lon exchange chromatography, IEC

|ONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

Méni¢eionti (ionexy, z angl. ion exchanger)
- nerozpustné léky
- vestyku svodnou f&zi uvoliuji e ektrostatickou
disociaci ionty, které mohou byt nahrazeny ionty
z roztoku, které maji k menici vétsi afinitu

Procesiontové vymény
- zvratny gj
- prabeh zavisi na afinité iontd k ménici a predevsim na
jejich koncentraci

Princip |EC: kolonaje naplnénaionexem sionty A;
nadavkuje se smésionti B + C s vétsi afinitou k ionexu nez
ionty A; vytésnéni ionti B a C roztokem ionti A, ktery je
kontinualné privadén na zacatek kolony. lonty B aC se
pohybuji riznymi rychlostmi podé kolony a dochézi k jejich
déleni.

Rozdgleni iontt zavisi na hodnoté separ aéniho faktoru a,
resp. na hodnotach Dc (A) aDc (B)

mnozstvi iontu A v 1gsuchéhoionexu

Dc(A) =
@) mnozstvi iontu A v 1 ml roztoku

KLASIFIKACE IONEXU

a) podle chemického sloZeni a pavodu
- anorganicky, organicky
- ptirodni asyntetické

b) podle skupenstvi atvaru

Pevné ionexy: nerozpustné létky anorganické nebo organické
povahy, které pti styku s vodou bobtnaji avytvéreji pruzny
gel.

- nepravidel né ¢astice mletého materidu

- pravidelné kuli¢ky o velikosti 1-100 pm

- ionexové membrany, trubice, kapilary, vidkna ¢i tkaniny

Pdlikularni ionexy: tenk& vrstvaionexu je nanesena na
povrchu inertni ¢astice.

Kapalnéionexy: nizkomolekul&rni |&ky obsahujici iontové
skupiny a nepolarni ¢asti, které umoziuji rozpustnost
v organi ckych rozpoustédiech.

c) podle ionogennich skupin

K atexy: nerozpustné polymerni polyvalentni kyseliny, které

uvoliuji avyménu;ji kationty.

- silné kyselé: obsahuji sulfoskupinu -SO3, -CH,SO5,
-CH,CH,SO5

- stiredné kyselé obsahuji -PO5> skupinu

- slabé kyselé obsahuji -COO™ a-CH,COO™ skupiny

Anexy: nerozpustné polymerni polyvalentni baze uvoliujici a
vyménujici anionty.
- silné bazické: obsahuji skupiny
-CH,N*(CHs)3, -CH,N"(CH3),CH,CH,0H, -CgH N (CHs)3
- stiredné bazické: obsahuji skupiny
-CH,CH,NHC(NH,)=N*H,, -CoHsNH(C,Hs),
- dlabé bazické: obsahuji skupiny -N"HR,, -CH,CH,N"H;

Silné kysely katex

NaCl
R-SOH— R-SO;H* — R-SO;Na’
4_
HCI

Silné bazicky anex
NaCl

R-N*(CHgOH — R-N(CHy)sCI
4_
NaOH

Amfaterni ionexy: obsahuji katexové i anexové funkeni
skupiny; vytvéieji vnittni soli

- sor
R{SOS H “HO 3 NaCl
N . \ b
N*(CH2)5OH N*(CH2)s
. o
Nacp SN g R
\
N*(CHag)sCI N*(CHa)s

Dipoalar ni ionexy: podskupina amfoternich ionexd. Na
pol ydextranové nebo agarézové matrici jsou navazany
aminokyseliny, které ve vodném prostiedi vytvareji
intramol ekul&rni dipdly.

R—NH

ﬁcpc
N'H
PN

N~ “NH,
H

argininovy komplex

Chelatotvorné (chelataéni) ionexy: vytvéii komplexni vazby
s kovy (Me?"), piedevaim tézkymi kovy a kovy alkalickych
zemin

0] 0]

Ao A

RN + M + nHO —— RN |\£e(H20)n
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|ONEXY

anorgani cké ionexy

ionexoveé pryskyiice

ionexové celulézy

derivaty polydextranu a agarézy

pONPE

ANORGANICK E IONEXY

Nevyhody: nizk& kapacita a mechanicka odol nost
Vyhody: stdost vici radiaci a vysokym teplotédm

HlinitokFemiditany: dnes se pouzivaji syntetické materialy
s presné definovanym d ozenim a strukturou. Zakladem jsou
tetraedry AlO, a SO,. Hlinitokiemicitany alkaickych kovii-
zeolity vazi vymeénované kationty ve svych pérech (0,3-1,2
nm). Dnes iz nahrazeny ionexy na bézi syntetickych
pryskyftic.

