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Chromatografické metody
Predstaveni kapitoly

Chromatografie je jednou z nejvyznamnéjsich separacnich metod moderni analytické chemie a
biochemie. Umozniuje ucéinné oddéleni, identifikaci a kvantifikaci slozek slozitych smési na zakladé
rozdilné interakce sloZzek s mobilni a stacionarni fazi. V klinické biochemii a laboratorni diagnostice ma
chromatografie zasadni vyznam — pouziva se ke stanoveni aminokyselin, vitaminl, hormond, [éCiv,
metabolit(l a také ke sledovani markeri onemocnéni.
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1 Uvod do chromatografickych metod

1.1 Uvod: Pro¢ vlastné chromatografie?
Predstavte si, Ze dostanete do ruky sklenici ovocné stavy a nékdo se vas zepta:
,Co vsSechno v ni je?”

Na prvni pohled vidite jen oranZovou tekutinu. Ale vite, Ze ve skutecnosti obsahuje desitky
rdznych latek — cukry, kyseliny, vitaminy, barviva, aromatické slouceniny. A kdyby to byla krevni plazma,
pocet sloZzek by narostl na stovky, mozna tisice. Jak se v tak slozité smési vyznat?

Pravé tady vstupuje na scénu chromatografie. Jejim smyslem je udélat z jedné slozité,
komplexni smési pirehledny zaznam jednotlivych sloZek. Diky tomu se dozvime, co vSechno tam je a
kolik toho je.

1.1.1 Kde se mizeme s chromatografii setkat?

Chromatografické metody se vyuzivaji v mnoha oblastech:

¢ v klinickych laboratofich pomahaji odhalit pfitomnost IéCiv, metabolitli nebo toxickych latek
v krvi,

o ve farmacii slouZi ke kontrole Cistoty léka,

e v potravinaistvi a pti sledovani Zivotniho prostfedi ukazuji, zda se v potravinach nebo vodé
neobjevuji nezadouci latky,

e vevédé umoznuji védcim lépe porozumét sloZitym biologickym a chemickym procestim.
At uz jde o ovocny dzus, krevni vzorek nebo Ié¢ivo, princip je vidy stejny: oddélit slozky, aby je bylo
mozné jednotlivé identifikovat a kvantifikovat.
1.2 Jak chromatografie funguje
Zakladni myslenka je pfitom prekvapivé jednoduchad. Vzorek rozdélime mezi dvé prostredi — tzv.
mobilni fazi a stacionarni fazi.

e Mobilni faze proudi a unasi s sebou vzorek.

e Stacionarni faze zUstava na misté a nékteré latky se k ni vice ¢i méné , pfichytavaji“.

Kazda latka v sobé nese jistou ,,povahu” — jedny se staciondrni fazi interaguji silné&ji, jiné slabéji,
tedy kazda slozka smési interaguje se stacionarni a mobilni fazi odliSné a pohybuji se systémem riznou
rychlosti. Ty, které se pfichyti pevné, vychazeji ze systému pozdéji; ty, které projdou rychle, se objevi
dfive. Takto se z jediné smési stava série oddélenych slozek, kazdd vychazejici v jiném case. Tento
okamzik nazyvame retencni cas.
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(zdroj: https://is.muni.cz/el/med/jaro2018/BLIT0222p/um/Chromatografie_ucebni_text.pdf)

Obecné plati, ze chromatograficky systém vzdy obsahuje mobilni fazi a stacionarni fazi.

Mobilni faze je kapalina (u plynové chromatografie — plyn), ktera protéka kolonou a unasi s
sebou vzorek. MlzZe byt tvorena cistou vodou nebo pufrem, organickymi rozpoustédly
(methanol, acetonitril) nebo jejich smési v rizném poméru. Spravnou volbou slozeni mobilni
faze Ize cilené ovliviiovat retenci a separaci jednotlivych latek.

