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Chromatografie

Petr Breinek

Chromatografie_2013



NejCasteji kapalinova chromatografie.
Co se stanovuje?

HbA1c, leky, vitaminy, hormony, metanefriny, toxikologie, ...



Spolecnym znakem vsech chromatografickych
metod je kontinualni deleni slozek analyzovaneée
smesi mezi dvema fazemi.

* Pohybliva faze (mobilni), eluent

* Nepohybliva faze (stacionarni)

Vysledek chromatografie chlorofylu



http://cs.wikipedia.org/wiki/Chlorofyl

RuUzna hlediska déleni chromatografie

Podle povahy mobilni faze

» Chromatografie plynova
(GC; Gas Chromatography),

*» Chromatografie kapalinova
(LC; Liquid Chromatography)



Podle systemu fazi

Mobilni faze | Stacionarni faze Mechanismus Metoda
déleni
Plyn Kapalina Rozdélovaci GLC
Pevna latka Adsorpcni GSC
Sitovy efekt GSC
Kapalina Kapalina Rozdelovaci LLC, TLC
Sitovy efekt GPC
Pevna latka Adsorpcni LSC
lontova vymeéna | I[EC
Chemicka Afinitni

reakce

chromatografie




Podle zpusobu provedeni

** Kolonova (sloupcova) - stacionarni fazi

(ukotvenou na vhodném materialu) je naplnéna sklenéna
Ci kovova kolona a mobilni faze protéka kolonou pomoci
gravitace nebo pumpy

** Plosna (planarni)
- papirova
- tenkovrstevna (TLC; Thin Layer Chromatography)



Rozdeélovaci chromatografie
je zalozena na ruzné velikosti rozdélovacich
koeficientu (K) délenych latek mezi dvema
nemisitelnymi nebo omezenée misitelnymi
kapalinami
O separaci rozhoduje ruzna rozpustnost
delenych latek ve stacionarni a mobilni fazi

K=c1/c2

Kapalina 1 C1

butanol

Kapalina 2 C2

voda




Adsorpcni chromatografie
je zalozena na rozdilnych adsorpcCnich

schopnostech jedne latky k povrchu druhe
latky(adsorbentu) tvofici stacionarni fazi

Stacionarni faze je adsorbent (sorbent)

v Polarni (napf.silikagel, oxid hlinity a
kfemicity)

v" Nepolarni (napf. aktivni uhli)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Adsorbent

lontove vymeéenna chromatografie
deleni latek je zalozeno na schopnosti vymeny

iontl na pevném nosici (matrici)

Stacionarni fazi je iontomeénic (ionex )

v Anexy (,pfitahuji anionty*)
v Katexy (,pfitahuji kationty“)

Mobilni fazi jsou nejCasteji vodné roztoky


http://cs.wikipedia.org/wiki/Ionex

Gelova chromatografie

také chromatografie na ,molekulovych sitech®
deleni latek na gelu je zalozeno na velikosti

molekul

Stacionarni fazi je neionizovany prirodni nebo

synteticky gel.

mobdlnl faze
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Gel

Afinitni chromatografie
vyuziva vlastnosti biologicky aktivni latky
vytvaret specificky reverzibilni komplex s jinou
molekulou (chemicka reakce).
Stacionarni faze obsahuje zakotvené ligandy,
na které se rozdelovana latka vaze.
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Ligand

Techniky upravy vzorku

» Extrakce kapalinou

» Extrakce pevnou latkou (SPE)
» Ultrafiltrace

 Derivatizace

» Extrakce plynem (headspace)




Plosna (planarni) chromatografie
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Hlavni soucasti kapalinového chromatografu

Vysokotlaka pumpa
(v pripade gradientové eluce je
nutna druha pumpa a misic)
Injektor
Déelici kolona
Detektor =
\lyhodnocovaci zafizeni IS '

(zapisovac, PC, tiskarna)




Typ eluce

> |sokraticka

» Gradientova (v priibéhu déleni se méni
slozeni mobilni faze)

Reverzni faze
(stacionarni faze je méné polarni nez faze
mobilni)



