Biochemicky tstav LF MU

CHROMATOGRAFIE

Zikladni chromatografické terminy

Analyt — latka, kterd ma byt pomoci analytické metody stanovena/izolovana.
Eluent — mobilni faze pouzita pro separaci analytd.

Eluéni roztok/¢inidlo — kapalina, kterou promyvame chromatografickou kolonu béhem vlastniho déleni

u sloupcovych chromatografii za Gcelem vymyvani frakei vzorku z kolony. Elu¢ni ¢inidlo je vzdy mobilni fazi,
ne vSechnu mobilni fazi v§ak mtizeme povazovat za elucni ¢inidlo (napf. samotny vzorek ¢i ptivodni roztok

v kolong pied vlastnim délenim).

Efluent/eluat — mobilni faze vytékajici z chromatografické kolony.

Chromatograf — sklada se z n€kolika soucasti. Kapalinovy chromatograf vzdy obsahuje zafizeni pro uchovavani
a transport mobilni faze (vysokotlaké Cerpadlo), zatizeni pro davkovani vzorku (davkovac, ,,autosampler®),
zafizeni pro separaci latek (kolona) a zafizeni pro detekci latek (detektor). Signal z detektoru byva vétSinou
veden do integratoru v PC. Volitelnymi soucastmi chromatografu jsou odplyiiova¢ mobilni faze, termostat kolon,
sbérac frakci, u gradientové eluce sméSova¢ mobilnich fazi.

Chromatogram — graficky vystup z detektoru vznikajici béhem chromatografického procesu vyjadiujici
zavislost velikosti signalu (osa y) na elu¢nim ¢ase nebo objemu (osa x).

Mobilni faze — kapalina nebo plyn, které unaseji slozky délené smési pies tzv. stacionarni fazi.

Retardacni faktor (Rr) — pouziva se u chromatografie v plosném uspotadani. Je to pomér vzdalenosti stiedu
koncentra¢niho maxima separované slozky od mista naneseni vzorku (startovni linie) a vzdalenosti ¢ela mobilni
faze od startovni linie (viz str. 96). Hodnoty Rr se mohou pohybovat od Rr = 0 pro latky vyvijecim ¢inidlem za

danych podminek neunasené (zlstavaji na startu) az po Rr = 1 pro latky zcela nezdrzované stacionarni fazi
a unasené s Celem mobilni faze.

Retencni/eluéni ¢as nebo objem — pouziva se pii hodnoceni chromatografie ve sloupcovém uspotfadani. Jedna
se o Cas od zacatku eluce, ktery je potfebny k tomu, aby se dana frakce vzorku dostala k detektoru za kolonou,
nebo objem elu¢niho ¢inidla, ktery protece za elucni ¢as kolonou.

Stacionarni faze — pevna latka nebo s ni nepohyblivé spojeny povlak kapaliny, ktera je vlastni u¢innou slozkou
chromatografického zafizeni (kolony nebo plosné vrstvy).

Vyvijeci roztok/¢inidlo — oznaceni mobilni faze pii plosnych chromatografiich.

Chromatografické metody jsou fyzikalné-chemické separacni metody, jejichz podstatou je
rozdélovani slozek smési vzorku mezi dvé faze, a to fazi nepohyblivou (stacionarni)
a pohyblivou (mobilni). Tyto dv¢ faze se od sebe odlisuji nékterou zakladni fyzikalné-chemickou
vlastnosti, napt. polaritou.

Spolu s pohybujici se mobilni fazi je soustavou unaSen také vzorek. Délené slozky vzorku
(analyty) interaguji v rtzné mife se stacionarni a mobilni fazi a maji snahu dosahnout
rovnovazného rozdéleni mezi ob¢ faze. Rovnovaha je vSak neustale naruSovana pohybujici se
mobilni fazi a tak analyty, které se poutaji vice ke stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji a jsou
zadrzovany déle, nez analyty, které se ke stacionarni fazi poutaji méné. Na zakladé tohoto
principu dochazi k rozdéleni slozek smési.

Chromatografické metody lze klasifikovat podle rtiznych hledisek. Z hlediska typu interakei, které
se uplatnuji pfi déleni, rozdélujeme chromatografii na adsorpcni, rozdélovaci, iontové vyménnou,
gelovou a afinitni. Podle skupenstvi mobilni faze rozliSujeme dva zakladni typy chromatografie
kapalinovou a plynovou. Podle uspotfadani stacionarni faze délime chromatografii na kolonovou

(sloupcovou), kapilarni, na tenké vrstve, a na papite.

Chromatografické metody jsou vZdy spojeny s né¢jakou detekeni technikou (spektrofotometrickou,
fluorescen¢ni, coulometrickou, konduktometrickou, hmotnostni spektrometrii).
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Kapalinova chromatografie
Zakladni principy uplatiujici se v kapalinové chromatografii

Podle principu interakce mezi délenymi latkami a stacionarni fazi se rozliSuji zékladni typy

chromatografie:

Typ chromatografie Princip déleni

Adsorpéni Adsorpce na stacionarni fazi

Rozdélovaci Rozdéleni mezi kapalnou fazi zakotvenou na stacionarni tuhé fazi a
mobilni fazi

Typ chromatografie Princip déleni

Iontové vyménna Vymeéna kationti nebo aniontti mezi funkénimi skupinami navazanymi
na stacionarni tuhé fazi a komponentami vzorku

Gelova filtrace Déleni na zakladé velikosti molekul pfi prutoku stacionarni fazi

Afinitni Selektivni interakce mezi komponentami vzorku a specifickymi ligandy
navazanymi na inertni stacionarni fazi

Adsorp¢ni chromatografie

Stacionarni fazi je pevny, jemné zrnény adsorbent. Vzorek naneseny na adsorbent se pii prutoku
mobilni faze de€li na jednotlivé slozky (slouceniny) podle intenzity jejich vazebnych interakci
s adsorbentem a podle polarity mobilni faze. Adsorbent nevaze molekuly na cely sviij povrch, ale jen
na tzv. aktivni centra. Principem interakci jsou nevazebné sily typu dip6l-dipdl, vodikové vazby, van
der Waalsovy interakce, pfipadné hydrofobni interakce. Nejrychleji je unasSena sloucenina, ktera ma
malou afinitu k adsorbentu a zaroven je nejlépe rozpustna v mobilni fazi. Je-li adsorbent polarni
(nejcastéji silikagel nebo oxid hlinity) a mobilni fazi je nepolarni organické rozpoustédlo (uhlovodik,
halogenalkan), putuji adsorbentem nejrychleji nepolarni slozky. Polarni jsou pevné adsorbovany
pobliz mista naneseni vzorku a k jejich eluci je tfeba zvysit polaritu rozpoustédla.