Stacionarni faze je pevny nosi¢ (nejcastéji castice silikagelu), jehoZ povrch / 2

mlze byt ponechdn v plvodni polarni podobé, nebo chemicky /
modifikovan tak, aby nesl nepolarni i jinak specifické funkeni skupiny & Vo7 o
* & /

(napr. C18 fetézce, fenyl, fluorované skupiny). Pravé typ stacionarni faze /}//«v
(e
o

urcuje, jakym interakcim budou analyty v koloné podléhat. p
v
(Zdroj: https://www.chromservis.eu/en/ymc-
pack-pro-c18-s-5-m-12nm-analytical-hplc-

column-250-x-4-6mm-312947)

Jaké jevy pfi separaci probihaji?

KdyZ se smés pohybuje chromatografickym systémem, jednotlivé molekuly se ,rozhoduji, zda

zUstanou spiSe v mobilni fazi, nebo se na chvili ,pfichyti“ ve staciondrni fazi. Tento neustaly proces

opakovaného vazani a uvolfiovani je zakladem chromatografického déleni.

O vysledku rozhoduji hlavné fyzikalné-chemické interakce mezi analytem a stacionarni fazi:

hydrofobni/hydrofilni interakce — latky rozpustné ve vodé (hydrofilni) budou tihnout spise k
polarnim fazim, hydrofobni zase k nepolarnim,

vodikové mustky — urcité funkcni skupiny mohou vytvéaret vazby se stacionarni fazi, coz zvySuje
dobu zadrzeni,

iontové interakce — nabité molekuly se mohou poutat k opacné nabitym mistim stacionarni
faze,

Ustav lékaiské biochemie, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, UK



Chromatografické metody REV MU 09/2025

Co rozhoduje o rychlosti prachodu?

Latka, kterd ma vétsi afinitu ke staciondrni fazi, bude v koloné zadrZzena déle - vyjde pozdéji.

Naopak latka, ktera je vice ,,spokojena” v mobilni fazi, se témér nezastavi a projde kolonou rychle -
vyjde dfive.

Je to tedy neustaly ,,souboj“ mezi dvéma prostredimi:

e mobilni faze 1akd molekuly k pohybu vpred,

e stacionarni faze je zadrzuje podle sily vzajemnych interakci.
Pravé rozdily v téchto interakcich jsou klicem k separaci.

1.2.1 Chromatografie — separace na normalni a reverzni fazi

Kapalinovou chromatografii lze délit dle mnoha kritérii. Podle fyzikalné-chemické povahy
separace se nejcastéji pouziva rozdéleni na separaci na normalni fazi (NP — normal phase) a reverzni
fazi (RP — reverse phase).

V pocatcich chromatografie se vyuZivalo zejména NP separace, kde byla stacionarni faze polarni
(vétsinou silikagel) a mobilni faze tvorena nepolarnimi rozpoustédly nebo jejich smési, jako je hexan,
dichlormethan, chloroform ¢i ethylacetat. V dnesni dobé vsak prevlada vyuziti kolon s reverzni fazi (RP).
Tyto kolony vyuZivaji nepoldrni stacionarni faze na bazi silikagelu, jehoz povrch je upraven
modifikatorem — nejcastéji oktadecyl (C18), fenylhexyl, pentafluorofenyl nebo oktyl. Jako mobilni faze
se ve vétsiné pripadl pouzivda smés polarnich rozpoustédel acetonitrilu nebo methanolu s vodou i

pufry.

2 Priklady rozdéleni separacnich technik podle interakce analytu s
mobilni a stacionarni fazi

2.1 Adsorpcni chromatografie

Tato metoda vyuZiva toho, Ze nékteré latky maji tendenci se vice prichytit na povrch sorbentu,
ktery tvofi stacionarni fazi. Tyto latky se pak ,zdrzi“ déle, protoZe se musi opakované uvolnovat a znovu
vazat, zatimco jiné latky projdou rychleji. l

e Obrazné feceno: je to podobné, jako kdyz
jdete po cesté — kdo se casto zastavuje a

pfilne k zajimavym detailim okolo, dorazi
pozdéji nez ten, kdo jde rovnou. ‘
\\ |
| k| l' ',Q’ ‘ |
—

(Zdroj: https://chemistryhall.com/thin-layer-chromatography/)

e Vyuiziti: tenkovrstva chromatografie (TLC),
kde se naptiklad kontroluje Cistota léCiv.
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2.2 Rozdélovaci chromatografie