HPLC — jednoduché schéma

Pumpa
| az 350 bart ﬁ ||

Naneseni
vzorku

Eluéni €inidlo

|

Zapisovac —  Detektor

" Kolona

——+— Prevodnik
” signalu
Odpad




Kolona, elucni pufry




Detektory
» UV/VIS

* Detektor s diodovym polem

(Diode Array Detector) iz oN
vzore o oné
| diodové

A4 V 4 oLy
o l l e' I( :' | I pole
Modre

* Plamenovy ionizacni (FID)

 Elektrochemicky
(coulometricky, amperometricky,....)

* Hmotnostni spektrometr (MS)



Chromatograficky zaznam
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Zakladni pojmy
Faze
Pratok (flow rate, ml/s)
Retencni Cas (minuty)
Pik
Vyska piku; Plocha piku; Sitka piku
Sum
Drift
Uginnost kolony

Teoretické patro = minimalni délka kolony nezbytna
pro ustaveni 1 cyklu rovhovahy mezi fazemi;
50 000 -100 000 teoretickych pater na 1m délky




Kvantifikace (vyhodnoceni)

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

2. Metoda vnitrniho standardu
plocha nebo vyska piku
srovnani pomeru plochy nebo vysky piku
stanovované latky s vnitrnim a externim
standardem

3. Metoda standardniho pridavku



Plynova chromatografie (GC)

Delena smeées musi prochazet kolonou v
plynném stavu

Plyn - Kapalina Rozdelovaci
Plyn - Pevna latka Adsorpcni
Nosny plyn L l _______ z ul_g;; ________ -]i lii:iﬁ
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| Plynovy chromatograf




Detektory

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

* Hmotnostni spektrometr (MS)



Plamenovy ionizacni detektor (FID)

N
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Mereni zmeny
lonizacniho proudu
vodikoveho plamene v
dusledku pritomnosti
iontu vzniklych pfi
spaleni



Hmotnostni spektrometrie (MS)

Analyticka metoda slouzici k prevedeni
molekul na ionty v plynné fazi ve vakuu a
rozliseni téchto iontu podle poméru
hmotnosti a naboje (m/z)

Principem MS je pohyb iontu v elektrickem
nebo magnetickem poli v zavislosti na jejich
hmotnosti a naboji




Hlavni souéasti hmotovych spektrometru
 lontovy zdroj (destrukce molekul na fragmenty)
* Hmotnostni analyzator

* Detektor dopadajicich fragmentt

Vzorek —| lontovy »| Hmotnostni » Detektor
zd roj analyzétor
(vakuum) (vakuum)

Magnetickeé pole



LUMINISCENCNI metody

Petr Breinek

Luminiscence _ 2013




Bioluminiscence v prirode

Svetlusky, meduzy,
drevokazne houby,
hlubokomorske ryby,




Luminiscence
je jev, pri kterém vznika svetlo (fotony) po
predchozim dodani energie (excitaci)
materialu (luminoforu)

Luminiscence je charakteristicka svoji dobou trvani, ktera o nékolik fadu
prevysSuje doby Zivota termalnich kmita (zareni ¢erného télesa), t.j.

tepelné zareni neni luminiscence!

L SVETLO
EXCITACNI zareni EMITOVANE zafeni

/ LUMINISCENCE

LUMINOFOR/
LUOROFOR
N

N TEPLO




Rozdeéleni luminiscence podle
zdroje excitace

v Fotoluminiscence - absorpce energie ve
forme svéetla

v Chemiluminiscence a bioluminiscence -
zdrojem energie je chemicka reakce

v Elektroluminiscence — zdrojem je el. proud; Katodoluminiscence —
zdrojem je proud elektront ; Thermoluminiscence; Radioluminiscence —
zdrojem je radioaktivni zareni; Mechanoluminiscence — zdrojem je
mechanicka energie; Krystaloluminiscence — krystalizace je doprovazena
luminiscenci; dalsi zdroje