Silikagel: dab¢ kysely meéni¢ kationti

Dihydr ogenfosfor eénan zrkoni¢ity: moderni anorganicky
katex, jehoz strukturaavlastnosti siiné zavisi na podminkach
piipravy.
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| ONEXOVE PRY SK YRICE
- diive nabazi fenolformal dehydu

- dnes pryskytice nabézi derivati polystyrenu a
polyakrylamidu. Lze je snadno ptipravit v pozadovaném
tvaru, velikosti, porozité a chemickém dozeni.

Vyhody: I1ze je ptipravit s riznymi funkénimi skupinami a
jsou pouzitelné v Sirokém rozsahu pH ado 100 °C

Styrenové ionexy: polystyren zesitény divinylbenzenem
(Dowex 50, Zeralit 225).

S rostoucim stupném zesiténi roste tvrdost a mechanicka
pevnost ionexu, klesa jeho bobtnavost.

Akrylatové ionexy: methakryl atové estery zesiténé
divinylbenzenem nebo ethyl endimethakryl atem (Zeokarb 226,
Amberlite IRC).

lonexy na béazi hydroxyal kylmethakryl&tovych gelt
(Spherony) maji vynikajici chemickou stabilitu, pouzivaji se
k HPLC separaci biopolymert, aniz by dochazelo k jejich
denaturaci.

| ONEXOVE CELULOZY

- maji strukturu s velkymi pdry piistupnymi i pro biopolymery
o Mr fadove 10°.

- oproti pryskyfi¢nym ionexim maji vysoce hydrafilni
strukturu

- pouzivaji se dabg kyselé katexy (R-COONa) a dabé bazické
anexy (R-O-CH,CH-diethylamin)

DERIVATY POLYDEXTRANU A AGAROZY

Dextran: vétveny polysacharid dozeny z glukdzovych
jednotek, ktery vzniké zkvaSovanim sachardzy pasobenim
n&kterych mikroorgani sma.

Agar 6za: tvorena zbytky D-gal aktézy a 3,6-anhydro-L-
galaktdzy, je neutralni alinearni.

- strukturou se podobaji pryskyti¢nym ionextim, jejichz
porozita vznika bobtnanim

- velké pory a znaéné hydrofilni struktura umoziuji préci s
biopolymery

- vznikly Gpravou gelt vyvinutych pro GPC

—CH-—CH; CH—CH,——
N Pol ystyrénovy
X silng Kysely' katex
CH,
S04 n cHy”
—CH—CHj CH—CHy—
= ‘ . ;
5 Polystyrénovy
" silng bazicky anex
HC 2 ~
HyC—NE-CH, CHz
| e )
H Akrylétovy slabe bazicky
—CH—CHy—CH—CHy—C— katex
< R =COO
. Akrylétovy slabé bazicky
R ’ anex

§
—&H—CHy— CH—CHp— CH— R = CH,N*(CH3)s

CH,OR OR
O( , s e
OH i lonexovy derivét celulozy
o Nl R=CH,CH,N(CHs)
OR CH,OR

CHARAK TERISTIK Y IONEXU

1. KAPACITA

- |&kové mnozstvi aktivnich funkénich skupin pripadajicich
na 1 g suchého ionexu (mmol/g) nebo na 1 ml nabobtnalého
ionexu.

Celkovéa kapacita ionexu: obsah vSech skupin schopnych
vymeny.

U ionexii v kolonach se uréuje prinikova (uzitkova)
kapacita ionexové kolony: mnoZzstvi iontt, které kolona
ptijme aniz by doslo k jgich prachodu pti davkovani.

2. HUSTOTA A BOBTNAVOST

Hustota se udava v suchém nebo nabobtnalém stavu.
Bobtnavost ionexu se ngj¢astéji udava jako hmotnostni
bobtnavost: mnozstvi vody (g) v pIné nabobtnal & pryskytici
nalgsusny.

3. VELIKOST A TVAR ZRN

Podil zrn urcité velikosti se uréuje sitovou analyzou za mokra.
Pro chromatograficke Ucely je nutnajednotna zrnitost
materialu.