Je-li adsorbent nepolarni (nejCastéji silikagel modifikovany > g o
navazanim del8ich uhlovodikovych zbytkd — C-8, C-18), ) 88264 5%
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pouziva se keluci smés vodného pufru a polarniho N A Yl A
o ex .\ . .. AL, CH, B o g B
organického rozpoustédla (methanol, acetonitril). Nejrychleji @ | A o,’::"e*g ;c
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jsou unaseny polarni slouceniny, nepolarni latky jsou s A N

zadrzovany.

e- ., . L o, o, Modifikovany silikagel
Vétsina polarnich adsorbenti musi byt pied pouZzitim zahtata

na 110-120 °C (aktivovana), ponévadz jejich adsorp¢ni
kapacita je snizena vodou navazanou na jejich povrchu. Adsorpéni chromatografie se provadi
v kolonach i na tenkych vrstvach.
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Rozdélovaci chromatografie

Pti rozdélovaci chromatografii se latky déli mezi dvé kapalné, navzajem nemisitelné faze. Jednou
z nich je kapalina zakotvena (navazana) na stacionarni fazi, druhou je kapalna mobilni faze. Proces
rozdélovani lze zjednoduSené piirovnat k extrakci latky mezi dvé nemisitelné kapaliny pii
protfepavani v délici nalevce. Jestlize ma latka délené smési polarni charakter, prechazi vice do
polarniho rozpoustédla, naopak nepolarni latky piejdou do rozpoustédla nepolarniho. Kvantitativni
mirou rozdéleni je rozdélovaci koeficient. Obdobné procesy se odehravaji i pfi chromatografickém
déleni. Stacionarni fazi byva obvykle vodna faze (voda nebo pufr), ktera ve formé tenkého filmu
pokryva povrch polarniho adsorbentu (silikagel, celulosa, oxid hlinity). Mobilni faze, kterou je
organické rozpoustédlo, zprostiedkovava pohyb délené smési pies fazi zakotvenou a ve vzajemném
kontaktu obou fazi dochazi k rozdélovani latek smési na principu extrakce. Mobilni faze se obohacuje
o slozky v ni dobfe rozpustné, tj. nepolarni, naopak v zakotvené fazi jsou zadrzovany latky majici
charakter polarni.

Pouziva se téZ uspofadani, v némz stacionarni faze je méné polarni nez faze mobilni. Pti této
chromatografii s obracenymi fazemi je pohyblivost obou typi slozek smési pravé opacna.

vy

Velmi rozsifenou formou rozdélovaci chromatografie byla dfive papirova chromatografie. Tato
metoda je vSak v soucasné dobé jiz pouzivana malo. Uplatiuje se

déleni na kolonach a na tenkych vrstvach. Jako material pro

stacionarni fazi se nejéastéji pouziva oxid hlinity, silikagel, vlaknita ’%

celulosa. Ponévadz tyto materidly maji souCasn¢ i vlastnosti cellosa :

adsorp¢ni, mulze se pifi rozd€lovaci chromatografii C¢asteéné wET fn‘i'ﬁnméze
uplatiiovat i princip adsorpce a naopak pii adsorpéni chromatografii e

mize byt déleni ovliviiovano i pfitomnosti vody navdzané na «— mabilni féze

nedokonale vysuseném sorbentu.
Usporadani pfi papirové chromatografii

Iontové vyménna chromatografie

Stacionarni fazi pfi tomto typu chromatografie jsou ménice iontl (ionexy). Jsou to jemné zrnéné
organické, méné Casto anorganické polymery s prostorové sitovitou strukturou. Na povrchu obsahuji
Cetné funkéni skupiny kyselé nebo zasadité povahy (viz téZ sorbenty pouzivané pii SPE). Ménice
kationtli (katexy) obsahuji pevné vazané kyselé funkcni skupiny, jejichz disociaci (uvolnénim tzv.
protiiontu) vznikaji zaporné nabité skupiny (—COO~, —SOs", fenolicky —O~, apod). Ménice aniontl

rvr

(anexy) obsahuji bazické skupiny, které se pti urcité hodnoté pH protonizuji (vazi na sebe z roztoku
ion H") a stavaji se kladné nabitymi (kvartérni amoniova skupina —NR4",—-NH3", =NH,", apod.).

Pokud funkéni skupiny ionexu (napt. skupiny —SO3~, -NR4") jsou ionizovany v Sirokém rozsahu pH, oznacujeme ionex jako
silny (siln€ kysely resp. bazicky), pokud jsou ionizovany v uzkém rozsahu pH (napt. skupiny —COO~, —-NH3"), tak jako slaby
(slabé kysely resp. bazicky). Silné katexy mohou byt pouZity v tzv. H-cyklu (protiiontem k funkéni skupiné je HY) nebo
Na*-cyklu, silné anexy v OH -cyklu nebo Cl -cyklu. Naproti tomu slabé kyselé katexy mohou pracovat pouze
v H-cyklu: G¢inné jsou jen v alkalicky reagujicich roztocich (pfesn&ji pifi pH > pKa funkéni skupiny), nebot’
v kyselém prostiedi je potlacena disociace funkéni skupiny: —-COO~ + H" = —COOH. Analogicky slabé anexy se
pouzivaji pouze v OH -cyklu a jsou uéinné jen v kysele reagujicich roztocich, protoze v zasaditém prostiedi je
potlacena ionizace funk&ni skupiny, napt.: -NH3* + OH™ — -NHo.
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Zakladni charakteristikou ionexu je jeho celkova vyménna kapacita, udavajici pocet pfislusné nabitych iontt (kationtl
nebo aniontt) schopnych navazat se na 1 g ionexu (udava se v tzv. miliekvivalentech (meq/g), coz odpovida latkovému
mnozstvi naboje v mmol/g ionexu).

Céstice iontomeénice vazou z roztoku urcity ion a pfitom uvolnuji do roztoku ekvivalentni mnozstvi

iontu stejného naboje, ktery byl ptivodné vazan na ionexu.

Vétsina zptsobl deleni na ionexech ma dvé faze. V prvni fazi se slozky smési navazuji na ionex a ve
druhé fazi nastava postupné vytésnéni slozek zionexu a tim i jejich rozdéleni. Postupné vytésnéni
navazanych latek zionexu je umoznéno odliSnou pevnosti vazby mezi vyménovanymi ionty
a funk¢nimi skupinami ionexu. Pevnost vazby zavisi na elektrickych vlastnostech vazanych iontd.
Ionty se z ionexu uvoliiuji promyvanim ionexu eluentem, ve kterém se méni koncentrace iontti, pH,

iontova sila, teplota, pfipadné jiny parametr.
Ionty smési se nahrazuji postupné ionty eluentu a postupné vytékaji z ionexu.