30



Luminofory/fluorofory

Jjsou molekuly nebo jejich casti, ktere
vyzaruji luminiscencni zareni (fluoreskuji)

v Prirozené

v Analytické
(fluorescencni znacky nebo
sondy)



Prirozene luminofory/fluorofory

* Polyaromatické uhlovodiky

 Vitamin A, E

 FAD, FMN (450/525 nm) x FADH, FMNH
* NADH (340/460 nm) x NAD*

« Karoteny

e Chinin

« Steroidy

« Aromatické aminokyseliny

* Nukleotidy

* Fluoreskujici proteiny - GFP (green fluorescent
protein )



Pouziti GFP v chemii a biologil

Nejde o bioluminiscenci (chemiluminiscenci), ale o
fotoluminiscenci (excitace lampou, nebo laserem)

obecne lepsi rozliseni pri sledovani mikroskopem

sledovani genoveé exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Analytické luminofory/fluorofory

* Luminol, isoluminol

* Fluorescein

* Methylumbelliferon (MU)

* Akridin a jeho estery
 Adamantyl dioxetan

» Chelaty lanthanoidu (Europium)

NejCasteji jsou navazany jako znacka
(na protilatky nebo antigeny) nebo jsou
pouzity jako substrat.




Luminol (5-aminoftalhydrazid)
2H,0, =2 H,0 + O, (peroxidasa)

Luminol + 2H,0 +O, — aminoftalat + N,

(1928) — oxidace v bazickém prostredi

+3H,0+ svétlo

priklad pouziti: intenzivni reakce s hematinem detekce krevnich skvrn)

NH, O NH, O
NH Oxidation, OH o
| —- o+ NE —
NH Catalyst, inhibitor, ')
enhancer, cofactor
O o)
Lummol

3-ammophthalate
excited state

3-aminophthalate
ground state




Methylumbelliferon (MU)

MUP — MU + P + luminiscence

4-metylumbelliferyl fosfat = 4-metylumbelliferon + fosfat
CHj

+ l[uminiscence
m
O O~ ™0

|
HO-P—CH
@)
(defosforylace substratu)



Chemiflex™ (Abbott)

Patentovany ester akridinu

akridinium(N-sulfonyl)karboxamid
SloucCenina je velmi stala

Reakce:

- oxidace v kyselém prostredi (pH=2; HNO, a H,0,)

- zmena prostredi na zasadité (NaOH)

- vznik nestabilni N-sulfonylpropylakridon v
excitovaném stavu

- pri pfechodu do stabilni formy se uvolni CO, a
energie v podobe svetla (430nm)



Lumigen® (Siemens, DPC)

Fosfatovy ester adamantyl dioxetanu

Reakce:

defosforylace substratu ucinkem ALP
vznik nestabilniho meziproduktu v excitovanéem

stavu
pri jeho tvorbé je emitovan tok fotonu



Luminiscence lanthanoidu

Nektere komplexy Ln(lll) maji velmi
neobvykle spektralni viastnosti:

v dlouhy ¢éas vyhasinani luminiscence

v Stokesuv posun muze byt i vice nez
100 nm

v" emisni spektrum obsahuje ostré piky

39



Fotoluminiscence

« Podle dosvitu sekundarniho zareni délime
fotoluminiscenci na:

Fluorescenci  (10°-10°s)
Fosforescenci (102s az dny)

« Absorpce primarniho zareni v oblasti gama,

rentgenoveho, ultrafialoveho nebo viditelného
spektra

Fluorimetrie — absorpce UV zafeni



Pristrojova technika

» Zdroj exitacniho zareni (Hg vybojka,
halogenové vybojky, Xe vybojka, lasery).

* Filtr (Woodiv fitr skla s ptimési NiO, CuO, CoO).
» Merici prostor

* |nterferencni filtr propoustsjici fluorescenéni
signal.

e Detektor




Emisni spektrum
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Stokesuv posuv

Rozdil vinovych
delek absorpcniho
(excitacniho) a
emisniho maxima

absorpce flucrescence

Emitované zareni ma
vetsi vinovou délku a
tudiz nizsi enerqii

E = h.c/A

L=
Stokesuv posuv



DELFIA

Dissociation-enhanced Lanthanide Fluoroimmunoassay

Protilatky nebo antigeny jsou znaceny chelaty
lanthanoidu: Eu (europia), Sm (samaria) a Tb
(terbia)

Chelaty lanthanoidu vykazuji velky Stokesuv
posun a delsi dobu emise.