PRACE S IONEXY

1. VYBER IONEXU

- pro chromatografické tcely (CG-chromatographic grade,
AC-analytical grade), pro obecné analytické vyuziti
(commercial grade), pro préci s radioaktivnimi ionty (RG-
reactor grade)

Vybér druhu ionexu zavisi na povaze délenych latek:

a) anorganickélatky: ionexové pryskytice nebo
anorgani cké ionexy

b) nizkomolekul&rni ionogenni organické létky: ionexové
pryskytice

c) biopolymery: ionexové celul6zy a agar6zy

d) HPLC biopolymeri: ionexové derivéty poréznich skel a
gely nabézi hydroxyal kylmethakryl &tu (Spherony)

€) bazické latky: na katexech (piednostné siiné kyselych)
ve formée kationtu.

f) kyseléléatky: na anexech (prednostné silné bazickych)
ve formé aniontd.

Dulezitym faktorem pii vybéru ionexu je jeho stupei
zesiténi. Pory musi umoznit dobré pronikani latky do ionexu.
Malé péry brani pristupu k vnittnim funkenim skupinam,
velké pory snizuji Geinnost déleni. Srostouci velikosti
délenych latek pouzivame ionexy sklesajicim stupném
zesiténi.

2. BOBTNANI IONEXU
lonex je tieba pied prvnim pouZitim zbavit necistot a nechat
nabobtnat (voda, pufr).

zahiatim.

Dnes jsou ionexy dodévany jiz v nabobtnalém stavu

3. CYKLOVANI IONEXU

- ptevedeni ionexu z formy jednoho protiontu do formy
druhého protiontu, napr. katex z H™ do Na* cyklu, anex z OH"
do CI" cyklu

Pred prvnim pouzitim by mél byt ionex cyklovan, vzdy podle
Udajii vyrobce
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4. REGENERACE A SK LADOVANIi IONEXU
Pouzité ionexy nelze skladovat v kolonéch piiliS dlouho.

Pred ul oZzenim ionex regenerujeme, tzn. prevedeme ho
napi.do Na* nebo CI” cyklu promyvanim 2M roztokem NaCl,
nédeduje odséti na frité a dosuSeni na vzduchu (nepouzivat
zvySenou teplotu, protoze porusuyje strukturu zrn!).

Celulézové a agar 6zové ionexy | ze kratSi dobu skladovat ve
vlihkém stavu s piidavkem konzervatniho ¢inidla; pro del§i
skladovani je vysusime promyvanim fadou roztoki alkoholu
s klesgjicim obsahem vody a zbytky alkoholu odstranime
suSenim na vzduchu.

VYMENA IONTU

Nabaobtnaly ionex je v rovnovaze s prostiedim. Pridanim
elektrolytu dojde k rozdéleni novych i pavodnich ionti mezi
obg faze.

I-A ionex +B roztok € I-B ionex +A roztok

Rovnovaha je popséna termodynami ckou rovnovaznou
konstantou:

_ [BionexI[Aroztok] , 9B ionex 9A roztok
[Ajonex1[Broztok] 9A ionex 9B roztok

Koncentragni rovnovazna konstanta: zavisi naiontové sile
elektrolytu a stupni vymeny ionta.

1. ANORGANICK E IONTY

- 1épe se vymétiuji malo objemnéionty (v hydratovaném
stavu) aionty s vySSim mocenstvim

Selektivitasilne kysel ého katexu klesa v fads: Ba?*, Pb*,
S, ca®t, Ni®*, Cd®, cu®, Co*, Zn®*, Mg™.... K*, NH,',
Na’, Li*

Selektivitaanexu klesa v fadg: citronan, Stavelan, I, NOs,
CrO,Z, Br, SCN’, CI", mravencan, F, octan

2. ORGANICKE IONTY

Pti vymeéné na organickych ionexech se uplatiji i jiné
interakce, disperzni sily, mezi neionizovanymi zbytky
molekul a organickou matrici ionexu, tzn. uplatiivje sei
fyzikalni adsor pce.

Dopltikové interakce | ze vyuzit pro pripravu ionext ,, Sitych na
miru“.

3. AMFOTERNI IONTY

Aminokyseliny, peptidy ajiné amfoterni |&ky se ve vodnych
roztocich vyskytuji ve formé obojetnych ionti, tzv.
zwitterionti, jejich ndboj zavisi napH okolniho prostredi.
1zoelektricky bod amfoterniho iontu: hodnota pH, pfi které
ma iont stejny pocet kladnych a zapornych nabojt

| = PKa+PKp

P 2

V azba amfoterniho iontu na katex v kyselém prostiedi je
uréena hodnotou pK,, naanex v bazickém prostiedi hodnotou
pr.