Jako chromatografické napln€ se pouziva nékolik typt latek. Nejobvyklejsim zakladem syntetickych
ionexd jsou v souCasné dobé polymery na bazi polystyrenu, s prostorovou strukturou vzniklou
zesiténim linearnich fetézcl pfiénymi vazbami (napt. divinylbenzenem). lontoménicové pryskytice
maji vlastnosti reverzibilnich gelii (stykem s rozpoustédlem, nejcastéji vodou, botnaji).

Iontové vyménnou chromatografii lze pouzit jak k déleni jednoduchych iontl, tak organickych
sloucenin s ionizovatelnymi  skupinami jako aminokyselin, peptidi, bilkovin, zachyceni
a zakoncentrovani iontd zvelkého objemu ziedéného vzorku. Ptikladem uZiti iontoménici je téz

priprava deionizované vody.

Deionizovana voda se ziska pritokem vodovodni vody (s vodivosti 500—1000 pS/cm) kolonou
s aktivnim uhlim (odstranéni chloru a vétSiny organickych nepolarnich sloucenin), slabé kyselym
katexem v H-cyklu, ktery vyméni vSechny kationty ve vodé za H', za ktery je sériové zafazen
slabé bazicky anex v OH -cyklu, ktery vyméni vétSinu aniontli za OH . Casto se pouzivd jedna
kolona se smiSenym katexem a anexem (Mix-Bed). Produktem je deionizovana voda, jejiz

vodivost je ptiblizn¢ 10 pS/cm.

Druhou moznosti pfipravy deionizované vody je pouziti reverzni

osmozy, pii které molekuly vody prochéazi pod tlakem (vétSim nez je
osmoticky tlak) pfes semipermeabilni membranu, sloZzenou =z
nékolika tenkych vrstev, zatimco vétSina rozpousténych latek (90—
98% mineralnich soli, vice nez 90 % organickych sloucenin, v§echny

bakterie a mikroorganismy) pies membranu projit nemize.
Rozpusténé latky, které neprojdou membranou, jsou z ni vymyvany a odvadény do odpadu.
Vodivost precisténé vody (permeatu) byva dle kvality zdrojové vody 5-20 pS/cm.

Demineralizovana voda se ziska pfecisténim deionizované vody pomoci siln¢ bazického anexu
v OH -cyklu, ktery odstrani i zbytky aniontii a oxid kiemi¢ity. Vodivost demineralizované vody je
nizs$i nez 0,1 uS/cm (tj. rezistivita > 18, 2 MQ/cm).

Demineralizovana voda se déle jesté¢ upravuje fotooxidaci. Zafenim o vinové délce 254 nm se
voda sterilizuje (zafeni pusobi germicidné, poskozuje predevSim nukleové kyseliny, ale i jiné
biologicky vyznamné makromolekuly). Pfi pouziti zafeni o vilnové délce 185 nm (fotooxidace
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organickych sloucenin na CO; a H;O) nebo specidlnich uhlikovych filtri se ziskd z

demineralizované vody tzv. ultradista voda s velmi nizkou zbytkovou koncentraci organického

uhliku (total organic carbon, TOC < 5 ppb).

Gelova filtrace (gelova permea¢ni chromatografie)

Pti této metodé probiha déleni latek na zakladé velikosti molekul. Délicim materialem je pérovity gel.

Gel se ziskava botnanim vysu$eného praskovitého materialu, ktery ma vnitfni trojrozmérnou nebo

sitovitou strukturu, kterd zajistuje porovity charakter. Velikost
pért zavisi na typu gelu. Botnanim se do pért dostava
rozpoustédlo. Roztok smési latek liSicich se velikosti se nanese
na povrch gelu. Gel v koloné nebo na tenké vrstvé se promyva
elu¢nim roztokem stejného slozeni jako je roztok v porech
gelu. Molekuly vétsi nez pory gelu nemohou pronikat do pori
a prochazeji pres kolonu stejnou rychlosti jako elu¢ni roztok.
Objevi se v eludtu hned po vyteceni prvni porce eluc¢niho
roztoku. Malé molekuly pronikaji do port gelu. Tam eluéni
roztok neprotéka a neunasi je. Pokud se difuizi dostanou ven z
¢astice gelu, proud eluc¢niho roztoku ji odnese k dalsi ¢astici
gelu. Latky se rozdéluji podle zmenSujicich se rozméru
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molekul. Velké molekuly tedy prochazeji kolonou rychleji, malé pomaleji. V praxi se vSak také

uplatiiuji dalsi interakce mezi ¢asticemi, napi. adsorpéni, polarni, apod.

Gel v prasku se musi nechat nabotnat v destilované vod¢€ nebo v pufru, se kterym budeme pracovat.

Botnani trva nékolik hodin. Aby se vytvofil homogenni gel, tak se jen velmi malo promichava

a nepouziva se magnetické michadlo. Pfi intenzivnim michani by se mohla porusit matrice gelu.

Objem rozpoustédla pouzijeme aspon dvakrat vétsi, nez bude mit gel po nabotnani. Pii laboratorni

teploté trva botnani podle typu gelu 2 az 72 hodin, pfi teploté 90 °C trva botnani 1 az 5 hodin.
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VyuZziti gelové chromatografie

Skupinova separace slouzi k oddéleni nizkomolekularnich latek od vysokomolekularnich, napf.
k odsolovani bilkovin, odstranéni extrak¢éniho ¢inidla, oddéleni koenzymu nebo inhibitoru od enzymu,
ukonéeni reakce mezi nizkomolekularni latkou a polymerem.

Frakcionace se pouziva k purifikaci biopolymeri ze smési. Aby byl délici proces ucinny, je tfeba
volit spravny typ gelu.

Stanoveni M, biopolymert. Kolona se nakalibruje pomoci vzorki se znamymi molekulovymi
hmotnostmi a podobnym tvarem. Kalibra¢ni ktivka se sestroji jako zavislost elu¢niho objemu na
logaritmu M;. Pfiblizna molekulova hmotnost neznamého biopolymeru se ur¢i na zakladé eluéniho
objemu z kalibra¢ni kiivky.

Molekulova sita je mozné také pouzit k zakoncentrovani vzorkua biopolymert. Pfidavkem suchého
Sephadexu k roztoku za¢nou castice rozpoustédla pronikat do botnavého materialu a dosahneme tak

snizeni objemu.

Pro gelovou chromatografii se pouzivaji materialy, které¢ jsou znamy pod nazvy Sephadex, Sepharosa,
Bio-Gel, aj. Jako Sephadex se oznacuji zesitované dextranové gely s riiznou velikosti port. Rizné
typy jsou oznaceny pismenem G a ¢islem, které znaci desetinasobek objemu vody, ktery nasaje 1 g
gelu ve forme prasku pfi botnani. Jsou vhodné pro odsolovani i pro separaci proteind. Sephadexy
znacené pismenem LH maji navic navazanu hydroxypropylovou skupinu. Pouzivaji se na déleni
lipofilnich latek (triacylglyceridd, mastnych kyselin, aromatickych uhlovodik, steroidnich hormonti)
do M; <10 000. Sepharosa se vyrabi se z agarosy (soucast agaru). Ma velké pory a kysely charakter.
Pouziva se pro déleni proteind s M, > 200 000.

