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Abstrakt

Sephadex je vV biochemickych experimentech hojné vyuzivanym sorbentem
k separacim molekul v Sirokém rozmezi molekulovych hmotnosti. Vyuziva se také
Kk purifikacim nebo odsolovani izolovanych proteini. Dosud byly chromatografické
aplikace na tomto principu provadény jen v kolonach velkych rozméri, cemuz musela
predchazet ucinna izolace proteinil, aby bylo na kolonu naneseno dostate¢né mnozstvi
vzorku. Naplnéni sephadexu do mikrokolony by snizilo potfebné mnozstvi vzorku a
mohly by tak byt dale zpracovdvany obtizn¢ izolovatelné proteiny, které se ziskavaji
vV malém mnozstvi. V této bakalafské praci je s pouzitim suspenzniho plnéni
mikrokolona opravdu naplnéna. K vytvoteni gelu jako takového je pouzito principu
ptipravy monolitickych kolon, tedy naplnéni a nasledné polymerizace, v nasem piipade

hydratace a zgelovaténim.

Predmeétova hesla:
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Abstract

Sephadex is a common sorbent in biochemistry for separation of molecules of a wide
range of molecular masses. Sephadex is also used for purification or desalination of
isolated proteins. Up to now, the gel chromatography has been performed in wide
separation columns. Therefore, the isolation techniques for proteins had to be very
effective to isolate enough proteins as a sufficient amount of the sample. The
preparation and application of a capillary separation column packed with sephadex
could decrease the needed sample amount and enable work with hardly isolable proteins
obtained only in small quantities. In this bachelor project, the capillary column was
packed with sephadex using the slurry packing procedure. The principle of monolithic
columns was used to create a gel in the column. The column was packed in organic

solvent firs, and then hydrated when flushing with water to generate the gel.
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PouZzité symboly a zkratky

bar Bar, jednotka tlaku

GPC Gelova permeacni chromatografie

H Vyskovy ekvivalent teoretického patra
Ha Ptispévek vitivé difuze

Hg Piispévek podélné diftize

Hc Ptispévek odporu proti pienosu hmoty
HPLC Vysokouéinna kapalinova chromatografie
L Délka kolony

A Vlnova délka

n Pocet teoretickych pater

PEEK Polyetheretherketon

R RozliSeni dvou pikil

tm Mrtvy ¢as kolony

tr Retenc¢ni Cas piku

u Pratokova rychlost

W Sitka piku pii zakladng

Was Sitka piku v poloving jeho vysky



1 Uvod

1.1 Mikrokapalinova chromatografie

Miniaturizace vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) se rychle rozsitila
mezi moderni separacni metody, zvlasté kvuli jeji vysoké Ucinnosti a snizeni spotieby
sorbentu, mobilni faze i vzorku. Prvni zminky o pouziti tohoto systému s dobrymi
vysledky se objevily v roce 1979, kdy Guiochon [1] a Knox s Gilbertem [2] publikovali
své prace. Oba dokumenty zdiraziiuji nutnost pouzivani citlivych detektori pro malé

objemy vzorku, aby potencial kapilarni kolony mohl byt plné vyuzit.

Miniaturizace HPLC pfinesla spoustu vyhod. Je ziejmé, Ze snizenim rozméri se snizi
mnozstvi pouzitého materialu a ¢asu potfebného k analyze. Dalsi nespornou vyhodou je
moznost ptimého napojeni kapilary na detektory, které pravé malé mnozstvi vzorku

vyzaduji. To jsou naptiklad hmotnostni a plamenové detektory [3, 4].

1.2 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie (GPC) patii do skupiny separac¢nich metod, které
vyuzivaji principu molekulového sita. Slouceniny se déli na zakladé velikosti a tvaru
svych molekul, tedy podle svych fyzikalnich, nikoliv chemickych vlastnosti. Castice
gelu obsahuji pory, jejichz velikost se pro dany gel pohybuje v urcitém intervalu.
Velikost téchto port pak urCuje, jak velké molekuly mohou byt na tomto gelu

separovany.

