kte ru jeho pOhybU Plynovy Tontowy I
vakuovanym prostorem |ze chromatograf \ M separator
vypocditat jeho m/z fﬁﬂﬂ;ﬁf :

Direct Insertion

Dete ktO r (Infussion) Prohe
detekce iontd po jejich MALDT desticka
separaci podle hodnoty m/z

urceni relativni intenzity
(Cetnosti) jednotlivych iontd

valkuum




@ Existuje cela fada ionizacnich technik
@ Cil: vytvoreni nabité Castice, ktera je nasledné analyzovana
@ Pouzita technika zalezi na - charakteru analyzovanych latek

- separacni metodé, na kterou je MS napojen
(GC/MS, LC/MS, bez napojeni na separaci)

GC/MS: LC/MS, CE/MS,
- Elektronova ionizace El MS s pfimym nastfikem
- Elektrospray ESI MALDI

Wstup ;!_uzurku Ystup vzorku z HPLC
| ]

Laserovy paprsek

Wolfram.
viakno o~
T Elgktrunuq}?"' “papreek

Hmothostni anahyzator
TOF

" Desorpce ionti

Vzorek s matrici je
vykrystalizovan na nosné desce




Elektronova ionizace, El

@ lontovy zdroj - ionizace molekul analytu
v plynném stavu pomoci proudu elektront

- Z molekuly pfi srazce s paprskem
elektronu odtrzen elektron

- molekula ziskava kladny naboj

- Nasledna fragmentace (rozpad)
molekuly prebytkem energie

El - tvrda ioniza¢ni technika (fragmentace)

- fragmenty rozdéleny v dalSi Casti
analyzatoru dle hodnoty m/z a detegovany
- separace magnetickym analyzatorem,
kvadrupdlem

- Pouze pro teplotné stalé nizkomolekularni
latky (50 — 800 Da)

- Dalton — jednotka molekulové hmotnosti

Vstup | vzorku

Wolfram.
vidkno

= Elektronowvy — paprsek




CH;OH + 1 delkiron —> CH;OH™ + 2 eleldrony

Molebulov § domt

CH;OH" — CH,OH" + H
CH;OH — CH;0" +H
CH;OH" — CH;" + OH

10 20 a0

hmotnost / naboj [m/z)

- Hmotnostni spektrum
metanolu



Vstup vzorku z HPLC

Elektrospray ionizace, ESI

Eluat prochazi kapilarou, na ni vlozeno
vysoké napéti
vznika sprej vysoce nabitych kapicek
nasledny postupny odpar rozpoustédla
vznikaji ionty (i vicenasobné nabite)
jsou dale separovany (kvadrupdl, TOF)

Mékka ioniza€ni technika (bez
fragmentace)

Vhodné pro nizko- i vysokomolekularni latky
(peptidy, sacharidy, proteiny, nukleové
kyseliny,...)




atrix-Assisted Laser Desorption lonization - MALDI

@ Vzorek v roztoku smichan s matrici
— matrice - derivaty nizkomolekularnich aromatickych kyselin
- absorbuji energii laserového zareni ve VIS nebo blizké UV oblasti

@ Roztok nakapnut a vysusen (vykrystalizovan) na MALDI destiCce

@ Pulzni ozafeni smésnych krystalu zableskem laseru
— prudké odpareni latek do vakua
— ionizovana matrice strhava sebou molekulu analytu a ionizuje ji
— ionty urychleny stejnosmérnym elektrickym polem do TOF analyzatoru

lasarovy papreak

malekula wvzorku

krystaly matnice
deska se vzorkem




MALDI - matrix-Assisted Laser Desorption lonization

= Velmi mekka, Setrna technika
— i pro vysokomolekularni latky
(proteiny, peptidy, oligosacharidy,

nukleotidy)
= lonty dale separovany L A
analyzatorem TOF sy N ) _
M atrice a-cyano-4-hydrosxy- 3, 5-dimethoxy-4-hydroxy- 2, 5-dihydroxy-

cinnamic acid cinnamic acid benzoic acid

Spotovaci desticka




MS — separace iontu

lontovy separator: rozdéleni iontu rGznych hmotnosti
— ion je urychlen
— z charakteru jeho pohybu vakuovanym prostorem lze vypocitat pomeér
jeho hmotnosti a naboje m/z

Magneticky sektorovy analyzator

’ Elekiroda 3 Magnet
Elektronowvy Tessii
paprsek EZS!.!D“W._._' =
mensi zakiiveni

Elektroda a drahy

Paprsek
pozitimich !_ehm
iontl ze ionty -
vZorku "Ets.,.'_ .
zakiiveni  Detektor

Kvadrupdl

TOF



Magneticky sektorovy analyzator

= Nejdéle pouzivany a nejlépe prozkoumany, stale se vyviji

= Klasicky typ detektoru, vyuziva skutecnosti, ze draha nabité Castice se v
magnetickém poli zakfivuje tim vice, Cim ma vySSi naboj a nizSi hmotnost