Bio-Gel P je polymer akrylamidu a N,N'-methylenbisakrylamidu. Obsahuje malo polarnich skupin.
Ma velky frakcionacni rozsah 2 000 az 3 000 000, lepsi pritok. Dodava se v suchém stavu a botnani
gelu trva asi 4 hodiny bez promichavani. Bio-Gel A obsahuje také agarosu. Frakcionaéni rozsah je
velmi velky 10 000 az 150 000 000. Dodava se uz nabotnany v destilované vode.

Dutlezitou vlastnosti gelu je frakcionacni rozsah gelu. Je to rozsah relativnich molekulovych
hmotnosti, v kterém se latky od sebe odd€luji. Mimo tento rozsah nelze danym gelem latky rozdélit.
Rozsah pro nejhustéjsi gely je asi 1 000. Rozsah pro gely na déleni velkych molekul je az nékolik

miliond. Horni hranice frakcionacniho rozsahu se nazyva vylu€ovaci limit.

Frakcionac¢ni rozsah vybranych geld

M: Médium
50—1 000 Sephadex G-15, Bio-Gel P-2
1 000—5 000 Sephadex G-25
1 500—30 000 Sephadex G-50, Bio-Gel P-10
4 000—150 000 Sephadex G-100
5000-250 000 Sephadex G 200
60 000—20 000 000 Sepharose 4B
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Afinitni chromatografie

umoziuje separaci biomolekul na zdklad¢ jejich specifickych interakci. Zakotvena faze je tvofena
inertnim nosi¢em, na ktery se zpravidla kovalentn¢ vaze (imobilizuje) biospecificky ligand.

Biospecifické interakce vyuzivané pri afinitni chromatografii

Enzym — substrat, kofaktor, inhibitor
Hormon — receptorovy protein
Protilatka — antigen

Komplementarni sekvence bazi v DNA a RNA

Jako inertni matrice se v afinitni chromatografii pouzivaji nejcastéji agarosa, dextranové gely, celulosa
a jeji derivaty, polyakrylamidové gely a jejich derivaty nebo porézni sklo. Zptisob jakym se ligand
kovalentné vaze na matrici, zavisi na druhu matrice, vlastnostech ligandu a jeho funkénich skupin.

Agarosa aktivovana bromkyanem se vSeobecné pouziva na navazani Hoand Ramenko

ligandi, které obsahuji -NH> skupinu, napf. pfi imobilizaci bilkovin. i-/-g

Pokud se na ligand vazou malé molekuly, miize byt navazan piimo na " Biomolekula
. . . , oY, . , Matrice navazana na

povrchu matrice. Jsou-li vSak navazované molekuly vétsi, miize byt ligand

jejich vazba prostorové omezovana samotnou inertni matrici. Proto se » _
Lo, . ., , .. L . . Afinitni chromatografie

podstatna ¢ast gelti pouzivanych pii afinitni chromatografii upravuje

navazanim tzv. raménka (angl. spacer arm). Je to uhlikaty nebo jiny

fetézec navazany na aktivovanou matrici a teprve na néj se vaze ptislusny ligand.

Pti afinitni chromatografii se smés latek nanasi na kolonu naplnénou matrici s navazanym ligandem.
Specificky reagujici latka ze smési se navazuje na ligandy, zatimco ostatni latky jsou vymyty pufrem
z kolony. Oddé€lena slozka je pak eluovana z kolony elu¢nim roztokem — jeho U¢inkem se navazana
latka z ligandu opét uvolni. Principem eluce je zména pH, iontové sily, polarity eluentu apod.

Techniky kapalinové chromatografie

Z hlediska metody provedeni rozliSujeme pii kapalinové chromatografii dvé zikladni techniky:
chromatografii planarni a kolonovu.

Planarni chromatografie

Planarni chromatografie patfi mezi instrumentalné nejjednodussi techniky kapalinové chromatografie.
Zahrnuje papirovou chromatografii, kterd je v soucasné dobé na ustupu a pouziva se jen ziidka,
a chromatografii na tenkych vrstvach. Tenké vrstvy se pfipravuji bud’ manuelné, nandSenim
dodavané chromatografické desky. Jako stacionarni faze se nejcastéji pouzivaji sorbenty na bazi
silikagelu a oxidu hlinitého. Chromatografie na tenké vrstvé se pouziva pievazné ke kvalitativni

analyze.

rvr

Vzorky se nanas$i na spodni okraj desky na tzv. mista startu ve form¢ tecek nebo ¢arek pomoci kapilar.
Tenka vrstva se umistuje do nadobky nasycené parami mobilni faze tak, Ze spodni okraj tenké vrstvy

je smacen mobilni fazi, kterd ptisobenim kapilérnich sil mezi ¢asticemi stacionarni faze vzlina a tak
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dochazi k jejimu pratoku podél stacionarni faze. Latky smési jsou unaseny mobilni fazi a soucasné
interaguji s povrchem faze stacionarni. Na zaklad¢ afinity ke stacionarni fazi ziistanou navazany
v urcité vzdalenosti od mista startu. Po vysuseni desky se barevné latky objevi ve formé skvrn v rizné
vzdalenosti od mista startu. Nebarevné latky musi byt zviditelnény postiikem vhodnym detekénim
¢inidlem. Chromatograficka deska muze byt také napusténa fluorescen¢nim barvivem. Po vysuSeni
jsou skvrny latek detekovany pod UV svétlem, jako skvrny zhasejici fluorescenci (nejCastéji pii
254 nm).

Pfi vyhodnocovani chromatografie na tenké vrstvé se provadi vypocet retardacnich faktort
jednotlivych z6n (zony nebarevnych latek je nutno odkryt vhodnym detekénim ¢inidlem).

Retardacni faktor (Rr ) je pomér vzdalenosti stfedu koncentratniho maxima zony od startu ke
vzdalenosti ¢ela mobilni faze od startu.

Tenkd wrstva

_’_/_,_r""f neho papir x

TR
Gelo mobilni fize $c
b
gy a _ ¥
= 0 R (B) =~
Startovni linie &2 h
A+B+C B
| L - - - - | | R gy . /P 4
L — o ]
Pred vyvijenim Po vyrijeni

Chromatografie na tenké vrstvé a princip hodnoceni

ProtoZe existuje znacné mnozstvi faktorti (napf. teplota, odchylky ve slozeni chromatografické
soustavy, vlhkost), které do jisté miry ovliviiuji polohu zdény, a tedy hodnotu Ry, vyvijime obvykle
na chromatogramu zaroven vzorek standardu (autentické latky). Dosahne-li standard a latka
oddélend znezndmého vzorku stejné hodnoty Rr (a to nejméné ve tfech riznych
chromatografickych soustavach), je pravdépodobné, Ze se jedna o latky chemicky totozné.
Mnozstvi latky v zoné lze odhadnout podle velikosti jeji plochy, kvantitativné stanovit
denzitometrem, ¢i po vymyti latky ze zony vhodnym rozpoustédlem.