Molekuly, které jsou vétsi nez pdry gelu, jsou neustdle unaSeny mobilni fazi,
Vv koloné se viibec nezadrzuji a jsou tedy znackova¢em mrtvého ¢asu kolony. Oproti
tomu malé molekuly, které jsou mens$i nez nejmensi por gelu, se zadrzuji nejvice a
vSechny stejné. Tomuto rozmezi se fika frakcionacni rozsah gelu a je pro kazdy gel
charakteristické. Molekuly mimo tento frakciona¢ni rozsah nemohou byt danym gelem
separovany. Protoze se GPC vice vyuziva piedevsim v biochemickych aplikacich, je

frakcionacni rozmezi uvadéno Vv jednotkach typi¢téjsich pro biochemii, v daltonech [5].

Bézné pouzivané kolony v GPC maji v praméru nékolik centimetrt, délku az jeden

metr a separace je na nich provadéna samospadem. To znamena, Zze mobilni faze proudi



kolonou jen vlivem vlastni tihy a zemské pfitazlivosti. Pouziti velmi dlouhych kolon,
napiiklad z divodu zvySeni ucinnosti separace, prodluzuje ¢as potiebny k analyze. To je
sice mozné pii feSeni experimentalnich probléma, ale napiiklad v klinické praxi
nepiipustné. Obzvlast¢ v GPC, kde nemuze byt ¢as analyzy zkracen pouzitim vysSSich

tlakd, protoze by to vedlo ke zhrouceni struktury stacionarni faze [1].

1.3 Sephadex

Gel na bazi sephadexu byl poprvé piedstaven v roce 1959 jako prostiedi vhodné pro
gelovou filtraci makromolekul rozpustnych ve vod¢, jak uvadi Kagedal [6] s odkazem
na Poratha [7]. Od té doby se gelova chromatografie stala hojné vyuzivanou a
roz§ifenou metodou pro separaci mnoha latek. Zaklad sephadexu tvoii prokiizeny
dextran, coz je polymer glukosy (obrazek 1), svysokou molekulovou hmotnosti
produkovany bakterii Leuconostoc mesenteroides. Sephadex je zastupcem tfidy suchych
gelll. Aby mél strukturu a funkci molekulového sita, musi byt hydratovan [5]. Pokud gel

vyschne, tak dojde k totalnimu zhrouceni struktury gelu.
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Obrazek 1 Strukturni vzorec dextranu. (Prevzato z [8])

Chromatografické separace s pouzitim sephadexu jako stacionarni faze, potiebuji pro
analyzu dlouhy ¢as, coz je velkou nevyhodou této metody. Naptiklad Sweetman [9]

provedl separaci purinovych bazi na koloné 0,9 x 100 cm s velkou ucinnosti, ale



s dobou trvani analyzy 24 hodin. O nékolik let pozdéji Catsimpoolas [10], pouzitim
kolony s mensimi rozméry (2,8 X 500 mm), snizil dobu analyzy k hranici pouhé jedné
hodiny. Je vSak dilezité poznamenat, ze provadél separaci vysSich proteind

(thyroglobulinu a cytochromu c) na sephadexu s vétsimi pory.

1.4 Testovani kolon

Uginnost kolony charakterizuje, jak moc se zony separovanych latek v koloné
rozmyvaji. Mirou separacni ucinnosti chromatografické kolony je pocet teoretickych
pater, ktery lze spocitat z charakteristik pikti odectenych z chromatogramu. Napiiklad

retenéni Cas a Sitka piku pii zakladné, respektive v poloviné jeho vysky, jak ukazuje

vztah,

n=16-(t—RJ =5,545{ ty J Q)