(Pozn.: pouziti jako luminofor v obrazovkach barevnych
televizoru)

Nekompetitivni sendvicova technika chranena
patentem.



Po imunochemické reakci se tento chelat
premeni na fluoreskujici slouceninu

Detekce zareni se zpozdenim (odstraneni
interferujiciho zareni)

Pulzni zdroj (340nm, tisice pulzu/s)

Po kazdém zablesku:

400 us prodleva
400 ys méereni emitovaného zareni

(Nespecificka emise 10 ns)




Vyuziti:

,Celoplosny laboratorni novorozenecky screening”

« Kongenitalni hypotyreoza (SKH)
Snizena funkce stitné zlazy vede ke zvySeni
koncentrace TSH

« Kongenitalni adrenalni hyperplazie (CAH)
Defekt steroidogeneze v kure nadledvin;
nejcastéji deficit enzymu P450c21 (21-hydroxylazy)
zvySeni koncentrace 17 OHP (17-0H-progesteronu)

* Fenylketonurie/hyperfenylalaninémie



TRACE

Time Resolved Amplified Cryptate Emission
Casové modulovana detekce fluorescence

 Homogenni fluorescencni imunoanalyza

* Vyuziti kryptandu (=slouéeniny, které fluorofor Eu3*
vazi v trisdipyridylove ,kleci”

« Kryptandem je znaceny antigen nebo protilatka

* Na druhou protilatku je vazan fluorofor, ktery je
excitovan pri jiné vinove délce nez Eu

 Imunokomplex je excitovan laserem pri 337 nm

 Energie prenesena z kryptandu na fluorofor je
detekovana pri 665 nm jako prodlouzeny signal



Chemiluminiscence

je vyvolana energii chemicke reakce
(vetsinou oxidace)

« Jednoduché pristrojove vybaveni bez zdroje
primarniho zareni, nizsi vliv matrice, stanoveni
nizsich koncentraci

e Elektrochemiluminiscence

je modifikace chemiluminiscence, kdy
luminiscence je generovana chemickymi
reakcemi iniciovanych elektrochemicky




CMIA

Chemiluminiscencni imunoanalyza na mikrocasticich

* Heterogenni imunoanalyza - separace
pevnou fazi

» Paramagnetické mikrocCastice

* Emise svetla molekulou, ktera je
produktem chemicke reakce

* Systém neni ozarovan zdrojem svetla.



Paramagneticke castice
Krystaly kysliCniku zeleza

*» velky povrch
** magnetické vlastnositi



CMIA

CHEMIFLEX™
ﬂ.a % ~_Patented
Magnetic Sample Acridinium Derivative Base/Acid

Microparticle Conjugate



ECLIA

Elektrochemiluminiscencni imunoanalyza

modifikace chemiluminiscence, svétlo je
generovano chemickymi reakcemi
iniciovanych elektrochemicky

Elecsys 2010
(Roche)




@ Elektrody 2 V.

Chelaty ruthenia se pouzivaji jako luminiscencni znacCka vzniklych
imunokomplexu

Na platinové elektrodé je chelat Ru?* oxidovan na Ru3*, zaroven je
tripropylamin (TPA*) oxidovan na radikal TPA*(ma redukcni vlastnosti),
snadno redukuje Ru3*komplex na Ru?*, Ru kation prochazi reakci
cyklicky, nespotrebovava se, chova se jako enzym

elektron z TPA preskocCi do vysSsSi energetické hladiny Ru kationtu,
pfechodem do zakladniho stavu dojde k luminiscenci a Ru komplex je
opét schopen dalSi oxidace

TPA se rozpada na dipropylamin, je v reakci spotfebovavan, slouzi jako
substrat

Magnet



