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Spolecnym znakem vsech chromatografickych
metod je kontinualni rozdelovani slozek
analyzované smesi vzorku mezi dvema
fazemi.

* Nepohybliva faze (stacionarni faze)
» Pohybliva faze (mobilni faze)

Faze se odliSuji nékterou fyzikalné-chemickou
vlastnosti, napr. polaritou

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni

Vysledek chromatografie chlorofylu



http://cs.wikipedia.org/wiki/Chlorofyl
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Vyuziti v klinické biochemii

HbA1c

Leky a jejich metabolity _
Aminokyseliny = Y
Metanefriny Y
Katecholaminy
Vitaminy (D2,D3,...) F"F =1k
Hormony ]
Referencni metody
Toxikologie (screening)




Napr. Stanoveni mocoviny

Referencni metody
a) ID-GC/MS ID-LC/MS

standardni pridani znacené mocoviny (izotopova diluce)
do analyzovaneho vzorku a nasledne stanoveni
mocoviny kombinaci plynové nebo kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii

b) HPLC (vysokouginna kapalinova chromatografie)



Ruzna hlediska déleni chromatografie

l. Podle skupenstvi mobilni faze

» Chromatografie plynova
(GC; Gas Chromatography),

» Chromatografie kapalinova
(LC; Liquid Chromatography)



Il. Podle usporadani stacionarni faze

» Kolonova (sloupcova) chromatografie

» Kapilarni chromatografie
Nizkotlaka a vysokotlaka kolonova chromatografie

» Tenkovrstva chromatografie (TLC)

» Papirova chromatografie
Plosna kapalinova chromatografie



lll. Podle ucelu pouziti

* Analyticka
* Preparativni



IV. Podle principu separace

1. Adsorpcni

2. Rozdelovaci

3. lontove vymenna (ionexova)
4. Gelova (sitovy efekt)

5. Afinitni



Adsorpcni chromatografie
W e zalozena na rozdilne adsorpci latek na
povrchu sorbentu, tvoriciho stacionarni fazi

Sorbenty pouzivané v adsorpcCni chromatografii
se lisi svou polaritou pripadne kyselosti

* Nepolarni sorbenty (aktivni uhli, uhlikové sorbenty)
- Polarni kyselé sorbenty (silikagel = SiO,.xH,0, ...)

- Polarni bazicke sorbenty (Al,O,.xH,0, ...)



Rozdelovaci chromatografie
je zalozena na rozdilne rozpustnosti delenych
atek ve dvou ruznych kapalinach

Rozdelovaci koeficienty (K, Rf, a)

K=C4:Cp,
Kapalina s Cs
butanol
utano +7 —
Kapalina m Cm
Plyn
voda




lonexova chromatografie
deleni latek je zalozeno na schopnosti vymeny
iontl na pevném nosici (matrici)

Stacionarni fazi tvori tzv.ionexy (iontoménice)
Déelime je na:

Katexy (obsahuji na povrchu skupiny nabité
zaporne a pritahuji z roztoku kationty)

Anexy (obsahuji na povrchu skupiny nabite
kladne a pritahuji z roztoku anionty)

lonty ze vzorku jsou ionexem pevnée
pripoutany a jsou nakonec uvolneny elucnim

cinidlem b



Gelova chromatografie

také chromatografie na molekulovych sitech.

Je zalozena na rozdilné pruchodnosti otvoru
na casticich stacionarni faze pro ruzné velké
castice delene smesi. Deleni latek na gelu je
zalozeno na velikosti molekul a Mr.
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http://www.wikiskripta.eu/images/3/33/Gelov%C3%A1_chromatografie.png

Afinitni chromatografie
je zalozena na specifickych interakcich latek s
ligandem navazanym na nosicC (stacionarni fazi)

Napr.soustavy antigen-protilatka, enzym-substrat, receptor-normon,
... Typickym prikladem pouziti je izolace albuminu z lidského séra. 13



Plosna kapalinova chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC)
Papirova chromatografie
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http://www.wikiskripta.eu/images/1/14/Rf.png