W Wl/ 2

kde n je pocet teoretickych pater, tr [min] je retenéni ¢as dané latky, w [min] je Sifka
piku pifi zékladn€, wip [min] je Sitka piku v poloviné jeho vysky, jak je vidét na

obrazku 2.
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Obrazek 2 Ukdzka chromatogramu ziskaného elucni metodou. (Prevzato z [11])
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Separacni uCinnost miizeme také charakterizovat pomoci vysSkového ekvivalentu
teoretického patra H [mm]. Pomoci této veli¢iny mizeme porovnavat kolony rtiznych

délek,

: )

kde L je pravé délka kolony [mm]. Vyskovy ekvivalent je podle van Deemterovy
rovnice dan souétem jednotlivych piispévkid Ha, Hg @ Hc, kde Ha je pfispévek vifivé
difuze, Hg je pfispévek podélné difuze a Hc je ptispévek odporu proti pfenosu hmoty.
Vzhledem k vySe uvedenym piispévkum lze vyskovy ekvivalent teoretického patra

vyjadfit jako funkci linearni rychlosti mobilni faze u, jak znazoriiuje rovnice,

H=A+E+Cu , ®)

kde A, B a C jsou konstanty charakterizujici kolonu, nezavislé na linearni

rychlosti u [cm.min™].

Konstantni ptispévek A neni ovlivnén linedrni rychlosti mobilni faze. Je zplsoben
rozdilnou délkou dréhy, kterou urazi molekula v kolon¢, kdyZ obtéka €astice stacionarni
faze. Tento pfispévek se nazyva tubularni difize a jeho nejvétsim nezadoucim projevem
je rozmyvani piku. Nelinearni ptispévek B vznika v dlsledku koncentraéniho gradientu.
Molekuly se snazi tento gradient snizit tim, Ze difunduji do mist s niz§i koncentraci.
Tento piispévek, ktery se nazyva molekularni difiize, narlsta s Casem, ktery slozka
stravi v kolon€. V kapalinové chromatografii je molekularni difize zanedbatelna,
vzhledem k viskozité mobilni faze. Linearni ptispévek C, nazyvany odpor proti ptevodu
hmoty, je zplisoben pronikanim molekul do rtizné hloubky stacionarni faze a tedy

délkou jejiho setrvani v ni. Molekula, ktera ulpi jen na povrchu stacionarni faze, se do
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proudici mobilni faze dostane dfive nez molekula, ktera pronikne hloubéji. Rychlost

mobilni faze zptsobi vEtsi vzajemné vzdaleni téchto dvou molekul [12].

Pokud jsou separovany dvé nebo vice latek, je tfeba urcit, zda tyto latky byly

dostate¢né odd¢€leny. Vyuziva se k tomu rozliSeni piku R, které se vypocte podle vztahu,

R 2tez ~tes) @)
W1+W2

kde tr1 je retencni Cas prvni latky, tr» je retencni ¢as druhé latky, w; je Sitka piku pfi
zakladn¢ prvni latky a w, je Sitka piku pfi zakladné druhé latky. Hodnota rozliSeni
umoznuje jednoznaéné Ciselné vyjadiit Groven separace. Latky povazujeme za zcela
oddélené, jestlize R>15. Pfi hodnotach niz8ich se pfisluSné chromatografické piky
Castecné prekryvaji. Z praktického hlediska je mozno povazovat za dostacujici hodnotu

rozliSeni R=10.
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2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je najit zptsob, jak naplnit kapilarni kolonu o vnitinim
priméru 320 um gelovou stacionarni fazi tvotfenou sephadexem G-10. Nasledné pak
ovefit, zda tento sorbent disponuje svou separacni ucinnosti také v tomto

mikro-mé&titku.

-13-



3 Experimentalni cast

3.1 Pouzité chemikalie

Kolona byla plnéna stacionarni fazi sephadex G-10 o velikosti ¢astic 40-120 pm a
frakcionaénim rozpétim 0 az 700 Da, (Pharmacia Fine Chemicals, Svédsko). Pro
piipravu suspenze a plnici mobilni faze byl pouzit acetonitril, Cistota pro HPLC,
LiChrosolov (Merck, Darmstadt, Némecko). Pro testovani kolon byla pouzita
thiomocovina, €ista (Lachema Brno, zdvod Neratovice) a uracil, 99 % (Lachema Brno,
zavod Neratovice), KNOs, ¢isty (Lachema Brno, zavod Neratovice). Jako mobilni faze
pii testovani byl pouzit fosfore¢nanovy pufr ¢=0,1 mol.l?, ktery byl pfipraven
z Na;HPO,4.12H,0, disty (Lachema Brno, zavod Neratovice) a z NaH,PO,4.H,0, cisty

(Lachema Brno, zdvod Neratovice).