Zakladem je rozdéleni latek mezi dvé kapaliny, které se nemisi. Jedna je mobilni faze (protéka
kolonou), druhd je zakotvena jako stacionarni faze. Jednotlivé latky se pak déli podle toho, s kterou fazi
vice interaguiji.

e Pokud se latka lépe rozpousti v mobilni fazi, projde kolonou rychleji.
e Pokud se lépe rozpousti ve stacionarni fazi, zdrzi se déle.

e Priklad z praxe: kapalinova chromatografie (HPLC) pouzivana v klinické chemii pro stanoveni
|éCiv, hormonUd nebo aminokyselin.

Column containing
Stationary Phase

Chromatoqram

.ttt

Injector

[ |

Computer Data Station

|

=

Soivent .

(Motiie Phase)

Sample
containing
compounds

A, Band (

Detector

Pump

Waste

(Zdroj: https://theory.labster.com/niche_hplc/)

2.3 lonexova chromatografie

Tady hraje roli elektricky naboj molekul. Stacionarni faze nese na svém povrchu naboj (kladny nebo
zaporny). Pokud do ni vstoupi ionty opacného naboje, jsou elektrostaticky pritahovany a docasné
zadrZzeny. Teprve zménou podminek (napf. sloZeni elu¢niho roztoku nebo pH) je mizeme z kolony
Vytésnit”,

e Predstava: funguje to podobné jako magnet — stacionarni faze pfitahuje jen ¢astice opacné
polarity, ¢astice se stejnym nabojem jsou odpuzovany a bez naboje projdou bez povsimnuti.

e Vyuziti v mediciné: analyza elektrolyt(, separace proteinli podle naboje, nékdy i pfi purifikaci
biomolekul pro vyzkum.

2.4 Bioafinitni chromatografie

Tento typ chromatografie je unikatni tim, Ze vyuZiva specifické biologické interakce, tedy
pfirozenou schopnost nékterych molekul se k sobé vazat. Na stacionarni fazi je navdzadna ,navnada“,
kterd umi rozpoznat jen urcitou cilovou molekulu ze vzorku — napfiklad protilatku rozpoznavajici
konkrétni antigen, enzym svij substrat nebo receptor svij hormon. Diky tomu se cilovda molekula
zachyti, zatimco ostatni latky odtecou.

e Predstava: je to jako kli¢ a zamek — pasuje jen spravnd kombinace.

e Vyuziti v mediciné: imunoafinitni chromatografie pro izolaci specifickych protein(, protilatek
nebo biomarkerd, téhotenské testy, testy na okultni krvaceni, aj (viz kapitola 5.3)
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2.5 Gelova permeacni chromatografie (GPC, SEC — Size Exclusion
Chromatography)

Na rozdil od predchozich metod zde nerozhoduje chemickd povaha latky, ale jeji velikost
(molekulova hmotnost). Stacionarni fazi tvori specidlni porézni gel:

e Mensi molekuly se dostanou do porli gelu a musi jimi ,cestovat”, takZe jsou zadrZzeny déle.
e Velké molekuly se do pdri nevejdou a projdou kolonou rychleji.

e Priklad: separace protein(, polysacharidli nebo stanoveni velikosti a molekulové hmotnosti
biologickych makromolekul.

.velké Castice: k dispozici v koloné
maji jen objem ,mezikouli” V, :
tedy Vigy = Vo

O stfedni Castice: k dispozici v koloné
maji navic i objem velkych péri:
tedy Vg, = Vo + IV,

e malé ¢astice: k dispozici v koloné
maji navic i objem malych péra:
tedy Vas = Vo + ZV; + 2V,

smér toku mobilni faze

atedy Vgy < Vg < Vi3

3 Vybrané chromatografické techniky

V praxi se nejcastéji pouZivaji dvé hlavni varianty: plynova chromatografie (GC - Gas
Chromatography) a kapalinova chromatografie (LC — Liquid Chromatography). Obé metody pracuji na
stejném principu — smés latek je pfendsena mobilni fazi kolonou se stacionarni fazi a jednotlivé slozky
se oddéluji podle rozdilnych interakci s témito fazemi. LiSi se vSak typem mobilni faze a tim, pro jaké
Iatky jsou vhodné.