Spise pro kvalitativni nebo semikvantitativni
metody o

Priklad: 3 =
Toxilab (Merck) nebo Triage 6



Viozeni teréu filtr.papiru Odpareni extrakéniho €inidla
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Fixace chromatogramu R ,\ Barveni chromatogramu




Casovy priibéh vyvijeni chromatogramu




Vysokoucinna kapalinova chromatografie
HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
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Techniky upravy vzorku

» Extrakce kapalinou

» Extrakce pevnou latkou (SPE),SoIid Phase Extraction
 Ultrafiltrace

 Derivatizace

» Extrakce plynem (headspace)
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HPLC — pfistroj
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HPLC — jednoduche schema
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Eluce = promyvani kolony eluénim &inidlem

* Izokraticka eluce (promyvani kolony elucnim
cinidlem stejného slozeni)

» Gradientova eluce (behem promyvani kolony
se slozeni elucniho Cinidla meni, napr. pH, pomer
cinidel, iontova sila,...)
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Konstrukce a hlavni soucasti
kapalinovéeho chromatografu (HPLC)

Vysokotlaka pumpa
(v pripade gradientové eluce je nutna druha
pumpa a misic)
Injektor
Déelici kolona (event. i predkolona)
Detektor
Vyhodnocovaci zarizeni
(zapisovac, PC, tiskarna)
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Vysokotlaka peristalticka pumpa
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Zakladni pojmy
Faze
Prutok (flow rate, ml/s)
RetencCni Cas (minuty)
Pik
Vyska piku; Plocha piku; Sitka piku
Sum
Drift
Uginnost kolony
Teoretickeé patro
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Chromatograficky zaznam
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Teoreticke patro

VySkova Cast kolony, ve které prumérnée
teoreticky dochazi k jednomu rovnovaznéemu
delicimu kroku fyzikalne chemickeho jevu (napr.
adsorpce/desorpce u sorpcni chromatografie, rozpusténi
latky v zakotvené fazi a jeji zpetné rozpusteni nebo
vypareni do mobilni faze apod.). Netyka se ionexove a
afinitni chromatografie.

50 000 -100 000 teoretickych pater na 1m delky

(Takeé: minimalni délka kolony nezbytna pro ustaveni 1
cyklu rovnovahy mezi fazemi)
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Uginnost kolony

e Je umerna poctu teoretickych pater dane kolony.

U ionexové a afinitni chromatografie misto o ucinnosti
hovorime spiSe o kapacité kolony.

Naproti tomu zvlaste u analytickych kolonovych
chromatografii nas zajima rozliSovaci schopnost kolony,
kterou charakterizujeme tzv. separacnim cislem, coz je,
zjednodusené rfe€eno, pocet rozliSitelnych piku mezi
dvema vybranymi meznimi.
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Retencni/elucni cas nebo objem

e Cas od zadatku eluce, ktery je potfebny k tomu,
aby se dana frakce vzorku dostala k detektoru
za kolonou, nebo objem elucniho Cinidla, ktery
protecCe za elucni cas kolonou.

e Jsou-li pouzity dobre definované kolony (napr. nékteré
komercni kolony pro HPLC nebo pro kapilarni plynovou
chromatografii) za predepsanych podminek, lze retencni
casy Ci objemy pro ruzné délené latky tabelovat, nebot’
jsou dobre reprodukovatelne.
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Detektory pouzivané v chromatografi
« UVIVIS

* Detektor s diodovym polem
(Diode Array Detector)

 Fluorescencni

* Plamenovy ionizacni (FID)

 Elektrochemicky
(coulometricky, amperometricky,....)

* Hmotnostni spektrometr (MS)
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Diodove pole
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Kvantifikace (vyhodnoceni)

1.Primeé srovnani
plocha nebo vyska piku a srovnani s
kalibratorem (externi standard)

2. Metoda vnitrniho standardu
plocha nebo vyska piku
srovnani pomeru plochy nebo vysky piku
stanovované latky s vnitrnim standardem a
kalibratorem
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Chromatograficky zaznam
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Chromatograf (HbA1c)
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HbA1c vznika glykaci na N-konci 3-retezce
hemoglobinu

HbA,

OLLweIe. . .
\

H bA1 Ml Glykovana je R-chain

HBOOBONHE .