Sloupcova chromatografie

Pti sloupcové chromatografii je stacionarni faze naplnéna do sklenéné kolony a mobilni faze protéka
kolonou bud’ samovolné plisobenim gravitace, nebo je prutok urychlen pisobenim tlaku. Klasicka
sloupcova chromatografie se vyuziva k separaci latek. Latky se de€li na zéklad¢ rozdilné afinity ke
stacionarni a mobilni fazi. NejCastéji se pouziva elucni usporadani, tj. latky jsou po rozdéleni na
koloné postupné eluovany a zachytavany ve formé frakci vytékajicich z kolony. Pokud jsou barevné,
je mozno jejich déleni pozorovat pfimo na kolon¢. Nebarevné latky musi byt vizualizovany po
vyteCeni z kolony. Pouziva se bud’ reakce s vhodnym cinidlem, fotometrie eluatu pii urcité vinové
délce, pfip. méfeni jiného parametru eluatu.
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Vysokoucéinna kapalinova chromatografie, HPLC

(z angl. high-performance liquid chromatography)

Elucni  sloupcova chromatografie byla v poslednich desetiletich podstatn¢ zdokonalena
a zmechanizovana. Hlavni podil na tom mé& vyvoj nového sortimentu stacionarnich fazi. Vysoké
ucinnosti separa¢niho procesu je dosazeno pouzitim kolon s velmi jemné zrnénym sorbentem
(3-10 um) a dobfe definovanou velikosti Castic. Kolony se proto vyznacuji vysokou hustotou
a homogenitou napln€. Separacni proces je tak uc¢innéjsi a kratsi, pouzivané kolony maji mensi
rozméry. S klesajici velikosti Castic vSak stoupd odpor kolony a na dosazeni potfebné rychlosti
pritoku mobilni faze je tieba pouzit tlak jednotek az desitek MPa. Proto se tato separacni technika
nékdy oznacuje jako vysokotlakda kapalinova chromatografie (angl. high-pressure liquid
chromatography).

V klinicko-biochemické praxi je HPLC vyuzivana pro sledovani hladiny riznych 1¢kd, metabolitti, vitaminti, hormond, apod.
Zakladni komponenty HPLC systému jsou:

Zasobnik mobilni faze

Vysokotlaké ¢erpadlo, zajist'ujici pritok mobilni faze kolonou
Davkovaci zafizeni

D¢lici kolona

Detektor

Integrator (pocitac)

Zasobniky mobilni fize slouzi jako rezervoary mobilni faze. Mobilni faze je znich cerpadly
transportovana na kolony. Mobilni faze musi byt pfed ¢erpanim zbavena rozpusténého plynu, aby se
zni pii vys$§im tlaku neuvoliovaly v kolon¢ bubliny. Odplynéni se provadi ultrazvukem, snizenym

tlakem nebo varem.

Vysokotlaka cCerpadla musi zajistit konstantni (nebo programovatelny) bezpulzni pritok
(0,1-10 ml/min) pfi tlacich do 60 MPa. Moderni pfistroje vyuZivaji obvykle dvé pulzni pistova
cerpadla, jejichz Cinnost je fazove posunuta a pohybuji se tak, aby doslo k maximalnimu potlaceni
pulzace toku mobilni faze.

Mobilni faze miize mit konstantni polaritu, kdy ¢erpadlo pumpuje do kolony jediné rozpoustédlo
(napf. metanol). Tento rezim, ktery se nazyva isokraticky, se pouziva nejcastéji. Je také mozné
meénit eluéni silu mobilni faze tak, Ze se postupné méni zastoupeni dvou nebo vice rozpoustédel.
Tento postup vyZzaduje ¢erpadlo gradientové, s programatorem gradientu.

Davkovaci zarizeni. Pii davkovani vzorku je nutné ptfekonat velky pracovni tlak uvniti kolony.
Nejcasteji se v HPLC pouziva 6-cestny injekéni ventil
s vyménitelnou smyckou (napt. Rheodyne). Stikaika

ST < . . < ‘s Fumpa Pumpa
Schematicky diagram smyckového davkovace uvadi R

obrazek. V pozici ,load“ je vzorek naplnén pomoci

stiikatky do davkovace. Pritom se vzorkem zaplni Chad Bon Orpad i
externi smycka (obvykle 5-100 upl). Béhem plnéni Srryika Srryika
smyCky prochdzi mobilni faze ventilem na kolonu. LOAD INJECT

V pozici ,,inject” rotuje ventil tak, ze mobilni faze nyni

Princip smyckového davkovace
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zacne prochazet pres smycku a vzorek je tak vnesen na kolonu.

Obsluha jednoduchych smyckovych davkovacl je manualni, pro sériové analyzy se pouzivaji
automatické davkovace (autosamplery).

e

Chromatografické kolony se zhotovuji z nerezové oceli nebo ze skla. Nejvyhodnéjsi jsou kovové
kolony, jejichZ vnitfni povrch je potazen vrstvou skla. V souasnosti se obvykle pouzivaji kolony
o délce 10 az 30 cm, pramér analytickych kolon byva v fadu jednotek milimetri. Uginnost kolony
zavisi na pouzité stacionarni fazi, na délce kolony a na jejim tvaru, na materialu kolony, na tupraveé

vnitiniho povrchu kolony a na mnoZstvi spojovacich ¢asti. Kolony lze plnit stacionarni fazi pfimo

vvvvvv

Naplné kolon se voli v zévislosti na charakteru analyzovanych sloucenin a principu, ktery ma byt
pfi déleni uplatnén. Kolony musi byt mechanicky stabilni pfi pracovnich tlacich do 30 — 40 MPa,
maji mit vysokou ucinnost a poskytovat symetrické piky i pfi separaci polarnich, kyselych,
bazickych ¢i vysokomolekularnich latek (peptidd, proteinil, atp.) a mély by mit co nejvyssi
permeabilitu (maly odpor i pfi vysokych pritocich mobilnich fazi), aby bylo moZzno dosahnout
rychlych separaci. Pfi HPLC se obecné mohou uplatiiovat vSechny z interakci, které byly uvedeny
v ptehledu vySe. V soucasné dobé¢ existuje obrovska sSkala komeréné pripravenych kolon
s ruznymi typy naplni. Nejb&znéjsi aplikaci sou¢asné HPLC je chromatografie na reverznich
fazich. Kolony jsou vtomto pfipadé¢ plnény silikagelem C18, coz je silikagel s chemicky
navazanymi oktadecylovymi zbytky. V nékterych ptipadech se namisto 18-uhlikatych zbytkli na
silikagel navazuji uhlovodikové zbytky C8, C12 nebo skupiny —C=N, fenylové pfip. dalsi
skupiny. Vyvoj sméfuje ke zvySovani selektivity déleni a zmenSovani rozmeéri ¢astic, coz vede ke

zkracovani doby analyzy.

