V/ CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separacni metoda, zalozena na rozdilné afinit¢ delenych latek ke stacionarni
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které umoziuji analyzovat slozité smési biologickych molekul nebo vybrané slozky smési izolovat.

Metoda byla poprvé pouzita v roce 1901 ruskym botanikem Michailem Cvétem pro izolaci rostlinych
barviv na sloupci uhli¢itanu vapenatého (proto se v nazvu metody vyskytuje fecké slovo chromos —

barva).

Z.1  Princip chromatografie: Obr.1: Princip chromatografie
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7.2 Klasifikace chromatografickych metod

Chromatografické metody lze je rozdélit podle rGznych kriterii a nize uvedené zptsoby se mohou
pti jednom chromatografickém uspotadani riizné kombinovat (podrobnéjsi vysvétleni bude uvedeno u
konkrétnich prikladd).

Z.2.1 Chromatografie podle usporadani systému

Rozeznadvame chromatografii ploeSnou (planarni) a kolonovou (sloupcovou). Pti plosné chromatografii
je stac. faze zakotvena na papiru (papirova chromatografie) nebo je rozprostiena na inertni podlozce
(chromatografie na tenké vrstvé, angl. thin-layer chromatography, TLC). Pfi papirové chromatografii
je stacionarni fazi voda nebo polarni rozpoustédlo zakotvené na vlaknech papiru, pti TLC je
stacionarni fazi tenka vrstva Castic materialu (silikagel, alumina, celuloza, aj.) rovnomérné rozlozena
na sklenéné desce, plastu nebo hlinikové f6lii a zpevnéna pojivem. Pokud tenka vrstva sestava z Castic
o malém primeru (4,5 um), technika se nazyva HPTLC — high perfomance thin layer chromatography.
Uspotadani plosnych technik miize byt vzestupné nebo sestupné podle sméru pohybu mobilni faze.

V kolonové chromatografii mize byt stacionarni fazi silikagel, polymer; faze mtze byt nanesena nebo
chemicky navdzana na nosné Castice (pf. uhlovodikové fetézce zakotvené na nosnych cCasticich
silikagelu); mtiZe tvorit napln kolony nebo byt nanesena na jeji vnitini povrch.

Z.2.2 Chromatografie podle skupenstvi mobilni faze

Kolonovou chromatografii dale rozdélit na plynovou (gas chromatography, GC) a kapalinovou
(liquid chromatography, LC). Pokud je stacionarni faze pro LC tvorena ¢asticemi malého primeéru,
technika se nazyva HPLC (high perfomance LC).



Z7.2.3 Chromatografie podle separaéniho mechanismu
Rozeznadvame chromatografii iontoménicovou, rozdélovaci, adsorpcni, gelovou permeacni a afinitni.

Iontoméni¢ova chromatografie (ionexova, angl. ion-exchange) je zaloZzena na vyméné iontl
elektrostaticky vdzanych na nabitém povrchu staciondrni faze a ionty v roztoku. Stacionarni fazi je
iontoméni¢ (ionex), tvoreny casticemi gelu (syntetické pryskyfice) s navdzanymi nabitymi funkénimi
skupinami. Na téchto skupinach je kvili zachovani elektroneutrality vazan opacné nabity ion a tento je
na zaCatku analyzy vymeénén za ionty analyti ze vzorku. Slozky délené smési jsou pak z kolony
eluovany postupné zménou pH a/nebo iontové sily mobilni faze.

Obr.2: Tonexova chromatografie Ionexy umoziujici vyménu kationtti (katexy) maji na

nosnych casticich navazany siln€ kyselé sulfonové
skupiny —SO;H" nebo slabé kyselé skupiny, napf.
karboxy-, karboxymethyl-, sulfomethyl-, sulfoethyl-,
sulfopropyl- nebo fosfo- skupiny. lonexy umoziujici
vyménu aniontll (anexy) maji na povrchu navazany silné
bazické triethylaminoethylové skupiny nebo slabé

bazické aminoethyl-, diethylaminoethyl-, guanidoethyl-
apod. skupiny.

Ionexovd chromatografie méa v klinické biochemii Siroké vyuziti, umoznuje délit biologické
nizkomolekularni (naptf. aminokyseliny, nukleotidy) i vysokomolekularni ionty (peptidy, proteiny,
oligonukleotidy, nukleové kyseliny).

Rozdélovaci chromatografie je zalozena na distribuci latek mezi dvé nemisitelné tekutiny, tedy na
rozdilech v rozpustnosti slozek vzorku v mobilni a stacionarni fazi (plati pro kapalinovou
chromatografii - LLC) nebo na rozdilu hodnot rozpustnosti slozek vzorku ve stacionarni fazi (pro
plynovou chromatografii - GLC). Jako faze stacionarni slouzi kapalina, ktera mize byt naadsorbovana
nebo chemicky navdzana na pevném nosici (napf. na vlaknech papiru u papirové chromatografie nebo
na nosnych casticich u HPLC) nebo nanesena na vnitinim povrchu kapilarni kolony (u plynové
chromatografie). O pohyblivosti jednotlivych slozek délené smési rozhoduje rozdélovaci koeficient

délenych latek mezi obéma fazemi:

K= Corg / Cvod

K ... rozdé€lovaci koeficient .
-

Corg -.. kOncentrace rozpusténé latky v organické fazi . =

Cyod --- KONcentrace rozpusténé latky ve vodné fazi

Obr.3: Rozdélovaci chromatografie

Rozdélovaci chromatografie miize byt plynova (gas-liquid, GLC, zjednodusen¢ GC) nebo kapalinova
(liquid-liquid, LLC, zjednoduSené LC) podle charakteru mobilni faze. LLC mize byt ve dvou
provedenich — LLC s normalni fazi (polarni tekutina je fazi stacionarni, méné polarni rozpoustédlo
nebo smes rozpoustédel je fazi mobilni) nebo s obracenou fazi (stacionarni faze je nepolarni, mobilni
faze je polarni — Castéji pouzivané provedeni).

Adsorpéni chromatografie: Déleni je zalozeno na rozdilech v adsorpci a desorpci latek analyzované
smési na pevny povrch sorbentu elektrostatickymi silami, vodikovymi mustky nebo disperznimi



silami. Adsorpci popisuje tzv. Langmuirova adsorpcni izoterma, vyjadiujici zavislost mnozstvi analytu
ve stacionarni f4zi na koncentraci v mobilni fazi:

Cs=w.z.Cuy/(1+w.Cy)

W ... adsorp¢ni koeficient pro dany analyt
Z ... pocet volnych interakcnich mist na povrchu
Cs, Cy... koncentrace analytu v obou fazich
s Cn 3 o—

Obr.4: Adsorpcni chromatografie

Obr.5: Grafické znédzornéni Langmuirovy izotermy:

Pii nizkych koncentracich analytu v mobil. fazi je zavislost
Cs na Cy lineérni, pii vysokych koncentracich Cy; dojde
k vysyceni interakénich mist na povrchu sorbentu a
zévislost se zaktivuje.