eExxk GLYCOHEMOGLOBIN REPORT s#kwx

NO. 404 01020 1998/04/04 15:43
SAMPLE 1D 03 - 10
CALIB ¥ = 1.0811X + 0.0765

NAME % TIME AREA
D.E 0.43 13.70
ME

o 12, 1%

¢

0.89 8.27
:ﬁi i 36‘5- E‘E
1.3 108. 65
1. iﬂﬂ-&#. a1

[TOTAL AREA 2255 24

5%




Analyzator aminokyselin
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Plynova chromatografie (GC)
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Déelena smes musi prochazet kolonou v

plynnem stavu

(Latka musi mit nizky b.v. nebo prevedena po
upravé, nejcasteji derivatizaci, na tyto latky)

Plyn - Kapalina Rozdelovaci
Plyn - Pevna latka Adsorpcni

Plyn: Dusik, Argon, .....
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Headspace

Tekave latky Ize z kapalnych i rozmélnenych pevnych
vzorku izolovat Setrnou extrakci plynem,tzv.headspace
techniky. Podstatou téchto metod je analyza plynné faze,
ktera byla v kontaktu s extrahovanym materialem.

Staticka headspace

Plynna faze nad kapalinou nebo pevnou latkou umisténou
ve vialce uzavrené septem. Tékave slozky se rozptyli v
plynné fazi v koncentracich, které odpovidaji jejich tlaku
par.

48



Priklad:Stanoveni etanolu (GC)

-Krev je zahrivana ve specialni uzavrené lahvicce

-Zahratim se etanol uvolni z krve do vzduchového
prostoru v lahviCce (headspace )

-UrcCita cCast z tohoto prostoru je automaticky
injektovana do plynového chromatografu

-Pfed analyzou jsou vzorky krve nebo séra
naredény roztokem chloridu sodného s obsahem
n-propanolu jako vnitfniho standardu. Chlorid
sodny zvySuje tlak par etanolu a eliminuje rozdily
v matrici

-Plynova chromatografie je jedina metoda
pouzitelna pro forenzni (soudni) ucely

0.911 o
1.098
2.430

I

FIGURE 27-8. Headspace gas chromatography of alcohols.

TIMETABLE STOP

START
EE F0.245

RT* Analyte

0.675 Methanol
0911 Acetone

1.098 Ethanol

1.611 Isopropranol
2.430 n-Propaneol (IS)

*RT: Retention time (min).
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Detektory (u GC):

* Plamenovy ionizacni (FID)
 Tepelne vodivostni (TCD)
 Elektronoveho zachytu (ECD)

* Hmotnostni spektrometr (MS)
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Plamenovy ionizacni detektor (FID)

N

zapal ovand | Lﬂj elektrody

Mereni zmeny
lonizacniho proudu
H-plamene v
dusledku
pritomnosti iontu
vzniklych pri spaleni
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Hmotnostni spektrometrie (MS)

je analyticka metoda identifikujici latky podle jejich
molekulovych hmotnosti

Analyticka metoda slouzici k prevedeni

molekul na ionty v plynné fazi ve vakuu a
rozliSeni téchto iontu podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z)
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Méreni molekulovée hmotnosti

1. Prevedeni molekul na ionty
2. Urychleni iontu z pohybu Ize vypogitat pomér m/z
3. Detektor ur€i parametry drahy iontu

4. Zpracovani signalu a vypocet m/z
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Hlavni soucasti hmotovych spektrometru
* lontovy zdroj (destrukce molekul na fragmenty)
 Hmotnostni analyzator

* Detektor dopadajicich fragment

Prevedeni Urychleni
do plynné iontu
faze
Vzorek —| lontovy »| Hmotnostnl L} noyoktor
Zdroj analyzator
Vakuum Vakuum
............................................................................................ 56



lonizace a iontove zdroje

* lonizace narazem elektronu (El)

* Desorpce laserem (LD)

- MALDI(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization)

- SELDI(Surface Enhanced Laser Desorption/lonization)
 Elektrosprej (ESI)

* lonizace chemicka, ....

Y
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-TOF (Time of Flight) méfeni doby letu iontu

- ruzné zakfiveni drahy urychlenych iontu v
magnetickem poli
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