3.2 Pouzité pristroje

Veskera vazeni byla provadéna na analytickych vahach XE-100A (Denver
Instruments, Denver, USA). Pro plnéni byla pouzita izokraticka pumpa LCP4000
(Ecom, Praha, Ceska republika). Promyvani kolony bylo provadéno pomoci injekéni
pumpy KDS100 (kdScientific, Holliston, USA). Pro odvzdu$néni mobilni faze a
veskerych vzorki davkovanych na kolonu byla pouzita ultrazvukova lazen Elmasonic
S15 H (P-Lab, Praha, Ceska republika). HPLC systém pro testovani kolony byl
sestaven z pistové pumpy 100DM (Isco, Lincoln, USA), davkovaciho kohoutu o
objemu 100 nl (Valco Instruments, Schenkon, Svycarsko) a dvoukanilového
spektrofotometrického detektoru UVIS-205 (Linear Instruments, San Jose, USA).
Chromatogramy byly zaznamenany a nasledné vyhodnoceny programem Clarity
2.4.4.105 (Data Apex, Praha, Ceska republika). Naméfena data byla exportovana do
Microsoft Office Excel 2007, kde byla dale zpracovana.
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3.3 Priprava kolony

Pro ptipravu kolony byla pouzita kiemenna kapilara potazena polyimidem, o
vnitinim praiméru 320 um, vnéj§im praméru 450 pm a piiblizné délce 18 cm. Aby
stacionarni faze v koloné¢ drzela, musela byt pied koncem kolony vyrobena frita.
K tomu ucelu byla pouzita skelna vata. Ta byla koncem kolony vyfiznuta z disku o
pruméru asi 0,3 cm tak, aby se v ni uchytila. Do vzdalenosti asi 1 cm od konce byla
posunuta zakoncovaci kapilarou o vnitinim priméru 75 pm, vnéj$im priméru 280 um a
délce asi4 cm. Stejnym zpisobem byla pfidana jesté jedna vrstva skelné vaty. Pro
zajisténi takto vyrobené frity, byla pouzita zakoncovaci kapilara nasledné vlepena do
kfemenné kapilary epoxidovou pryskyfici. Obrazek 3 znazoriiuje, jak takto vyrobené

zakonceni vypada.

280

Obrazek 3 Zakonceni kolony. Na obrazku jsou uvedeny vnitini a vaéjsi priméry kapilar v um.

- kolona,

- frita,

- epoxidova pryskyrice,
- zakoncovaci kapilara.

A wWN R
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3.4 PInéni kolony

Kolona byla plnéna metodou suspenzniho plnéni. Kapilara byla pomoci PEEKové
trubicky a Sroubu pfipevnéna k zdsobniku pro suspenzi, do kterého byla ptivadéna
plnici fdze z pumpy, jak je vidét na obrazku 4. Plnici fazi byl Cisty acetonitril, kterym
byla nejprve aparatura promyta, aby se ovéfila prichodnost kolon a tésnost jednotlivych

spoju.

Po vyprazdnéni suspenzniho zasobniku, do né&j bylo pfevedeno 400 ul cistého
acetonitrilu, ktery byl pfevrstven 400 pl pfipravené suspenze. Zasobnik byl ihned
napojen k pumpé a malym pratokem 0,05 ml.min™ byla kolona snadno naplnéna. Tlak