Gelova permeacni chromatografie umoziuje délit molekuly podle jejich velikosti a tvaru.
Stacionarni fazi tvori gelové castice kulovitého tvaru, nejcastéji na bazi polysacharidi nebo
polyakrylamidu, s pory pokud mozno definovanych rozmérd. V mobilni fazi, ktera protéka kolem
téchto kulicek, jsou rozpustény délené latky. Molekuly, jejichz primér je mensi nez prumeér port,
difusnim pohybem vnikaji do vnitinich prostor gelovych ¢€astic, ¢imz jsou na kolon¢ zadrzovany déle
nez velké molekuly, které jsou unaseny proudem mobilni faze a vytékaji z kolony diive.

Obr. 6, 7: Gelova permeacni chromatografie
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Afinitni chromatografie vyuziva specifické interakce molekul. Tyto interakce mohou byt biologické
povahy (enzym - substrat, enzym - inhibitor, antigen - protilatka, receptor - hormon apod.) nebo
biologickou interakci napodobujici (bilkovina - triazinové barvivo, bilkovina - kovové ionty apod.).
Jeden z partnerti (tzv. ligand) je pevné navazan na nosic, kterym je naplnéna chromatograficka kolona.
V délené smési (mobilni fazi) je pfitomna fada molekul, z
nichZ jen nekteré maji afinitu k ligandu, navazi se na n¢j a
ostatni slozky smési se z kolony vymyji. Po promyti kolony
se zméni slozeni mobilni faze tak, aby se oslabila interakce
ligand — navdzana molekula, ta se takto z kolony uvolni a
ziska se v relativné Cisté podobé¢. Bioafinitni chromatografii \ Navazany substrat
Ize pouzit k separaci, izolaci a k ¢isténi slozek vzorku. Ligand

Nosi¢

Obr.8: Afinitni chromatografie




Pro déleni bilkovin byla vyvinuta moderni chromatografick4 kolonova technika Chromatografie s hydrofobni
interakei (HIC, angl. Hydrophobic Interaction Chromatography). Jako stacionarni faze slouzi specidlni nosice
nesouci hydrofobni skupiny, na néz se bilkoviny vazi, aniz by byly (na rozdil od chromatografie s obracenymi
fazemi) denaturovany. Pfi vysoké iontové sile mobilni fdze na zaCatku chromatografie se bilkoviny vazi na
stacionarni fazi; postupnym snizovanim iontové sily (sestupny solny gradient) dochazi k oslabovani
hydrofobnich interakei bilkovin s nosi¢em a k jejich postupné eluci z kolony.

Z7.2.4 Chromatografie podle sloZeni mobilni fize

Podle slozeni mobilni faze rozeznavame izokratické déleni, kdy mobilni faize ma po celou dobu
déleni konstantni slozeni, a déleni s proménlivym sloZenim mobilni faze, kdy se nckteré slozky
délené smési nejdiive pevné zachyti na stacionarni fazi, ostatni slozky se mobilni fazi vymyji, poté se
nahle nebo postupné (gradientem) méni slozeni mobilni faze a zachycené latky se postupné z kolony
vymyvaji).

Z7.2.5 Chromatografie podle ucelu

Preparativni chromatografie je pouzivana pro pfipravu vétstho mnozstvi Cistych molekul (napf.
ptiprava proteintl nebo protilatek afinitni chromatografii atd.).

Analyticka chromatografie slouzi pro urceni identity a koncentrace latek ve smési. Nasledujici text
se tyka chromatografie analytické.

7.2.6 Prehled chromatografickych technik

Chromatografie - planarni - papirova rozdélovaci

- tenkovrstva TLC - tenkovrstva rozdélovaci (SF kapalina)

- tenkovrstva adsorpcni (SF pevna latka)
- kolonova - plynova GC - plynova rozdélovaci GLC (SF kapalina)

- plynova adsorpcni GSC (SF pevna latka)

- kapalinova LC - kapalinova rozdélovaci LLC (SF kapalina)
- kapalinové adsorpcni LSC (SF pevna latka)
- gelova permeacni GPC (SF pevna latka)

SF...stac.faze - iontové vyménna IEC (SF pevna latka)

- afinitni (a dalsi)

Z.3  Planarni chromatografie

Déleni latek probiha na plosném povrchu stacionarni faze. Vzorky jsou nasazeny na startovaci pozici
blizko okraje pruhu papiru nebo TLC desticky ve form€ malych kapek nebo tenkych Car. Papir nebo
desticka jsou pak umistény do uzaviené sklenéné nadoby (chromatografické vany) tak, aby spodni
konec nosi¢e byl ponofen do mobilni fdze pod Urovni startovaci linie (papirova chromatografie
umoznuje i sestupné usporadani, kdy je papir v chromatografické vané zavéSen ve zlabku s mobilni
fazi). Mobilni faze v disledku kapilarnich sil migruje pfes stacionarni fazi a unasi s sebou slozky
smési v zavislosti na jejich afinité¢ ke stacionarni fazi. Az mobilni faze doputuje do pozadované
vzdalenosti, chromatogram je vyjmut z nadoby a usuSen. Skvrny separovanych slozek jsou pak podle
potieby riznym zplsobem vizualizovany, napt. osvicenim UV svétlem (pokud byla stacionarni faze
»obarvena® fluorescencnim indikatorem, projevi se UV absorbujici latky jako tmavé skvrny na
sviticim pozadi), fluorescencné nebo nejcasteji prestiikanim chromatogramu vhodnym barvotvornym
¢inidlem.



Charakteristikou latky je retenéni faktor R, , jehoz hodnota je pro dané usporadani experimentu stala:

Ri=A/B A...vzdalenost start — stfed skvrny ~ B...vzdalenost start — ¢elo rozpoustédla

V praxi jsou planarni techniky pouzivany vétSinou jako metody kvalitativni nebo semikvantitativni
s vizudlnim hodnocenim, skvrny dé¢lenych latek se hodnoti srovnanim se skvrnami standard
chromatografovanych na témze nosi¢i. U HPTLC pfipad4d v tivahu kvantitativni hodnoceni pomoci
denzitometru.

Dokonalejsi separace 1ze dosahnout pomoci dvourozmérné TLC: Vzorek na TLC desce se vyviji prvni
mobilni fazi, po usuSeni se desticka oto¢i o 90° a vyviji druhou mobilni fazi. Vysledkem je
dvourozmérny obrazek rozlozeni skvrn.

Obr.9, 10: TLC — déleni barviv (http:/www.demochem.de/Grafik/TLC2.gif)
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Obr. 11: TLC - vysvétleni reten¢niho faktoru

Z.4 Kolonova chromatografie

V GC a LC mobilni faze s eluovanymi latkami opousti kolonu a prochazi pres vhodny detektor, kde
produkuje elektronicky signal. Signal je graficky zaznamenan jako funkce casu, piipadn¢ objemu,
eluované analyty jsou graficky znazornény jako série vrchold (pikt). Takovyto vystup se nazyva
chromatogram, data reprezentovana chromatogramem slouZzi k identifikaci a kvantifikaci analytu.

Obr. 12: Vzor chromatogramu
Obr. 13: Popis chromatografického vrcholu: t,...retencni ¢as, wy...Sifka piku v poloviné vysky, h...vyska
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Kvalitativni charakteristikou analytu je reten¢ni Cas t; (doba, za kterou analyt projde z davkovace pies
kolonu do detektoru), kvantifikace analytu probiha na zakladé plochy ptipadné vysky piku.

