Gel permesation chromatography, GPC

GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

gelova chromatografie, gelova filtrace, filtrace molekulovym
sitem, vylu¢ovaci chromatografie (size exclusion
chromatography SEC)

Princip: laky se déli podle velikosti atvaru jgich molekul,
tzv. molekulové sitovy efekt
Nekdy se uplatiiuje i adsorpce délenych latek na povrchu gelu.

Stacionarni faze je tvorena nerozpustnym inertnim gelem,
ktery obsahuje pory.

Velké molekuly nemohou proniknout do port gelu ajsou
undaSeny mobilni fazi.

Malé molekuly difunduji do péri gelu ajsou tak zpomal ovany
oproti molekulam velkym.

Latky eluuji zkolony podle klesajici Mr.

GELY POUZIVANE V GPC

1. hydrofilni: uréeny pro déleni ve vodé rozpustnych 1atek

- dextranové gely (Sephadex)

- polyakrylamidové gely (Ultrogel, Bio-Gel)
- hydroxyal kylmethakryl &ové gely (Spheron)
- agarézové gely (Sepharosa, Bio-Gel A)

2. hydrofobni: uréeny pro déleni ve vodé ner ozpustnych
latek

- polystyrenové gely (Poragel, Aquapak)
- polyvinylacetatové (Fractogel PVA)

3. nebobtnajici (aerogely): univerzalni, vhodné pro obé
skupiny latek ve vysokotlaké GPC

- porovité silikagely (Porasil, Fractosil)
- porovitaskla

Organické gdly ve styku s mobilni fazi bobtnaji. Stupeii
bobtnani je zavidy na struktuie polymeru (stupni zesiténi) a
na druhu mobilni faze.

Podle mechanickych viastnosti:

a) tvrdé: anorganické materidy, silikagely, skla; snesou tlaky
nad 15 MPa

b) polomékké: vice zesiténé polymery; pouzitelné v rozmezi
5-15MPa

¢) mékké: malo zesiténé polymery; pouzitelné pro tlaky
1-2MPa

MoBILNi FAZE Vv GPC

Mobilni f&ze neni vyznamna, neovliviiuje interakce mezi
délenymi latkami a stacionarni fazi.

MF meni stupei bobtnani gelu atim velikost péra, eluéni
poradi nemeéni.

Hydrofobni latky a gely: THF, toluen, dichlor- metan, 1-
dichlorbenzen, 1,2,4 - trichlorbenzen

Hydrofilni I&tky a gely: voda, roztoky pufrii

KoLoNny v GPC

- usporadéni stejné jako pti jinych technikéch kapalinové
chromatografie

- nizkotlakeé (sklenéné) a vysokotlaké (silnosténné sklenéng,
nerezové) kolony

Kolony musi byt naplnény gelem rovnomérné a bez
vzduchovych bublin.

Cirkulaéni forma GPC: elu& z kolony se pomoci
vicecestného ventilu zavadi opét na kol onu, opakovani
separacniho dgje.

CERPADLAV GPC

Mobilni faze se kolonou pohybuje samospadem, nakolonu je
i tak privadéna

Nizkotlaka GPC: peristaltickéa cerpadla

Vysokotlaka GPC: pumpy bézné pro HPLC

DETEK TORY V. GPC

Diskontinualni detekce: shiraji se frakce euétu a pak se obsah
délenych laek vyhodnoti vhodnou analytickou metodoul.

Kontinudni detekce: za kolonou ptipojen nedestruktivni
detektor, usnadiuje shér frakci

- spektrofotometricky (UV), refraktometricky, vodivostni

APLIKACE

1. Skupinové déleni a odsol ovani

- oddéleni vysokomol ekularnich latek jako skupiny od latek
nizkomol ekularnich, k déleni uvnitt skupin nedochazi

Pokud jsou nizkomol ekul &rni | &ky anorganické soli nebo jiné
disociované ionty, jde o proces odsol ovani.

Odsolovani se pouziva k oddéleni bilkovin, vira a
polysacharidii od doprovodnych sali.

2. Erakcionace

- déleni latek s nepiilis odliSnou relativni molekul ovou
hmotnosti

Biochemické laboratore: déleni sacharidt, hormond, enzyma,

peptida, NK, lipidia, AMK, virt adokonce i bunék

Organické laboratare: déleni smeési oligomert a polymera

- Siroké poutZiti ve farmaceuti ckém pramyslu v preparativnim
métitku

3. Stanoveni relativni molekulové hmotnosti
- latky jsou € uovany podle klesgjici Mr

a/ o
logMr =A - BE\TE:
£703
Pouzita kolona se okaibruje standardy o znémé Mr. Z
kalibraéni zévislosti log Mr-Vg se uréi Mr pro nezndmou latku
s retenénim objemem V.

Separacni metody, C230P51