b&hem plnéni nepiesahl 100 bar. Pouzita suspenze méla koncentraci 0,5 g.ml™,

Obrdzek 4 Schéma plniciho systému.
1 - zasobnik plnici faze,

2 - pumpa,

3 - suspenzni rezervodr,

4 - kolona.
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Acetonitril neni pro sephadex vhodné prostiedi, a proto musela byt kolona pfevedena
do hydratovaného stavu. Kolona byla tedy promyvana po dobu 24 hodin destilovanou
vodou pomoci injekéni pumpy, ktera je znazornéna na obrazku 5. Kolona byla jen pod
velmi malym pritokem, za celou dobu promyvani nebyl spotfebovan ani 1 ml vody.
Toto promyvani je vSak vhodné udé€lat az tésné¢ pred samotnym pouzitim kolony
k separaci, v idealnim piipadé jiz v HPLC systému a za pouziti mobilni faze, ktera bude
pouzita i pro analyzy. A to pfedev§im z diivodu nebezpeci vyschnuti kolony, jak bylo

popsano v kapitole 1.3.

Obrazek 5 Promyvaci aparatura.

1 - sklenénda injekcni strikacka s pistem,
2 - promyvaci kapalina (voda),

3 - kolona.

3.5 Testovani kolony

Cilem bakalatské prace bylo zjistit, zda mikrokapilarni kolona naplnéna gelovou
stacionarni fazi ma schopnost separovat rizné latky. Proto nebyly zkoumany
charakteristiky pro gelovou chromatografii bézné¢ pouzivané, jako je mrtvy objem
kolony, objem stacionarni faze, objem pori, apod. Jako mobilni faze byl pouzit Cerstve
piipraveny fosfatovy pufr o koncentraci ¢ = 0,1 mol.I"* a pH = 5,83. Na kolonu bylo
davkovano vzdy 100 nl vzorku. Latky byly detekovany spektrofotometrickym
detektorem pfi vinové délce A = 200 nm. Efektivni délka kolony byla 16 cm; méteno od

pocatku kapilary po fritu umisténou pied koncem kapilary.
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V této bakalaiské praci byla vyrobena detek¢ni kapilara, pomoci niz bylo mozné on-
line detekovat proudici mobilni fazi. Tato detek¢ni kapildra méla vnéjsi primér 300 um,
vnitini primér 100 pm a ptibliznou délku 20 cm. Na ni byla pfilepena teflonova spojka
S vnitinim pramérem 170 um. Pro zmékceni teflonové spojky, musela byt tato spojka
pii nasazovani na kapildru zahiivana, ¢imz ziskala pruznost a roztaznost. Detekéni
kapilara byla také potazena polyimidem, ktery musel byt v misté detekce odstranén.
Aby mohlo byt detekéni okénko vypdleno, byla kapilara zasunuta do detektoru. Misto u
detekéniho paprsku bylo na kapilafe oznaceno lihovym fixem a po vyjmuti z detektoru
vypaleno nad otevienym ohném. Po ochlazeni o¢isténo ethanolem. Na obrazku 6 je

schéma takto ptipravené detekéni kapilary.

Obrazek 6 Detekcni kapilara.

1 - misto pro zasunuti zakoncovaci kapilary kolony,
2 - teflonova spojka,

3 - detekéni kapilara,

4 - detekéni okénko.
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4 Vysledky a diskuse

Nejprve byla zkoumana zavislost uc¢innosti separace na prutokové rychlosti, k cemuz
byl vyuzit vzorek &isté thiomoGoviny ¢ = 3 mg.ml™. Mé&feni bylo provadéno v rozmezi
prittokovych rychlosti 0,4 — 3,0 pl.min?. Z naméfenych hodnot byla sestrojena

van Deemterova kiivka, obrazek 7.

— 4
£
E X
T
X
3 L
X
, L X
X
X
1
0 1 2 3 4 5
u [cm.min!]

Obrazek 7 Van Deemterova kiivka kolony. Testovaci latka thiomocovina, mrtvy ¢as byl uréen pomoci KNOs.