7Z.4.1 Termodynamika a kinetika separace



Pti postupu vzorku kolonou se jednotlivé slozky vzorku (analyty) separuji, tj. dospéji do detektoru
v riznych retencnich ¢asech. Zaroven se zony jednotlivych analytt postupné rozsituji.
Termodynamika separace se zabyva vlivy, které ovliviuji velikost interakce mezi stacionarni fazi a
analytem, zadrzovani (retenci) a zpozd'ovani (retardaci) analytii, rychlost migrace analytd kolonou,
rozdil v retenCnich Casech analytli a d€leni analyti od sebe navzajem. Kinetika separace studuje
vlivy, které ovliviluji rozmyvani zén analyti behem postupu kolonou, tj. Sitky pikd na
chromatogramu. Termodynamika a kinetika spolu uzce souvisi a obé& urcuji, jak dokonale budou zony
sousednich analyt oddéleny.

Zikladni pojmy a vztahy:

V, (ml)...objem stacionarni faze kolony

V., (ml)...objem mobilni faze v koloné

L (cm)...d¢lka kolony

Fy (ml/min)...objemovy prutok mobilni faze

u (cm/min)...linearni rychlost mobilni faze pii pritoku kolonou; u=L/ty

Vg, (ml)...reten¢ni objem i-t¢ho analytu (objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se
prislusny analyt dostal od poc¢atku ke konci separacni kolony); Vgr;=Fy . tr;

tg,; (min)...retencni Cas i-tého analytu (celkovy Cas, ktery pfislusny analyt stravi v separacni kolon¢)

Vum (ml)...mrtvy objem kolony (objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se nezadrzovany
analyt dostal od pocatku ke konci separacni kolony)

ty (ml)...mrtvy Cas kolony (retencni Cas analytu, ktery neni v koloné zadrZovan, tj. pohybuje se
stejnou rychlosti jako mobilni faze)

V’g; (ml)...redukovany reten¢ni objem i-t¢ho analytu; V’g;= Vri— Vu

t’r; (min)...redukovany retencni Cas i-té¢ho analytu (Cas, ktery pfislusny analyt stravi ve stacionarni
fazi); t'ri=tri-tm

Pozn.: VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny ¢as — mrtvy ¢as kolony

Distribuéni (rozdélovaci) konstanta Kp; vyjadiuje pomér koncentraci slozky ve dvou fazich:

K _(Ci)s _(ni)s V.

(c)s, (€)m...koncentrace i-tého analytu ve stacionarni a mobilni fdzi (c=n/V)
(1))s, (). . .1atkové mnozstvi i-tého analytu ve stacionarni a mobilni fazi

Kapacitni faktor (retenc¢ni faktor, kapacitni pomér) k; vyjadiuje pomer latkového mnozstvi slozky
ve stacionarni a mobilni fazi:

ki - (ni)s — Vs

(ni )m o V

Kapacitni faktor k; 1ze zjistit pfimo z chromatogramu jako pomér doby, kterou stravi slozka vzorku ve
stacionarni fazi, k dob¢, kterou stravi v mobilni fazi (kolikrat déle je slozka vzorku zadrZzovana
stacionarni fazi, nez by byla doba jejiho transportu kolonou rychlosti toku mobilni faze):

K = tri-tu _ Uri I = Vei-VYu _ Vi

tM tM l VM VM
Distribucni (rozdé€lovaci) konstanta a kapacitni faktor (kapacitni pomér) jsou pojmy termodynamické a
charakterizuji selektivitu kolony, tj. jak se analyty na koloné zadrzuji a zpozd'uji.



Zakladni rovnice chromatografie (plati hlavné pro chromatografii rozdélovaci):

Vri=Vu+Kp;. Vs V5i=Kpi - Vi
t _ VR,i _ Vm +KD,i ° Vs t _ V Rji _ KDI Vs
o Fm Fm * m m

Obr.14: Popis chromatografického piku

t.j...retencni Cas j-tého analytu

ty...mrtvy Cas kolony (reten¢ni ¢as nezadrzovaného analytu)
Win,...Sifka piku j-tého analytu v poloviné vysky

w;...S8iftka piku j-tého analytu pfi zdkladné (vytycend obéma
tangentami v inflexnich bodech)
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odezva detektoru

Pozn. Sitka piku se udava v délkovych nebo ¢asovych jednotkach
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Zony délenych analyti se b&hem postupu kolonou rozsifuji v disledku diftize. U&innost kolony
charakterizuje, jak moc se zony separovanych latek rozsituji. Mirou ucinnosti kolony je

a) pocet teoretickych pater dan¢ kolony - n
2

n=16. = w;...Sifka piku analytu pfi zdkladng

b) vySkovy ekvivalent teoretického patra — H (mm)
2

—— == | L...délka kolony

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H) zévisi na linedrni rychlosti mobilni faze (u). Zavislost
vyjadfuje Van Deemterova rovnice:

H=A+B/u+C.u

A...vifiva diftize, B...podélna molekularni diftize, C...odpor proti pfenosu hmoty ve stac. a mobilni fazi

Obr.15: Grafické znazornéni Van Deemterovy rovnice Obr.16: Vysvétleni difiize
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1. Viriva difuze — efekt toho, ze rizné molekuly urazi pfi pohybu kolonou rizné vzdalenosti. Vitiva difaze (tj.
Clen A ve Van Deemterove rovnici) je imérna velikosti ¢astic stac.faze, projevuje se hlavné¢ u HPLC

2. Podélna molekuléarni diftize - molekuly putuji z mista o vyssi koncentraci do mista s nizsi koncentraci

3. Odpor proti pfenosu hmoty ve stac. fazi (rizné molekuly difunduji rizn¢ hluboko do stacionarni faze) —
zavisi na typu stac.faze, projevuje se hlavné u plynové chromatografie

4. Odpor proti ptenosu hmoty v mobilni fazi (rychlostni profil mobilni faze uvniti kanalku je parabolicky)

Cilem je dosahnout minimalni hodnoty H, tedy maximalniho poctu teoretickych pater dané kolony a
tim jeji maximalni ucinnosti. Minimum Deemterovy kiivky tedy odpovidd optimalni prutokové
rychlosti, pti které dana kolona vykazuje nejvétsi ucinnost a tedy minimaln€ rozsitfuje zony analytt.

\/\ Obr.17: Optimalizace rozliSeni latek A, B (pfejato ze Zyka a kol.:
a) Analyticka prirucka 1.dil, 3.vydani, Praha 1979, SNTL)
Asmiig a) Spatné rozlideni
/ \ / \ b, b) Dobré rozliSeni zménou termodynamickych faktord (pf. zména
mobilni faze)
3 .2 8B ¢) ZlepsSeni ucinnosti kolony oproti b) zménou kinetickych faktort
T (pt. pouziti delsi kolony tj. zvySeni poctu teoretickych pater, nebo
£ kolonu s mensim primérem ¢astic apod.)
& d) Témer stejné rozliSeni jako u c), ale vkratsi dob& (zvySeni
- prutokové rychlosti mobilni faze)
’ ~ A q

1
T
start

S t/min

Rozli$eni R je mirou chromatografické separace. Pro dobré rozdéleni dvou sousednich analyti (pro
minimalizaci jejich pfekryvu) je nutné, aby analyty mély dostatecné rozdilné retencni Casy a aby byly
jejich zony dostatecné tzké.