3.1 Plynova chromatografie

Plynovd chromatografie vyuziva jako mobilni fazi inertni plyn (helium, dusik nebo vodik).
Analyzovana smés se nejprve v injektoru odpafi a poté je proudem plynu unasena kolonou, jejiz stény
jsou potaZené tenkou vrstvou kapalné stacionarni faze. Kazda slozka vzorku se chova jinak — tékavéjsi
molekuly kolonou projdou rychle, méné tékavé nebo silné&ji interagujici se stacionarni fazi se zdrzi déle.
Diky tomu vznika chromatogram, kde ma kazda latka sv(j charakteristicky retencni cas.

GC se uplatiiuje hlavné pro tékavé a teplotné stabilni latky. Patii sem tékavé organické
sloucéeniny, rozpoustédla, toxiny, ale i néktera Iéciva. Pokud latka tékava neni, je casto nutné ji predem
chemicky upravit (derivatizovat), aby byla pro GC vhodna.

Vyhodou GC je vysoké rozliSeni a rychlost separace. KdyZ se navic spoji s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS), ziskdvame nastroj s mimoradnou selektivitou a citlivosti. GC-MS nachazi své
uplatnéni napfiklad v toxikologii (napf. stanoveni ethanolu v krvi), forenzni analyze a dopingovych
kontrolach, protoZe umoznuje spolehlivé identifikovat i stopova mnozstvi latek v biologickych vzorcich.
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3.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie pouziva jako mobilni fazi kapalinu, ktera je pumpovéana pres kolonu
pod vysokym tlakem. Na rozdil od GC se zde analyty neodpafuji, a proto je metoda vhodna pro
netékavé nebo teplotné citlivé molekuly. Typicky se jedna o aminokyseliny, peptidy, vitaminy, hormony
¢i metabolity 1éCiv.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography) je
Siroce vyuzivanym typem kapalinové chromatografie, jenz nachazi své uplatnéni od klinické biochemie,
kde pomaha analyzovat biologické vzorky, az po farmaceutickou kontrolu kvality, kde ovéfuje Cistotu
a sloZeni léCiv. Jeji univerzalnost spociva i v tom, Ze Ize volit rlizné typy stacionarnich fazi (reverzni faze,
ionexova, gelova permeacni), ¢imz je mozné pokryt velkou $kalu analytd.

4 Detekce v chromatografii

Po rozdéleni slozZitého vzorku na jednotlivé slozky opoustéji tyto slozky v rliznych casech
chromatografickou kolonu. Tento fakt by ndm sdm o sobé& mnoho nepomohl — potfebujeme zjistit, ktera
slozka kolonu opousti a v jakém case a v jakém mnozstvi. K tomu slouzi detektor, zapojeny za kolonou
do toku mobilni faze. V soucasné dobé se v kapalinové chromatografii pouziva celd fada detektoru:
UV/VIS, fluorescencni, elektrochemické, refraktometrické, ELS (Evaporative Light Scattering), vodivostni
a z nichz asi nejduleZitéjsi — hmotnostni detektor (MS).

V nasledujicich kapitolach si blize specifikujeme dva zplsoby detekce, a to pomoci UV/VIS
detektoru a hmotnostniho spektrometru.

4.1 UV/VIS detektor — princip a vyznam

UV/VIS spektrofotometrie patii historicky k nejcastéji pouzivanym detektorlm v chromatografii.
Je oblibena diky své jednoduchosti, spolehlivosti a Sirokému vyuZiti. Princip je zaloZzen na méreni
absorbance svétla v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (obvykle 200—700 nm). Kazda latka, ktera
ma ve své strukture tzv. chromofor (naptiklad aromaticky kruh nebo dvojnou vazbu), dokaze toto svétlo
pohlcovat, a tim je mozné ji detekovat.