Protoze nebyla pouzita dostate¢né mala pritokova rychlost, neprojevil se nelinedrni
ptispévek na pocatku kiivky zplsobovany molekulovou diftizi. Lze tedy fici, Ze ¢im
niz§i prutokova rychlost bude pouzita, tim vétsi ucinnosti separace bude dosazeno.
Diivodem neuplatnéni tohoto pfispévku, miize byt vysoka hustota gelu. To, ze ve své
linedrni Casti je kiivka strma, naznacCuje ocCekavany pfispévek odporu proti pievodu

hmoty ve stacionarni a mobilni fazi.
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Soucasné s timto mefenim byl odecitan také tlak mobilni faze v koloné, jehoz rust je

znazornén na obrazku 8.

p [bar]

0 1 2 3 4 5

u [cm.min™]

Obrazek 8 Tlakova zavislost pri zvysujici se priitokové rychlosti.

Tato méfeni byla provadéna hlavné pro nalezeni optimalni priatokové rychlosti. Takové
rychlosti, pii které je jesté dostatecné velka separacni G¢innost. Soucasné také nizky
tlak, pfi krat$i dobé analyzy. Obrazek 9 ukazuje ocekavané zrychleni analyzy pti

zvyseni pritokové rychlosti.

€
€ 60 - X
45
30 X
X
L X
15 X o
X
0
0 1 2 3 4 5
u [cm.min]

Obrizek 9 Casova zavislost pri zvysujict se prittokové rychlosti. Testovaci latka thiomocovina
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Za optimalni pritokovou rychlost byl zvolen pritok 1 pl.min™. Tlak 4,6 bar nebyl tak
velky, aby mohl neptiznivé plisobit na strukturu stacionarni faze, obzvlast kdyz méfici
systém hlasil tlak 3,1 bar i pfi vypnuté pumpé. Doba trvani analyzy, kterd cinila

ptiblizn€ 25 minut, byla také uspokojiva.

Pii tomto optimalnim pratoku byla provedena analyza Ccistych latek -
(uracil c =1 mmol.I"* a thiomo&ovina ¢ = 3 mg.ml™). Byla provedena také analyza
smési téchto latek. Obrazek 10 je chromatogramem separace této smési. Tato analyza
vSak byla provedena az nasledujiciho dne po tom, co byla méfena van Deemterova
kfivka. Pfes noc byla kolona pod neustalym malym pritokem, aby se zabranilo
vyschnuti kolony. Pfesto po nastaveni nalezené¢ho optimalniho pritoku se tlak zvedl na
7,2 bar a stile pomalu rostl. I za téchto podminek byla separace smési uracilu a

thiomocoviny provedena.

U [mV]

t [min]

Obrazek 10 Chromatogram smési uracilu a thiomocoviny. Latky eluuji v tomto poradi.

Vyssi tlak v koloné byl pravdépodobné zpisoben hroutici se strukturou gelu.
Nasledkem toho se retenéni ¢as thiomocoviny zvedl na 39 minut z pavodnich 23 minut

pti stejném priitoku. Hodnota rozliseni téchto dvou piki R =114, byla vypoctena podle
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vztahu (4). Toto rozliSeni je dostacujici k prohlaseni, Ze mikrokapilarni kolona naplnéna
gelovou stacionarni fazi je schopna separace dvou latek. Kolona byla jest¢ jeden den
ponechana pod pritokem 1 pl.min™. Tlak se nadale zvySoval aZ na 24 bar, kdy byla

kolona ze systému vyjmuta, protoze k dal§im pokustim uz nebyla vhodna.
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5 Zavér

V této bakalarské praci se podatilo ptipravit kapilarni népliovou kolonu S vnitinim
prumérem 320 pum naplnénou sephadexem G-10 o velikosti ¢astic 40 az 120 um. Pro
tuto kolonu byla s ohledem na tlak a u¢innost separace urCena optimalni pratokova
rychlost 1 ul.min™, pomoci vzorku thiomocoviny. Vyskovy ekvivalent teoretického
patra pii tomto pratoku byl 2,2 mm pro thiomocovinu a 1,5 mm pro uracil, rozliSeni
staciondrni faze. Nejpravdépodobnéjsi ptficinou ke zhrouceni struktury gelu byl vysoky
tlak u vySsi pritokové rychlosti pfi méfeni van Deemterovy kiivky. Jen téZko lze

odhadovat zivotnost kolony pfi pouzivani nizsich tlakt.
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