C 2 (tes —tey) _ 2-At,

Wi+Wj Wi+Wj

R.

Lj

R;;...rozliSeni i-tého a j-tého analytu

V ptipadé hodnoty rozliSeni mensi nez 0,8 je separace nedostatecnd, zatimco dobré separace az na
zakladni linii je dosazeno pii hodnotéach rozliSeni nad 1,25.

Obr.18: Rozliseni pikil
Ry »=10 Ri,=15

prekryti 2 %o pitekryti 0,1 %6

RozliSeni 1ze vyjadfit i pomoci termodynamickych (a;; , kj) a kinetickych (n) parametrti:

R.. :ﬂ. (xj’i _1.—kj
R o; 1+k;

Js1

R;;...rozliSeni dvou sousednich analyti, n...poCet teoretickych pater kolony, k;...kapacitni (reten¢ni) faktor

j-tého analytu, @;;...separacni faktor: o;;=k;j/ki=Kp;/Kp;



Pocet teoretickych pater n Ize ovlivnit zménou rychlosti mobilni faze, délkou kolony nebo velikosti
castic naplné. Separacni faktor a lze ovlivnit zménou mobilni a/nebo stac. faze. Kapacitni (retencni)
faktor ovlivni zména mnozstvi stacionarni faze, teplota nebo zména mobilni a/nebo stacionarni faze.

7.4.2 Plynova chromatografie, GC

Mobilni fazi unasejici smés t€kavych analytt pfes stacionarni fazi v koloné je tzv. nosny plyn
(nejcastéji inertni plyn - dusik, helium, argon). Separace u GC je zalozena na rozdilech tlaku par
analytli a interakcich se stacionarni fazi; tékavéjsi analyty se tedy pohybuji kolonou rychleji nez
analyty méné tékavé a navic analyty interagujici se stacionarni fazi prochédzeji kolonou pomaleji nez
analyty se slabsi interakci. U GSC chromatografie je touto interakci adsorpce analytl na pevny povrch
naplné€ kolony. GLC pouziva jako stacionarni fazi netékavou kapalinu zakotvenou na ¢asticich naplné
nebo pfimo na vnitinim povrchu kapilarni kolony a separace probihd na zaklad¢ rozdéleni mezi
plynnou mobilni fazi a kapalnou stacionarni fazi.

Nosny plyn unasi separované analyty z kolony do detektoru. Analyty jsou identifikovany podle
reten¢niho Casu (v pfipadé GC s hmotnostni spektrometrii i podle hmotnostniho spektra), kvantifikace
se provadi na zaklad¢ velikosti chromatografického piku (plochy, pfipadné vysky), kterd je umeérna
mnozstvi detegovaného analytu.

7.4.2.1 Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf se sklada z nékolika zékladnich Casti - chromatografické kolony pro separaci
analytli, zdroje mobilni faze a zatizeni pro kontrolu pritoku nosného plynu systémem, davkovace pro
naneseni analytu (nebo chemicky derivatizovaného analytu) na kolonu, termostatu (pece) pro regulaci
teploty kolony, on-line detektoru pro detekci separovanych analyti vychazejicich z kolony a PC pro
kontrolu systému a vyhodnoceni dat.

Obr.19: Plynovy chromatograf Obr.20: GC kapilarni kolona
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Pro GC se pouzivaji dva hlavni typy kolon - naplnové a kapilarni. StarSim typem jsou napliiové
kolony. Maji podobu trubice naplnéné nosnymi Casticemi, které jsou samy o sob¢ stacionarni fazi
(GSC - modifikovany silikagel, aktivni uhli, alumina, molekulové sito) nebo jsou stacionarni fazi
potazeny (GLC). Vnitini primér naplnovych kolon je 1 - 4 mm, délka 1 m a vice, jsou vyrobeny ze
skla nebo nerez oceli. Uzi kolony jsou G¢inn&j§i, maji viak mensi kapacitu pro vzorek. Uginnost
kolony se zvySuje i s jeji délkou; delsi kolony vSak vyzaduji zvySené tlaky nosného plynu. V dnesni
dobé je pouzivani naplnovych kolon témét minulosti a pfednost dostavaji kolony kapilarni.

Kapilarni kolony zndmé i jako WCOT (wall-coated open tubular column) jsou pfipraveny potazenim
vnitiniho povrchu kapilary z kiemenného skla tenkym filmem staciondrni faze. Kapilary cisté z
kifemenného skla by byly velmi kiehké, proto jsou na povrchu potaZzeny polyimidem, coz jim dodava
pevnost a pruznost (je mozné je svinout do civky). Vnitini prumér kapilarnich kolon je obvykle 0,1 -



0,5 mm, délka 10 - 150 m. Kapilarni kolony jsou velmi U¢inné, maji vSak malou kapacitu vzorku.
Dostupné jsou i GC mikrokolony na bazi silikonového Cipu (napt. firma Agilent). Existuje velky vybér
stacionarnich fazi pro GLC - methylsilikonové polymery, substituované silikonové polymery,
silikonové polyestery apod. Tyto materidly jsou naneseny nebo chemicky navazany na vnitinim
povrchu kapilarni kolony.

Zdroj nosného plynu a systém kontroly pritoku

Jako nosny plyn mtze slouzit napf. helium, argon, dusik, vodik. Volba nosného plynu zavisi na typu
kolony a detektoru; napft. pro kapilarni kolony ve spojeni s hmotnostnim detektorem se dava prednost
heliu, pro napliové kolony a starsi typy detektorii (plamenové¢ ionizacni, termovodivostni atd.) se
Casto pouzival dusik. Nosny plyn musi byt velmi Cisty a suchy, protoze necistoty posSkozuji kolonu a
snizuji citlivost nékterych detektorti. Z tohoto diivodu se za zdroj plynu umist'uji trubice plnéné
molekulovym sitem pro odstranéni vlhkosti, uhlovodiki a kysliku z nosného plynu.

Pro ziskani reprodukovatelnych retencnich Casii je nutnd fizena rychlost priitoku nosného plynu.
Regulace prutoku plynu z tlakové nadoby se provadi riznymi zptisoby, od jednoduchych zatizeni typu
jehlového ventilu u starSich pfistroji po programovatelné elektronické regulacni systémy. Analyzy
mohou probihat za konstantniho pritoku nebo konstantniho tlaku. Rychlost priitoku nosného plynu
zavisi na typu kolony (napliové kolony vyuZzivaji prutok 10 - 60 ml/min, kapilarni kolony pouze 1 - 2
ml/min s velkymi naroky na stabilitu)

Davkovac

Ukolem davkovaciho zatizeni je vnést alikvot vzorku (objem fadové v ul) do kolony tak, aby byl co
nejméné naruSen pritok nosného plynu kolonou. V praxi jsou vzorky rozpustény v organickém
rozpoustédle a davkovany injek¢ni jehlou ptes tzv. septum (té€snéni, které slouzi jako interface mezi
davkovacem a chromatografickym systémem). Injekéni jehla propichne septum a pronikne do
vyhiivaného prostoru, kde jsou tékavé analyty i rozpoustédlo ihned pievedeny do plynné faze a
vneseny do kolony nosnym plynem.