V chromatografickém systému prochazi eluat z kolony detektorem, kde je kontinudlné ozarovan
svétlem urcité vinové délky. Pokud analyzovand latka zareni absorbuje, sniZi se intenzita svétla
dopadajiciho na detektor. Tento pokles je zaznamenan a projevi se jako chromatograficky pik, jehoz
vyska odpovida koncentraci latky. Vztah mezi absorbanci a koncentraci popisuje Lambert-Beer(v zdkon,
ktery umoznuje kvantitativni vyhodnoceni vzorku.

Velkou prednosti UV/VIS detektoru je jeho univerzalnost — Ize s nim méfit velké mnoZstvi
organickych slou¢enin, metoda je rychld a nevyZzaduje slozZité pripravy. Na druhou stranu ma tato
technika i své limity. Selektivita je relativné nizka, protoze pokud ve vzorku absorbuiji pfi stejné vinové
délce i jiné latky, jejich signdly se mohou prekryvat. Zaroven plati, Ze metoda je pouzitelna pouze pro
molekuly, které skutec¢né obsahuji chromofor — latky bez této struktury zlstavaji ,neviditelné”.
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V praxi se UV/VIS detektory uplatriuji zejména pfi stanoveni lé¢iv s aromatickymi strukturami,
pro sledovani €istoty farmaceutickych preparati nebo pfi rutinni kvantifikaci latek pomoci HPLC,
napfiklad u vitamind, barviv ¢i nékterych metabolitd.

4.2 Hmotnostni detektor — princip a vyznam

Hmotnostni spektrometrie je v soudasnosti jednim z nejvyznamnéjsich detekénich systém
pouzivanych v kombinaci se separa¢nimi metodami, zejména chromatografii. Jeji sila spociva nejen ve
vysoké citlivosti, ale predevsim ve vyjimecné selektivité, tedy schopnosti spolehlivé odlisit hledany
analyt od ostatnich slozek sloZité smési.

Na rozdil od ostatnich detektorli, jako je naptiklad UV/VIS nebo fluorescencni, které
zaznamenavaji pouze intenzitu signdlu, hmotnostni detektor poskytuje i dalsi informaci — méfri pomér
hmotnosti a naboje (m/z) vytvorenych iontl. Z této hodnoty lze odvodit molekulovou hmotnost latky,
a v nékterych pripadech i jeji strukturu. Jednoduse si to Ize predstavit tak, Zze MS dokaze molekuly
,Zvazit”.

Nejvétsi prednosti je vysoka selektivita. UmozZiiuje analyzovat jednotlivé slozky i v komplexnim
biologickém vzorku, kde by se signaly v klasickém UV/VIS detektoru prekryvaly a ztracely. Dalsi vyhodou
je moznost identifikace latek. Moderni pfistroje nejen Ze pfesné urcuji hodnotu m/z, ale dokazi
molekulu i fragmentovat a tim odhalit jeji strukturu. Pfesnost méreni m/z je dnes tak vysoka, Ze z ni lze
odvodit i molekulovy vzorec latky. Treti velkou vyhodou je mimoradna citlivost — MS umoziuje detekci
latek ve stopovych mnozstvich. Napfriklad u léciva fluticasonu Ize stanovit koncentrace az na urovni 5
pg/mL, coz je tisickrat méné, nez kdybychom rozpustili éajovou IZicku soli v bazénu o objemu 100 m3.

Diky témto vlastnostem se MS detektory uplatriuji pfi stanoveni velmi nizkych koncentraci léCiv
nebo metabolitl v plazmé, i ve vyzkumu metabolickych procesti a identifikaci neznamych slouéenin.

4.3 Chromatogram

Vyslednym vystupem je tzv. chromatogram — zaznam signalu ve formé pikd. Kazdy pik predstavuje
jednu latku.

o Cas, kdy se objevi, napovida, co to je za latku (Retenni ¢as — tr).

e Plocha (vyska) piku rika, kolik té latky ve vzorku bylo.