Novym trendem je pouziti kapilarnich kolon, jejichz pramér je srovnatelny s velikosti ¢astic naplné.
Vedle analytickych kolon se pracuje téz se specialnimi kolonami prepara¢nimi o velkém priméru
a délce. Pied nebo za analytickou nebo preparacni kolonu se zafazuji predkolony a postkolony.
Predkolony slouzi hlavné k ochran¢ vlastni kolony, pfedkolony i postkolony mohou byt vyuzity
k derivatizaci analytu. Kolony mohou byt temperovany — k tomu slouzi kolonové termostaty.

Detektory slouzi k tomu, aby eluent vytékajici z kolony mohl byt kontinudlné¢ monitorovan. Musi
rozeznat specificky signal eluovanych latek od signalu rozpoustédel. Nejcastéj$im typem detektoru je
UV/VIS detektor. Rozpoustédla pouzivana v HPLC obvykle v UV/VIS oblasti neabsorbuji a UV/VIS
detektor Ize pouzit k detekci mnoha latek. UV detektor mize pracovat pii urcité vinové délce nebo lze
vinové délky libovolné ménit, obvykle v rozsahu 190—600 nm. Citlivost UV detektorti je obvykle
v rozsahu absorbanci 0,001-1,0 (coz odpovida ng analytu).

Spektrometricky detektor s diodovym polem (angl. diode array detector, DAD) je detektor
umoznujici snimat absorpéni spektrum v zavislosti na ¢ase. Vysledkem je trojrozmérny zaznam
absorpcnich spekter vSech eluovanych latek. Diodové pole vSak poskytuje jednodussi spektrum nez
spektrum métené v kyvete, identifikace latky podle zaznamenaného spektra je Spatné uskutecnitelna.
Slouzi zejména k posouzeni Cistoty zaznamenaného piku analyzované latky. Citlivost je asi o 1 fad
horsi nez u UV/VIS detektori.

10
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Latky, které vykazuji pfirozenou fluorescenci anebo mohou byt vhodnou reakci na fluoreskujici latky
pievedeny (piedkolonova nebo postkolonova derivatizace) mohou byt detekovany fluorescen¢nimi
detektory. Detektory jsou velmi citlivé a selektivni, lze stanovit az pikogramy analytu.

Velmi citlivé jsou elektrochemické detektory. Podle principu méfeni se déli na amperometrické
a coulometrické. M¢Efi se zména proudu (amperometricky detektor) nebo potencialu (coulometricky
detektor) pfi priichodu vzorku mezi dvéma elektrodami v prutokové kyveté. Jedna z té€chto elektrod
funguje jako referencni, zatimco potencial druhé lze nastavit tak, aby vzorek v kyveté byl oxidovan
nebo redukovan.

Hmotnostni detektory (MS detektory — z angl. mass spectrum) jsou velmi G¢innym prosttedkem pro
identifikaci latek vytékajicich z kolony. Umoznuji méfit jejich hmotnostni spektrum, které je pro
kazdou latku vysoce specifické. Spojeni HPLC a MS je vSak technicky i finanéné dosti naro¢né, napf.
vzhledem k tomu, ze HPLC separace se provadi za vysokych tlaki, MS métfeni v hlubokém vakuu,
hmotnostni spektrometr je tfeba navic chranit pfed nadbytkem vody a soli apod. Za chromatografickou
kolonu se umistuje déli¢ toku, ktery k detektoru ptivadi pouze ¢ast eluentu z kolony.

Vystup z detektoru je obvykle pfipojen k pocitaci se softwarem umoznujicim pfevod analogového
signalu do digitalniho formatu, jeho ulozeni a zpracovani.

Zaznam odezvy chromatografického detektoru na ¢ase se nazyva chromatogram. Zony separovanych
latek prochazejici detektorem jsou zaznamenavany jako koncentracni profily (chromatografické piky).
V idealnim piipad€ je chromatograficky pik symetricky a ma Gaussovsky tvar. Mnozstvi daného
analytu odpovida plose resp. vysce pod eluéni kiivkou (pikem).

Zakladni parametry separace v kolonové chromatografii

Retencni ¢as komponenty vzorku (#) — Casovy interval od nastfiku vzorku do okamziku detekce
odpovidajici prichodu maximalni koncentrace latky detektorem.

Mrtvy cas kolony (#)) — cCasovy interval od nastfiku vzorku do okamziku detekce maximalni

koncentrace slozky, jez neni stacionarni fazi zadrzovana.

Sifka chromatografického piku (/) — ode¢ita se na urovni zakladni linie, v poloving vyiky piku
(W12) nebo v inflexnim bodu, udava se v ¢asovych jednotkach.

Vyska piku (%) — vzdalenost mezi maximem

piku a jeho nulovou linii (angl. baseline). g frz
Odezva : l

Plocha piku (4) — plocha vymezena te¢nami  detektoru £

vzestupné a sestupné linie piku a zakladni
linii, uréuje se vyhradné¢ metodou numerické

integrace.

Redukovany  retenéni ¢&as (1)) — dl

charakterizuje dobu, po kterou se analyt zdrzi h

interakcemi se stacionarni fazi: t'r =t — t 5 I baseline

Mastiik
na kolony

Chromatogram a zakladni parametry
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Reten¢ni (kapacitni) faktor (k): k=1t". /1t

RozliSeni (Rs): Ry =2(t2 — tr1) | (W2 + WH)

Hodnota rozliseni umoziuje Ciseln€ vyjadrit uroven separace: Latky povazujeme za zcela oddélené, jestlize Rs > 1,5
(u symetrickych piki postaci Rs = 1)

Plynova chromatografie

Pti plynové chromatografii je mobilni fazi plyn. Stacionarni fazi mtze byt pevna latka a metoda se
oznacuje jako adsorpéni plynova chromatografie, nebo kapalina, a pak se jedna o rozdélovaci
plynovou chromatografii. Témito technikami lze dé€lit vSechny latky, které je mozno po zahtati kolony
na pracovni teplotu (az 400 °C) ptevést bez rozkladu na plynnou fazi. U latek s vysokou teplotou varu
se provede derivatizace, tj. reakce, jejimz vysledkem jsou derivaty pavodni slouceniny s nizsi
teplotou varu. Pevné vzorky se ptedem rozpusti v tékavych kapalinach.