Pro kapilarni kolony, které maji na rozdil od naplhovych kolon nizkou kapacitu pro vzorek, se pouziva
split - splitless technika davkovani vzorku na kolonu. Pfi split modu vstupuje do kolony pouze mala
¢ast zplynéného vzorku, zatimco pii splitless modu vstupuje do kolony vétSina vzorku. Split mod se
pouziva pro vzorky, které obsahuji relativné vysoké koncentrace sledovanych analyta.

Kontrola teploty:

Néapliové i kapilarni kolony vyzaduji pfesnou regulaci teploty; té se dosahuje umisténim kolony do
pece s odporovym vyhtivanim. Kolona mize mit béhem celé analyzy konstantni nastavenou teplotu,
nebo teplota mize programovatelné stoupat v zavislosti na case. Pro vétSinu klinickych aplikaci se
pouziva druhy zpisob, coz vyrazné zkracuje dobu analyzy.

Detektory:
Pro GC je mozné pouzit fadu detektord, od univerzalnich, které deteguji vétSinu analytl, po detektory
selektivni, Casto se kombinuji dva a vice detektor.
Plamenové ionizacni detektor (flame ionization @ Hitka

detector, FID) je univerzalnim detektorem pro GC. :T] P

Efluent z kolony je smisen s vodikem a vzduchem a \g D
cluované analyty jsou spaleny v plameni. V plameni | , ... __ lektroda
dochazi k ionizaci a vzniklé ionty zvySuji vodivost 7

plamene. Velikost produkovan¢ho signalu je timérna

vzduch vodik

mnozstvi organické latky prochazejici detektorem.
nosny plyn s analytem




Obr.21: Schema plamenové ioniza¢niho detektoru

NPD (nitrogen — phosphorus detector) je modifikaci FID, kdy je nad plamen umisténa elektricky
vyhiivana kulicka soli alkalického kovu (Rb nebo Cs). Pritomnost iontl alkalického kovu v plameni
zvySuje signal pro analyty obsahujici dusik a fosfor.

Fotoionizacni detektor (photoionization detector, PID) je rovnéz modifikaci FID, kdy ionizace je
namisto plamene dosahovano intenzivnim UV zafenim. Detektor ma nizké meze detekce pro UV
absorbujici latky.

Termovodivostni detektor (thermal conductivity detector, TCD) je zaloZen na tom, Ze v pfitomnosti
analytu v nosném plynu se zvySuje tepelna vodivost plynu. Jedna se o univerzalni jednoduchy
detektor, ovSem s horsi citlivosti.

Detektor elektronového zachytu (electron capture detector, ECD) je selektivni detektor pro
organické slouCeniny obsahujici elektronegativni skupiny. Dochazi v ném ke sniZeni ionizace nosného
plynu (radioaktivnim B-zaficem) v disledku vychytavani elektront z B-zafice elekronegativnimi
skupinami.

Pted uvedenymi detektory se v souc¢asné dob¢ pro klinické analyzy dava ptrednost detekci hmotnostni
spektrometrii, které bude vénovana nasledujici kapitola.

Pocitac:

Cely chromatograficky proces (slozeni a prutok mobilni faze, tlak, teplota jednotlivych kompartmentt,
davkovani) je fizen pocitaCem, ktery zaroven monitoruje signal generovany detektorem, uklada data,
vyhodnocuje koncentrace analytli na zakladé plochy (vysky) odpovidajicich pikli na chromatogramu,
pripadné vytvari reporty chromatografickych analyz.

Pozn.: Mezi nejvétsi vyrobce pristroji pro GC patii napi. Agilent Technologies, Thermo Fischer, Perkin-
Elmer, Shimadzu, Analytical Science, Sigma-Aldrich Supelco, SRI Instruments, DANI Instrument a dalsi.

7.4.2.2 Piiprava vzorki pro GC analyzu:

Pted GC analyzou je Casto nutné sledované analyty ze vzorku biologického materialu vyextrahovat do
organického rozpoustédla a poté chemicky derivatizovat - mnoho klinicky vyznamnych latek je totiz
netékavych a chemicka modifikace nebo derivatizace zvysi jejich tékavost pro GC analyzu. Zvyseni
jejich tekavosti 1ze dosahnout acylaci, silylaci, esterifikaci nebo oximaci.

7.4.3 Kapalinova chromatografie

Separace pfi LC je zaloZzena na rozdéleni latek mezi kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni. Pokud
jsou jako nosi¢ pouzity ¢astice malého priméru (5 pm), technika se nazyva high perfomance liquid
chromatography (HPLC). Protoze tato technika vyzaduje relativné vysoké tlaky v systému kvuli
zajisténi dostatecného pritoku mobilni fdze kolonou naplnénou malymi ¢asticemi, nékdy se o HPLC
mluvi jako o vysokotlaké chromatografii (high pressure liquid chromatography). HPLC je v klinické

laboratoti nejrozsitenéjsi formou LC.

Davkovat

Cerpadio Z.4.3.1 Kapalinovy chromatograf

Obr.22: Schema kapalinového chromatografu

Kolona Kapalinovy chromatograf obsahuje nckolik zakladnich

Zasobnik

mobilni faze casti: kolonu pro separaci analytli, zasobniky rozpoustédel
(mobilni faze), Cerpadla pro zajisténi prutoku mobilni faze

[
I systémem, davkova¢ pro naneseni vzorku na kolonu, on-
e o0

Detektor




line detektor pro detekci separovanych analytii eluovanych z kolony, PC pro kontrolu systému, sbér a
vyhodnoceni dat.

i Zisobnik mobilni fize a odplynéni Obr.23 : HPLC
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L Ridici datastanice

Na rozdil od pftistrojii pro GC mohou byt HPLC pfistroje nejen kompletné integrované, ale i modularni
(viz obr.), kdy uzivatel mize kombinovat jednotlivé moduly, a to i od riznych vyrobci, pokud jsou
kompatibilni a je mozné je ovladat softwarové jako jednotny systém.

Chromatografické kolony:

Pro HPLC se pouzivaji naplnové i kapilarni kolony.

Moderni napliiové kolony se vyrabégji v riiznych rozmeérech, s tendenci ke kolonam s malym vnitfnim
primérem a malym vnitinim objemem, protoze tyto maji vyssi ucinnost, niz$i limit detekce a vyzaduji
malé objemy mobilni faze. Analytické HPLC kolony pro klinické aplikace jsou vétSinou trubice z
nerez oceli s vnitinim primérem 0,1 - 5 mm o délce 50 - 250 mm, vrstva naplné (Castice kulovitého
tvaru o rizné velikosti a poérovitosti) je na obou koncich udrzovana vlozZenou fritou. Vyrabi se i tzv.
nanobore kolony s vnitinimi priméry 25 - 100 um nebo open-tubular kolony s praméry pod 25 pm,
dostupné jsou i analytické HPLC Cipy.