Pik ty: Retencni cas
=3
s > t,: Mrtvy cas
AN
<
s h A: Plocha piku
g h: Vy3ka piku
_E /A
JX
E A,/

T— Zakladni linie
T Cas

| Nadavkovani vzorku na kolonu = zatatek analyzy
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Najednou tak misto neprehledné smési vidime jasny , otisk” vzorku, sloZeny z jednotlivych
komponent.
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5 Vyuziti chromatografickych separacnich technik v mediciné

Chromatografické metody maji v klinickych laboratofich své nezastupitelné misto. Nejsou
primarné urceny pro rutinni stanoveni béznych biochemickych marker( (napr. glukdza, ionty), které se
provadi na automatickych analyzatorech. Jejich vyznam spociva spiSe ve stanoveni specifickych latek,
které vyzaduji vysokou citlivost a selektivitu.

5.1 Terapeutické monitorovani léciv

Hlavni oblasti vyuZiti je tzv. terapeutické monitorovani léciv (TDM — Therapeutic Drug Monitoring)
—sledovani hladin |éCiv v krvi. Tyka se zejména latek s izkym terapeutickym oknem, kde je tfeba udrzet
plazmatickou koncentraci v optimdlnim rozmezi. Pfi jeho prekroCeni hrozi toxické ucinky, pfi
podddavkovani zase ztrata ucinnosti.

e Priklady: cytostatika, imunosupresiva, ale i antihypertenziva, antipsychotika, sedativa di
antidepresiva.
5.2 Toxikologicky screening

Dalsi zasadni oblasti je toxikologicka analyza, kde se Casto vyuziva kapalinova chromatografie s
hmotnostni detekci (LC-MS). Tato metoda dokaze soucasné stanovit obrovské mnozstvi latek.

e Priklad: ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové se takto rutinné sleduje vice nez 1200 rliznych
|éCiv, drog a jejich metabolitd.

e Mezi nejcastéji vySetfované latky patii barbituraty, benzodiazepiny, salicylaty, amfetaminy,
kanabinoidy ¢i opiaty.
5.3 Chromatografie v kazdodennim zivoté
S chromatografii se setkdvame i mimo laboratof — napfiklad u jednorazovych testi:
e téhotensky test pro detekci hCG v moci,

e test na okultni krvaceni.
Tyto testy vyuZivaji princip tenkovrstvé imunoafinitni chromatografie, kde je na sorbentu
navdazana protilatka specifickd pro sledovanou latku.

5.4 Plynova chromatografie v klinické praxi

Plynova chromatografie ma v mediciné mensi vyznam nez LC-MS, presto se vyuZiva, zejména v
toxikologickych laboratofich. Je idedlni pro stanoveni tékavych organickych latek — napfriklad
methanolu, ethanolu, acetonu, isopropanolu nebo toluenu.
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Shrnuti

Chromatografie je univerzalni separac¢ni metoda, kterd umoziiuje ucinné oddéleni sloZek
sloZitych smési na zakladé jejich rozdilnych interakci se stacionarni a mobilni fazi. Existuje mnoho typl
chromatografickych technik, které se lisi principem separace (adsorpcni, iontoménicova, gelova,
afinitni) a provedenim (PC, TLC, kolonova, GC, HPLC). Detekce latek probiha pomoci riznych detektord,
v modernich metodach ¢asto spojenych s hmotnostni spektrometrii. Klinické aplikace chromatografie
zahrnuji Siroké spektrum — od diagnostiky metabolickych poruch, pres sledovani |éCiv, az po detekci
drog. Chromatografie, ve spojeni s vhodnym detektorem, je citliva, univerzalni a ptesna metoda, jejiz
limitem je technicka a finanéni naro¢nost.

Kontrolni otazky
1. Jaky je princip chromatografie?
2. Jaky je rozdil mezi retenénim ¢asem a retenénim faktorem?
3. Jak se lisiiontoménicova a gelova chromatografie?
4. V ¢em spocivd vyhoda HPLC oproti klasické kolonové chromatografii?

5. Jaké typy detektor( se pouZivaji v chromatografii a kdy je vhodné pouZit fluorescencni
detektor?

6. Jaké klinické vysetteni vyuziva HPLC k monitorovani diabetu?

7. Jaké chyby mohou nastat pfi chromatografické analyze?
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