Déleni probihd v kolonach v plynovém chromatografu. Vzorky se nastiikuji do vyhfivaného
davkovace pres plynotésnou elastickou membranu velmi piesnou stiikackou. Pak dochazi ke zplynéni
vzorku a jeho pary jsou nosnym plynem, jimz je zpravidla dusik nebo argon, unaSeny do vyhiivané
kolony. Pouzivaji se kolony napliiové nebo kapilarni. Pii prichodu kolonou se jednotlivé latky déli na
principu adsorp¢ni nebo rozdélovaci chromatografie. Po rozdéleni prochazeji separované slouceniny
detektorem. Detektor pracuje na principu plamenoioniza¢nim, kde se rozdélené slozky zavadéji do
plamene vodik-vzduch a sleduje se jejich ionizace, nebo se jedna o detektor elektronového zachytu,
kde dochézi k zachytu elektronli z beta-zafice eletronegativnimi atomy stanovované latky a tim ke
snizeni méfené¢ho ioniza¢niho proudu. Signal jde na analogovy zapisovaé a integratorem je zpracovan
na ¢iselny vystup.

Pro stanoveni jednotlivych slozek separovanych plynovou chromatografii lze pouzit také
hmotnostniho spektrometru. Tento zpusob detekce nabizeji Spickové plynové chromatografy.
V iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru pii vysokém vakuu dostavaji molekuly pozitivni naboj.
Pak prochazeji elektrickym polem, kde se jednotlivé fragmenty i molekulovy kation urychluji podle
velikosti naboje a kolmo pasobicim magnetickym polem, kde se vychyluji podle své hmotnosti
a dopadaji na detektor (pocitac ¢astic). Tak vznika hmotnostni spektrum, které charakterizuje nejen
kvantitativni zastoupeni latek, ale také velmi spolehlivé vypovida o jejich kvalit¢ (tj. o jakou
slou¢eninu se jedna).

V klinické biochemii se plynova chromatografie pouziva zejména pii stanoveni 1éCiv a jejich

metabolitl, a dale pro stanoveni alkoholu, organickych kyselin, hormonti a steroidu.

12
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PRAKTICKA CAST

Ukol 10.1 Gelova chromatografie Blue Dextranu a fenolové éervené

Jednou z aplikaci gelové filtrace je tzv. skupinova separace tj. oddéleni vysokomolekularni latky od
nizkomolekularni. V této Gloze se jednd o modelovy pokus, pii némzZ na Sephadexu G-25 je délena
smés Blue Dextran 2 000 a fenolové Cervené. Blue Dextran 2 000 je polysacharid zna¢eny modrym
barvivem, s molekulovou hmotnosti 2 000 000. Fenolova ¢erveit ma molekulovou hmotnost 354,4.

Material: Sephadex G25 (2 g, nabotnany aspon 3 h v deionizované vod¢), Blue Dextran 2000 (20 mg/ml),
fenolova cerven (0,5 % roztok), sklenéna chromatograficka kolona, sklenéna tyCinka, nalevka, 2
kadinky 150 ml, zkumavka, délena plastova pipetka, vata, stojan s drzdkem, deionizovana voda.

Provedeni:

Priprava kolony
= Chromatografickou kolonu upevnéte ve stojanu do svislé polohy.

= Do zuzené vytokové casti vlozte maly choméacek vaty a kolonu uzaviete vytokovym
kohoutem.

= Ze zbotnalého gelu odstrainte dekantaci vétSinu kapaliny nad povrchem gelu. Sklenénou
ty¢inkou suspenzi lehce promichejte a pomoci nalevky nalijte do pfipravené kolony.

= QOteviete kohout na koloné a tekutinu nechte volné¢ vytékat, dokud nad gelem nezlistane
asi 1 mm kapaliny. Kohout uzaviete.

Pfiprava a naneseni vzorku
= Pomoci plastové pipetky odméifte do mikrozkumavky cca 0,5 ml roztoku Blue Dextranu
a smichejte s cca 0,5 ml roztoku fenolové Cervene.

= Ptipraveny roztok naneste opatrné plastovou pipetkou na gel v koloné.

= Kohout na koloné¢ oteviete a nechte roztok vsaknout — do gelu se nesmi dostat vzduchové
bubliny.

Eluce a separace

= Opatrné naneste 0,5-1 ml demi-vody tésné nad gel v koloné, tak aby nedos$lo ke zvifeni
gelovych castic. Kohout na koloné oteviete a nechte roztok vsdknout. Opakujte jeste
aspon 3krat.

= Nad gel v koloné velmi opatrn¢ naneste demi-vodu a to az k hornimu okraji kolony
a oteviete kohout na koloné — pozorujte prub&h déleni.

= Po kompletnim rozdéleni smési do zon kohout uzaviete.

= Zakreslete schematicky chromatografickou kolonu a polohu separovanych analytt.

1. Vedle stru¢ného popisu prace zakreslete schematicky polohu a zbarveni zon.
2. Zduvodnéte chromatografické chovani téchto latek.

3. Navrhnéte zptisob izolace jednotlivych slozek smési.

13
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Ukol 10.2 Adsorpéni chromatografie listovych barviv na tenké vrstvé silikagelu

V tomto modelovém tkolu sledujeme rozdéleni listovych barviv po aplikaci acetonového extraktu

zelenych rostlin na tenkou vrstvu silikagelu.

Listova barviva jsou lipofilni pigmenty (vazané v membranovych strukturach), Gc€astnici se fotosyntetickych procest

a nachazejici se v plastidech. Jejich vyznam spociva ve schopnosti konvertovat energii elektromagnetického zareni na

energii chemickych vazeb. RozliSujeme zelené chlorofyly, zluté az cervenohnédé karotenoidy a prevazné modré

fykobiliny.

Struktura chlorofylt je podobné struktufe hemu v zivociSnych bunikach, obsahuje tetrapyrrolové jadro s komplexné

vazanym kationtem hofeénatym. Na &tvrtém pyrrolovém jadfe je navazan esterovou vazbou alifaticky alkohol fytol,

zodpovédny za lipofilni vlastnosti chlorofylu. Chlorofyly v rostlinach délime na chlorofyl a a b, lisici se substituentem

na druhém pyrrolovém jadie.
CH,CH4 CHy

=

CH; H CHy |

CH

EhH

CHy

CHoCH4

CHq

H SOk

i H
‘\ X
CH LCH 500 ,CH,CH=C(CH ,CH, CH, CH) CH,

1
HOH O CHB=C G, CHECHAOH N

3
CH

Karotenoidy jsou rostlinna barviva, ktera patii do skupiny isoprenoidt. Jsou obsazeny v mrkvi (karoteny), rajskych
jablickach (lykopen), Sipcich, paprikach i v dalSich rostlinach. Nejrozsifenéj$im karotenoidem je zluty P-karoten,

z xantofyll lutein a zeaxanthin.
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Biochemicky tstav LF MU

Material: Chromatografické desky Silufol 15 x 7,5 cm, elektricky vysouse¢, nanaseci kapilary,

chromatograficka komora, Sablona k odec¢itani hodnot Rr. Vyvijeci smés (benzin : propan-2-ol : voda
100 : 10 : 0,25, v/v/v). Zelené listy, tfeci miska, tloucek, motsky pisek, CaCOs, aceton, 1zicka,
nalevka, filtra¢ni papir, zkumavka.