Castice naplné maji primér 1,8 - 10 pm; obecné &im mensi jsou &astice naplng, tim vétsi je &innost
kolony (ale tim vétsi je i odpor vrstvy naplné proti pohybu mobilni faze - zpétny tlak LC kolony je
nepfimo tmérny druhé mocniné prumeéru Castic naplné€). Pro dosazeni dostate¢ného pritoku mobilni
faze takovou kolonou jsou tfeba relativné vysoké tlaky v systému, proto se pouzivaji spiSe kratsi
kolony, u nichz se nedosahuje kritickych hodnot zpétnych tlakd.

Casticovych naplni LC kolon je n&kolik typd: naplné s navazanou fazi, polymerni, chiralni nebo tzv.
restricted access.

U naplni s navazanou fazi (bonded phase packing) je stacionarni faze chemicky navazana na povrch
castic silikagelu. Tento typ naplné je dostupny pro IEC a pro HPLC s normalni i obracenou (reverzni)
fazi. Pro HPLC s normalni fazi jsou funk¢ni skupiny stacionarni faze relativné polarni (napf. silanol-,
amino- nebo nitrilové skupiny), mobilni faze je nepolarni rozpoustédlo (typicky hexan). Castgji
pouzivana HPLC s reverzni fazi vyzaduje nepolarni stacionarni fazi. Nejpouzivanéjsi je tzv. C18 faze
(oktadecylsilanové skupiny navazané na casticich silikagelu), mobilni fazi jsou casto vodné pufry ve
smési s polarnim organickym rozpoustédlem (metanol, acetonitril). Naplné na bazi silikagelu maji
nizsi pH odolnost (pH 2 — 8).

Dal$im typem néaplni jsou polymerni naplné, kdy jsou na povrchu ¢astic grafitizovaného uhliku nebo
smisené¢ho kopolymeru (polystyren - divinylbenzen) navazany skupiny C4, C8, C18 (uhlovodikové



zbytky) nebo ionexové skupiny. Chromatografické charakteristiky polymernich naplni jsou zcela
srovnatelné s naplnémi na bazi silikagelu, jsou vSak odolnéjsi v §ir§im rozmezi pH (pH 2 - 13).
Chiralni naplné€ se pouzivaji pro separaci enantiomeri (dvojic optickych izomerti se zrcadlovym
uspotradanim molekuly), napt. enantiomert 1ékda.

Restricted-access naplné (s omezenym piistupem) umoziuji pfimou analyzu biologickych smési s
vysokym obsahem proteinti, coz vyrazné usnadiiuje pfipravu vzorku. Vnéjsi povrch nosnych Castic
naplni je opatien hydrofilni vrstvou, kterou mohou pronikat mensi molekuly (napt. Iéky) do port
Castice. Pory jsou potazeny hydrofobni stacionarni fazi, na které probiha vlastni d€leni. Velké
molekuly proteint neprochéazeji do vnitinich porti a obtékaji ¢astice naplné.

Krome kolon s ¢asticovou naplni existuji i tzv. monolitické kolony. Takova kolona je zcela vyplnéna
polymerem o definované poérovitosti organického pivodu (styren - divinylbenzen, metakrylat aj.),
nebo anorganického pivodu (na bazi silikagelu). Material kolony je zpravidla vytvoten polymeraci
pfimo v trubici (monomer + porogenni slozka + iniciator polymerace), obsahuje dva typy pord -
mikropory pro zajisténi permeability kolony a vétsi pory tvorici velky povrch pro interakci s analyty.
Monolitické kolony maji vysokou ucinnost a nizké zpétné tlaky.

Kapilarni kolony pro LC se ptipravuji jako kapilary z kiemicitého skla s vné€jSim povrchem
potazenym polyimidem (pro dostatecnou pevnost a pruznost kolony) a tenkym filmem staciondrni faze
na jejich vnitfnim povrchu. Jejich rozmeéry se pohybuji mezi 0,1 - 1 mm vnitfniho priméru a 10 - 50
cm délky.

K ochrané kolony pted ireverzibilni adsorpci proteini ze vzorku, ktera snizuje rozliSeni a Zivotnost
kolony, se mezi davkova¢ a kolonu viazuje piedkolona. Piedkolona je naplnéna stejnou nebo
podobnou stacionarni fazi jako analyticka kolona, vaZze na sebe proteiny a tak prodluzuje Zivotnost
analytické kolony. Po urcitém poctu analyz se ptedkolona vyméiuje.

Zasobniky s mobilnimi fazi:

Jako zasobnik mobilni faze slouzi v nejjednodussi formé sklenéné lahve s ptivodnimi hadickami
k Cerpadlim, opatiené filtry pro odstranéni necistot.

Mobilni faze musi byt pfipraveny z Cistych rozpoustédel uréenych pro chromatografii (HPLC grade)
a pred pouzitim musi byt pfefiltrovany pfes membranovy filtr pro odstranéni pfipadnych pevnych
castic. Mobilni faze musi byt také zbaveny rozpusténych plynt, nebot’ tyto by se uvoliovaly pii
prechodu mobilni faze z natlakované kolony do prostiedi s normalnim tlakem za kolonou a pisobily
nestabilni signal detektoru. Za zasobniky fazi v pfistrojich jsou za timto ucelem vrazeny vakuové
degassery (odplynovace).

Cerpadla:

Cerpadla zajituji reprodukovatelny konstantni a bezpulzni prittok mobilni faze chromatografickym
systémem. Pro dosazeni optimalnich prutoki (0,5 — 2 ml/min pro bézné napliové kolony) je nutno
v systému vyvinout vysoké tlaky 200 — 250 bar (1 bar = 10° Pa = 1,02 atm = 14,5 psi), protoze kolony
s velikosti ¢astic 10 um a mensi kladou velky odpor.

Pro malé prutoky lze pouzit tzv. linearni davkovac — bezpulzni Cerpadlo, které pracuje podobné jako
velkd rovnomérné vyprazdnovana injekcni stiikacka. Nejcastéji se vSak pouzivaji pulzni pistova
dvojuc¢inna (reciprokd) cerpadla, jejichz Cinnost je fazoveé posunutd pro minimalizaci pulzi.
Ptislusenstvim téchto pulznich Cerpadel je tlumi¢ pulzli na principu svinuté odporové kapilary nebo
jsou pulzy redukovany zménou rychlosti pohybu pistti cerpadla v pocatecni a zaveérecné fazi sani a
vytlaku.



HPLC cerpadla mohou pracovat v médu izokratickém (slozeni mobilni faze ziistava konstantni béhem
celé analyzy) nebo gradientovém (slozeni mobilni faze se s casem meéni), kdy jsou az Ctyti slozky
mobilni faze programovatelné sméSovany pomoci gradientového davkovaciho ventilu.

Davkovaci zarizeni:

Nejcastéji pouzivanym davkovacim zafizenim je Sesticestny ventil s vyménitelnou smyckou, kterad
mize mit objem od desitek nanolitri po mililitry. V plnici pozici (poloha A) se nasaje vzorek ze
vzorkové nadobky (tzv. vialky) davkovaci injekeni stiikackou do smycky, otocenim ventilu do polohy
B je obsah smycky vnesen do proudu mobilni faze. Davkovaci ventil je pfesny, pracuje pii vysokych
tlacich a jeho ¢innost je mozné programovat pii pouZziti v samplerech automatickych systému.
Pouzivaji se i davkovace s déli¢em (obdoba splitovaciho zafizeni v GC) nebo davkovace s moznosti
smiseni vzorku s derivatizacnim ¢inidlem ptfed nadavkovanim na kolonu.