= Malé molekuly — pouze GC/MS (EI)

= Velmi presny, ve své moderni verzi velmi nakladny (v klin. biochemii neni

] Elektroda ¢ Magnet
Elektronowvy Tézi ionty
paprsek - e B
mensi Zakriveni

drahy

bézné pouzivany)

Elektroda

ga—

>

Yzorek - Paprsek
pozitivmich
iontll ze fonty -
vzorku ""Ets._.'_ ”
zakriveni  DeteKtor

Hmotnostni spektrometr: drahy

Elektronowy paprsek fragmentuje molekuly latek v phmném stavu za vzniku
pozitivmich iontu. lonty jsou urychleny elektrickymn polem a prolétaiji
magnetickymn polem, Kde se jejich drahy zakrnaji.




Konstrukce - 4 kovove tyCe, na né vlozeno stejnosmerne a stridave napeti
lonty, které viétnou do prostoru mezi tyCemi, zaCnou oscilovat

Pri vhodné kombinaci obou slozek napéti prochazi kvadrupolem pouze
ionty o urCitém pomeéru m/z

zmenou vkladanych napéti je mozné nechat projit kvadrupolem postupné
ionty v celém rozsahu m/z

Lze pouzit pro GC/MS i LC/MS (v kombinaci s El, ESI),
— pouze pro mensSi molekuly

Detektor

Resonant ion
Nonresonant ion =

Tontovy

o v .
. Stejnosméme a
zdroj 1

stiidavé napéti




Deteguje hmotnosti ionizovanych molekul na zakladé doby jejich letu
evakuovanou trubici

rychlosti letu zavisi na hodnotach efektivni hmotnosti m/z
- lehCi molekula leti rychleji

V kombinaci s MALDI ionizaci

regulace

e intenzity -,

hira ., laseru :

. reflekiorovy reflaktor linegmmi

I . detekior finAtove zreadio) detekior
ane -l 100 0EARARRDRS

s& wiorkem .
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J
o
e ]
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‘ daflektan
ntovE

urychlovaci bréng -
napéti

glekiricks wakuowe
CoCky pUmpy




- detekce iontu po jejich separaci podle hodnoty m/z
- ur€eni relativni intenzity (Cetnosti) jednotlivych iontd

Elektronovy nasobi¢€ - série dynod se vzrlstajicim
potencialem

- ion narazi na povrch prvni dynody - emise elektronu

- po jeho dopadu na dalsi dynodu - vicenasobna emise
- kaskadovy efekt - velké mnozstvi elektronu
- detekce

h.l:-h-'!r"n dymioda

L

Fotonasobic ' : e ..,.m abic
- pfed vlastnim fotonasobitem umisténa TR deitesd

fosforovéa desticka e
- na ni dopadaji éastice z konverzni dynody "

Falobaeds J,-"r j Dymady

- emise foton( % ~ —
- fotony dopadaji na fotokatodu y ;.~ "N

- fotoelektricky jev - e.mise. elektronu F_,:*ﬂﬁ._.._..r o, _J
- elektrony zmnozeny stejné jako v elektronovem o | e g | ___,A_.l

nasobici odpory R -

Tdrey



MS/MS - ionty podrobeny dvéma hmotnostnim analyzam (zapojeni dvou Ci vice
iontovych separatoru v tandemu)

MS/MS umoznuje rychlou analyzu bez pouziti separacnich metod (GC, LC)
ve slozité matrici, velice citliva metoda

Standardné napf. trojity kvadrupol QqQ:
Prvni kvadrupdl vybira prekursorovy ion

Ve druhé Casti - kolizni cele - probiha fragmentace prekursoroveho iontu
(srazkou iontu s atomy inertniho plynu)

Posledni kvadrupdl analyzuje fragmenty

L Vzorek Pozn.: QqQ v kombinaci s ESI
| (pFimy nastfik) se pouziva pro
. . novorozenecky screening
1.kvadrupol Kolizni cela 2.kvadrupol

(fragmentace)

- Obdobné TOF-TOF analyzator
- Hybridni Q-TOF analyzator
(kvadrupol — TOF)




(ras Chromatogram I Peak 1 Mass Spec

‘ | Peak 2 Mass Spec

Analyza neznamych slozek smési

- hmotnostni spektrum pro kazdou
slozku smési

- porovnani s databazi spekter
v pocitaci - identifikace

Potvrzeni ¢i vylou€eni metabolitu,
které svedci pro urcité metabolické
onemocnéni

Kvantifikace urcitych metabolitu
Toxikologie — léky, drogy, alkohol

Abundance
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Dékuji za pozornost...

NI N o ...tém, které
LY . o | — problematika
| ' 2 zajimala...

]
..ale i tém,
kteri se
nudili !