Benzin je horlavina 1. tFidy, v laboratori se nesmi pracovat s otevienym ohnem!

Provedeni:

Pfiprava extraktu

Odvazte 2,0 g Cerstvych listt.

Rozstiihejte odvazené listy na mensSi kousky a rozetfete je ve tfeci misce s malym
mnozstvim motského pisku, uhli¢itanu vapenatého (na Spi¢ku malé 1zi¢ky) a 5 ml
acetonu.

Smés zfiltrujte do zkumavky.

Priprava chromatografické desky

Chromatografické desky bereme rukou za hrany, povrchu se nedotykame prsty.

Pied nanaSenim vzorkid oznacte velmi lehce tuzkou pfi¢nou linii startu (nesmi se porusit
vrstva silikagelu) ve vzdalenosti 15 mm od dolniho okraje desky (pii vlozeni desky do
komory s vyvijeci smési musi byt startovni linie nad hladinou, jinak dojde k vyplaveni

vzorkl).

Mezi jednotlivymi vzorky a od bo¢nich okraji by méla byt vzdalenost aspont 10 mm.

Aplikace vzorku

Vzorky extraktu postupné aplikujte kapilarkami, aniz byste porusili tenkou vrstvu
silikagelu: ponofte kapilarku do roztoku vzorku a vytahnéte ji ven, poté se kapilarkou,
kolmo orientovanou k desce, lehce a velmi kratce dotknéte mista na startovni linii

(pramér skvrn by mél byt mensi nez 3 mm), skvrnu vysuSte mavanim desky ve vzduchu
po dobu cca 10 s.

Po vysuSeni opakujte naneseni téhoz vzorku do stejného mista jeSt¢ Skrat, po kazdém
naneseni desku vysuste.

Separace

Desku s vysuSenym vzorkem vloZte do komory s mobilni fazi, komoru opét uzaviete (nad
roztokem vyvijejiciho ¢inidla musi byt prostor nasyceny jeho parami) a nechte potiebnou
dobu vyvijet.

Dosahne-li ¢elo mobilni faze Zzadané vzdalenosti (cca 1 cm od konce desky),
chromatografickou desku vyjméte z komory a ihned oznacdte vzdalenost, kam doputovala

mobilni faze.

Chromatografickou desku ususte na vzduchu.

Hodnoceni

Oznacte tuzkou koncentrac¢ni maxima jednotlivych barevnych zoén.
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Biochemicky tstav LF MU

= Vyhodnotte retardacni faktory Rr hlavnich separovanych sloucenin.

Ukazka chromatogramu

start

4. Lze na zaklad¢ struktury jednoznacné uréit polarnéj$i molekulu z dvojice uvedenych latek:
a) chlorofyl a vs chlorofyl b;  b) B-karoten vs zeaxanthin; ¢) zeaxanthin vs lutein?

5. Zaznamenejte Udaje o chromatografické soustavé (typ absorbentu, slozeni mobilni faze,
teplota), vzorku a hlavnich analytech, schéma chromatogramu s barvou zén a vypoctenymi
hodnotami Rr.

6. Vysvétlete vztah mezi strukturou latky a chromatografickym chovanim. Porovnejte polohu zon
jednotlivych analytt ve smési.

7. Jakym zptsobem byste vyhodnotili chromatogram kvantitativne?

8. Navrhnéte zptisob izolace jednotlivych slozek smési.

Ukol 10.3 Vysokouéinna kapalinova chromatografie
= Seznamte se s uspoiadanim a pouzitim kapalinového chromatografu.

9. Zaznamenejte si daje o demonstrované chromatografické metodé:

Stanovovany analyt: Vzorek: Nanaseny objem (pl):
Kolona — nazev: Vyrobce:

Sorbent:

Rozmér kolony (délkaxvnitini primér mm): Velikost zrnéni (um):

Mobilni faze:

Pritok (ml/min): Tlak (MPa):

10. Vypoctéte koncentraci homocysteinu v plazmé pouzitim kalibra¢ni rovnice.

16



Biochemicky tstav LF MU

HPLC stanoveni homocysteinu v plazmé

Kalibra¢ni graf pro homocystein (Hcy): Y: Odezva (response) — plocha pod pikem
X: Mnozstvi (amount)

Kalibra¢ni tabulka standardt (Hey):

={  Rovnice: Y=3,20*X —2,89 Odezva MnozZstvi
Korelaéni koef.:  0,9994 (mV.s) (umol/1)
1 16,750 6,25
2 37,665 12,50
100 3 77,083 25,00
H 4 157,255 50,00
i3

] 10 20 E) £ 2
Amount Ll

Ukazka chromatogramu — separace nizkomolekularnich thiolt lidské plazmy na reverzni fazi C18

Odezva
detektoru
(mv) cysteinylglycin
25
20
. vnitini standard
15 1 cystein N-acetylcystein
10 -+
5 4 homji[eij glutathion
o IS
0.0 2,13 5,(; 7.; 10,'0 M
Cas (min)
(thioly jsou pred separaci specificky navazany na fluorofor) — detekce fluorescenéni
Tabulka vysledkil z chromatogramu:
Retencni Cas Plocha Mnozstvi Slouenina
(min) (mV.s) (umol/L)
1 2,92 270,91 Cys
2 4,59 75,49 Hcy
3 6,00 322,77 CysGly
4 7,57 14,73 GSH
5 10,03 299,24 NAcCys
Celkem 992,02

11. Nakreslete strukturni vzorce plazmatickych thiolt a sefad’te je podle rostouci polarity.

12. Prodiskutujte s vyucujicim moznost pouziti vnitiniho standardu.
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Biochemicky ustav LF MU

Ukol 10.4 Deionizace a demineralizace vody

Schéma zafizeni na vyrobu demineralizované vody

3. reverzni osmoza | ’E—A"
AR T

5. konduktometr

(ukazuje vodivost vody vztazenou na 25 °C)

6. UV lampa

(sterilizace vody)

1. mechanicky filtr
(filtr 1 pm)

4. ionex
(smés anexu a katexu)

2. uhlikovy filtr
(dechlorace vody)

= Seznamte se s uspofadanim zdroje demineralizované vody (tzv. demi-vody) na
Biochemickém ustavu.
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