Poloha A Poloha B Obr. 24, 25: Sesticestn}” davkovaci ventil
vzorek vzorek
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Detektory:

Pro HPLC se pouzivaji detektory pracujici na riznych principech. Kazdy typ detektoru (s vyjimkou
hmotnostniho, jehoZ princip bude uveden v kapitole o hmotnostni spektrometrii) obsahuje pratokovou
celu, kterou protéka eluat z kolony. Separované analyty obsazené v eluatu jsou zde detegovany a
generovany elektronicky signal je zaznamenan ve formé chromatogramu.

Fotometry a spektrofotometry méfi absorbanci UV a VIS zateni latkami vychazejicimi z kolony.
Jsou Siroce vyuzivané, protoze vétSina organickych latek vykazuje absorpci UV zafeni (n€které
absorbuji dokonce i ve viditelné oblasti).

Detektory s fixni vinovou délkou vyuZzivaji intenzivni linii rtutové vybojky o vinové délce 254 nm,
tyto detektory jsou velmi citlivé. U fotometrti se dvéma vinovymi délkami (254 nm a 280 nm) se mezi
Hg vybojku a prutokovou komoru vklada fosforova desticka, ktera po excitaci svétlem 254 nm emituje
fluorescen¢ni zateni s vinovou délkou 280 nm jako druhy zdroj svétla.

Detektory s variabilni vinovou délkou mohou mérit pfi zvolené vinové délce z rozmezi jiz od 190
nm do 400 nm (pfipadn¢ 600 nm). V kratkovinné oblasti spektra absorbuje i mnoho rozpoustédel,
které tedy nelze pouzit jako mobilni fazi. VHPLC sreverzni fazi Casto pouzivana rozpoustédla
acetonitril a metanol vSak absorbuji pfi 200 nm pouze minimalné.

Detektory diodového pole jsou schopné méfit v celé oblasti 190 — 600 nm. U tohoto typu detektoru
prochazi pritokovou kyvetou polychromatické svétlo. Proslé svétlo je za kyvetou rozdéleno difrakéni
mi'izkou a nasmérovano na diodové pole, které registruje intenzitu svétla vSech vinovych délek (kazda
dioda registruje jednu vinovou délku.

Fluorometry se pouzivaji pro detekci fluorescencnich latek. Pro vznik fluorescencnich sloucenin je
Casto nutnd pied- nebo postkolonova derivatizace stanovovanych analytt (napf. predkolonova
derivatizace aminokyselin a jinych primarnich amin). HPLC fluorometry jsou pfistroje pomérné



jednoduché, ale citlivé a selektivni. Jako zdroje excita¢niho zafeni se vyuzivaji deuteriové nebo
xenonové lampy nebo lasery.

Elektrochemické detektory: V amperometrickych el.-chem. detektorech prochazi elektroaktivni
analyt prutokovou celou, kde je oxidovan nebo redukovan na povrchu elektrody s konstantnim
potencidlem a je zaznamenam vznikly elektricky proud. Ptikladem vyuziti je analyza katecholamini
v moci. Podobné pracuji coulometrické detektory (méteni elektrického naboje), v klinické laboratoti
pozivané pro stanoveni metanefrini, vanilmandlové kyseliny, homovanilové kyseliny nebo 5-
hydroxy-indoloctové kyseliny v mo¢i.

Refraktometricky detektor méfi zmény indexu lomu eluatu v zavislosti na koncentraci analytu.
Pocitac:

Podobné jako u GC je cela analyza, sbér a zpracovani dat fizeny pocitaCem.

K nejvétsim svétovym vyrobcim HPLC systémt patii napt. firmy Waters, Agilent Technologies,
Thermo, PerkinElmer, Shimadzu, Varian, Amersham Pharmacia, Dionex, Jasco, Gilson, Hitachi,
BioRad a dalsi.

Soucasnym trendem je nejen zmenSovani vnitiniho priméru a délky kolon nebo zmensovani velikosti
castic naplné, ale i vyuzivani ultravysokych tlakti v chromatografii (100 MPa). Technika se nazyva
UPLC nebo UHPLC (ultra high-perfomance liquid chromatography), ma vyssi separacni G€innost nez
klasicka HPLC. UHPLC vyuziva chromatografické kolony s ¢asticemi <2um v pfistrojich schopnych
pracovat s vysokymi tlaky, coz umoziuje praci s Sirokym rozsahem pritokit a vyznamné zkracuje
dobu analyzy. Piistroje pro UPLC dodava napf. firma Waters, Thermo, Perkin-Elmer, Dionex, BioRad
a dalsi.

7.4.3.2 Priprava vzorki pro HPLC analyzu

Ptiprava vzorku je dilezitym krokem, ktery pfedchazi chromatografické analyze a zahrnuje napft.
zakoncentrovani analytu, jeho purifikaci nebo derivatizaci.

Zakoncentrovani analyti a &i§téni vzorku se provadi extrakénimi technikami. Casto pouZzivana je
technika extrakce na pevné fazi (solid phase extraction, SPE), ktera ptipravu vzorku podstatné
zjednoduSuje a je mozné ji automatizovat.

Derivatizace analytli se provadi z divodi umoznéni nebo usnadnéni jejich detekce. Naptiklad u
analyzator aminokyselin jsou eluované aminokyseliny postkolonové derivatizovany ninhydrinem a
vysledné barevné slouCeniny jsou detegovany fotometricky. Jinym pfikladem je ptfedkolonova
derivatizace aminokyselin a jinych primarnich amind za vzniku fluorescencnich sloucenin a nasledna
detekce fluorometrem.

7.4.4 Kvantitativni analyza

Pro kvantitativni chromatografickou analyzu se pouziva kalibra¢ni technika s vnéjSim nebo vnitinim
standardem.

Pti externi kalibraci se provadi analyza referenCnich vzorkd se zndAmym obsahem analytl. Pro kazdy
analyt se sestavi kalibracni zavislost jako velikost ploch piki (vysky piki) v zavislosti na koncentraci
analytu a tato zavislost se pouZziva pro vyhodnoceni koncentraci analytii v realnych vzorcich.

Pfi vnitini kalibraci se do referencnich vzorkdi se zndmym obsahem analyti piidava konstantni
mnozstvi vnitiniho standardu. Vnitini standard je sloucenina, ktera ma podobné vlastnosti jako
stanovované analyty, ale nevyskytuje se v redlnych vzorcich (napf. syntetickd aminokyselina norleucin
nebo norvalin pro stanoveni aminokyselin v biologickém materialu). Do kalibracni kiivky se pak
vynasi pomér plochy (vysky) piku analytu a plochy (vysky) piku vnitfniho standardu v zavislosti na
koncentraci analytu. Do redlnych vzorkd se pfidava interni standard ve stejném mnozstvi jako byl



pfidan do referencnich roztokli a koncentrace analytu se vyhodnocuje na zakladé poméru plochy
(vysky) odpovidajiciho piku a piku vnitiniho standardu.

7.5 Priklady praktickych aplikaci chromatografickych technik v klinické biochemii

V klinické biochemii maji chromatografické techniky velmi §iroké vyuziti, uplatiuji se hlavné¢ TLC,
HPLC a GC; ob¢ posledni zvlasté ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS).

7Z.5.1 Planarni techniky

Obr. 26 ukazuje vyuziti jednoduché, dnes jiz malo pouzivané techniky papirové chromatografie pro
screening aminokyselin v moci: Analyza je provedena na chromatografickém papife Whatman, skvrny
aminokyselin se po sestupném vyvijeni chromatogramu a ususSeni deteguji ninhydrinem a srovnavaji
se standardem (1.draha vlevo).

Tenkovrstva chromatografie se pouzivd pro kvalitativni, pfipadn¢ semikvantitativni analyzu.
Prestoze metoda TLC se da ve spojeni s denzitometrem pouzit i ke kvantitativni analyze, je presnéjsi
toto provést metodou HPLC, GC.

Tenkovrstva chromatografie jako velmi flexibilni levna separa¢ni matoda, umoziujici soub&zné
analyzovat vice vzorkd bez naro¢né piipravy a bez potieby sofistikovanych nastrojii, nachazi velmi
Casté vyuziti v toxikologii pro cilené pritkazy nejriiznéjSich nox a pro orientacni screening ¢k a
drog. Konfirmace pozitivnich vysledki z toxikologického screeningu se provadi dalSimi
chromatografickymi metodami (pt. HPLC, Casto ve spojeni s hmotnostni spektrometrii).

Obr. 27 prezentuje jiné vyuziti TLC — analyzu mono- a disacharidii v mocovych vzorcich na tenké
vrstvé silikagelu pro ucely diagnostiky dédicnych metabolickych poruch. Skvrny odpovidajici
jednotlivym mono- a disacharidim jsou po vyvinuti chromatogramu a ususeni vizualizovany
barvotvornym ¢inidlem a srovnavany se standardem na krajnich drahach chromatogramu (na 5. a 8.
draze zleva pozitivni vysledek pro galaktozu).

Obr.26: Papirova chromatografie
aminokyselin

Obr.27: TLC analyza sacharidt
v mo¢i na silikagelové vrstveé
(komer¢né dodavané - Merck)

7.5.2 Ionexova chromatografie

IEC se uplatnuje napft. pri analyze aminokyselin. Vzorek (deproteinovana plazma) pfedstavuje smes
aminokyselin, které jsou svymi vlastnostmi navzdjem velmi podobné. Jsou vneseny na
chromatografickou kolonu s katexem ve form¢ kationtd (pfi nizkém pH) pak postupné eluovany
z kolony pufry o zvySujici se elucni sile (rostouci pH a iontova sila). Eluat z kolony se misi s roztokem



ninhydrinu (postkolonova derivatizace), ktery dava s primarnimi aminokyselinami modré zbarveni, se
sekundarnimi aminokyselinami Zluté zbarveni. Signal fotometrické¢ho detektoru (570 a 440 nm) se
zaznamenava jako chromatogram, jehoz vyhodnocenim se zjisti koncentrace jednotlivych
aminokyselin ve vzorku na zaklad¢ vyhodnoceni ploch pikd. Kvantitativni vyhodnoceni se provadi
pomoci vnitiniho standardu (syntetické aminokyseliny norleucinu), ktery se ptfidava do standardni
kalibra¢ni smési aminokyselin pfi kalibraci pfistroje i do kazdého analyzovaného vzorku.

Obr.28: IEC aminokyselin na automatickém analyzatoru Biochrom (PerkinElmer)
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HPLC ma z chromatografickych metod v klinické biochemii nejSir§i uplatnéni, Ize ji aplikovat na
Siroké spektrum analyt v zavislosti na zplsobu detekce — sacharidy, karboxylové kyseliny,
aminokyseliny, lipidy, steroidy, katecholaminy, 1éky, drogy, homocystein, pteriny, atd.

HPLC se uplatiuje jako standardni metoda v toxikologii, hlavné v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii. (Praktické aplikace LC/MS nebo LC/MS/MS budou diskutovany v dalsi kapitole).

Na chromatografickou kolonu casto nelze pfimo davkovat biologicky material a je tedy nutné vzorek
nejprve upravit. V klinické biochemii se pouZzivaji hlavné techniky extrak¢ni a ultrafiltracni.
Ultrafiltrace je metoda Upravy roztoki pomoci polopropustnych membran. Hustota membrany
limituje velikost molekul, které jsou separovany. Technika je vhodna pro deproteinaci vzorkd.
Kapalinovou extrakeci analytd do organického rozpoustédla nemisitelného s vodou lze vzorek
precistit i zakoncentrovat: organicky extrakt se zpravidla odpafuje v proudu inertniho plynu (dusiku) a
odparek se rozpusti pred aplikaci na chromatografickou kolonu v nezbytném objemu mobilni faze.
Extrakce pevnou latkou (solid phase extraction, SPE) je technika izolace, ¢isténi nebo obohacovani
stanovované slozky na malych kolonkach (napft. velikosti injek¢ni stfikacky) naplnénych sorbentem,
iontoménicem, gelem nebo jinym délicim médiem dle charakteru izolované latky. Vzorek v roztoku se
touto kolonkou proléva podtlakem, zachycené slozky se po promyti uvolni vhodnym rozpoustédlem.

Obr.29:

Odparovani org. extraktii ve
vyhifivaném termobloku pod
proudem dusiku

Obr.30:
SPE extrakce




Obr.30: Priklad zaznamu HPLC analyzy purinti a pyrimidind v moci: Detekce pii jedné vinové délce ve
srovnani se zaznamem analyzy z PDA - detektoru diodového pole - ve zvoleném rozmezi vinovych délek na
HPLC s PDA detektorem — Waters)

Obr. 31: Integrovany separa¢ni modul Alliance s PDA detektorem — Waters
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Obr. 32, 33: Zaznam analyzy katecholamind v moc¢i z HPLC Agilent série 1200, elektrochemicky detektor
Coulochem)
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Pozn.: Separa¢ni modul Alliance - Waters je pln¢ integrovany, HPLC Agilent série 1200 je piiklad systému
modulérniho.

Z7.5.4 Plynova chromatografie

GC je nepostradatelna technika v kvalitativnich i kvantitativnich analyzach v toxikologii. Plynové
chromatografy v toxikologickych laboratofich byvaji vybaveny riznymi detektory a tak urCeny
k riiznym typim analyz, napt. GC s plamenovym ioniza¢nim detektorem se pouziva pro stanoveni
alkoholu a t€kavych latek v krvi, NPD detektor je diky zvySené citlivosti k latkdm obsahujicim dusik
idealnim pro screening vétSiny 1é¢iv ¢i drog, detektor elektronového zachytu se uplatiuje v analyze
s hmotnostni spektrometrii, at uz v toxikologii pro cileny prikkaz a stanoveni noxy, nebo pii
diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch (viz kapitola Hmotnostni spektrometrie).