4. BiLKOVINY

- odligné chovani bilkovin v IEC ve srovnani
s aminokyselinami a peptidy
V zavidosti na pH roztoku se bilkoviny zcela sorbuji nebo
viibec nesorbuji (pii pl).
Uginna sorpce probiha pi pH o jednotku niZ&m (kationt)
nebo vySSim (aniont) nez pl.
K déleni sorbovanych bilkovin se pouziva pH gradientova
eluce.

Pro separaci ve zvolené oblasti pH staci plynule menit
iontovou silu eu¢niho ¢inidla

INSTRUMENTACE

1. KoLoNy
- sklenéné

Diilezité parametry: délka, pramér, kvalita naplnéni,
kapacita, maximalni zatizeni kolony vzorkem

Nechromatografické kolony s pryskytiénou néplni: pomér
praméru adéky 1.5 az 1:10

Polydextranové a celulézové kolony: 20 cm a5 az 15 cm
dlouhé bez ohledu na Sitku

Chromatografické kolony s pryskytiénou naplni: pomér
praméru adéky 1:20 az 1:50

K apacita kolony: vyuziva sejen ¢ast (1 % pri analytické, 5-
10 % pii elueni preparativni, 10-20 % pti chromatogr.
bilkovin na celuléz&ch a polydextranech, 25 % pii
vytéstiovaci chrom.)

2. PLNENi KOLON

Musi byt zaru¢en dokonaly kontakt ionexu s elu¢nim
rozpoustédiem, tzn. rovnomérné naplnéni bez pritomnosti
bublin.

- analyticka chromatografie: komeréni kolony

3. NANASENI VZORKU

Pti Gplné sorpci vzorku Ize davkovat vzorek ve ziedénych a
objemnych roztocich, jinak vzorek nanaSime

v koncetrovanych roztocich, tj. v co nguzsi zong.

- davkovaci ventily se smyckami

4. ELucE
1 zokratické eluce: pouziva se jedno elu¢ni ¢inidlo

Gradientova eluce: elu¢ni sila (koncentrace) ¢inidla se
plynule méni béhem anadyzy

Rychlost eluce je ovliviiovana viskozitou roztoku, atajeho
teplotou, a zrnitosti ionexu.

Celkové rychlost toku Vy: ml roztoku za jednotku ¢asu bez
ohledy narozméry kolony

Lineérni rychlost toku u: vztaZzena na prafez ionexového
sloupce [cm/min, cn/g)

Objemova rychlost toku F,: vztazena na objem ionexového
sloupce [ml/g]
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5. JiIMANI FRAK Ci A DETEK CE

Pri diskontinualnim vyhodnocovéani eluétu jiméame frakce
nej¢astéji automatickym jimacem frakci.

Najimané frakce vyhodnocujeme vhodnou analytickou
metodou.

Pri kontinudlnim vyhodnocovani, tj. pii analytické IEC,
pouzivame detektory obdobné jako u HPLC (UV,
refraktometrické, vodivostni a e ektrochemické).

IEC SEPARACE ANIONTU

kolona: 250/4 Nucleosil Anion Il

eluent: 2mM hydrogenftalat draselny pH 5,7
pratok eluentu 2mi/min

detekce: UV spetrofometricka pri 280 nm

piky: 1. H,PO,
2.Cr
3.NO;
4. NO3
5. SO,”

1

«
a_
&
:

IEC KATIONTU A ANIONTU ZA PRITOMNOSTI

KOMPLEXONU

kolona: Nucleosil 100-10SB (anex) 250x 4 mm ID
eluent: Immol/l DCTA (diamincyklohexantetraoctova

kyselina), pH 7; pratok eluentu 2ml/min
detekce: vodivostni

'
=

HOOY

0.2 4§

o 10 20 min

IEC STEPU NUKLEOVYCH KYSELIN

kolona: 50/4,6 Nucleogel SAX 1000-8

eluent: duent A: 0,02 M KH,PO, pH 2,6; e uent B: 0,5M
KH,PO, pH 3,5; linedrni gradient 0 - 100% B za 20
min; pratok e uentu 1ml/min

detekce: UV spektrofotometricka pti 260 nm

piky: 1. CMP, 2. AMP, 3. UMP, 4. GMP, 5. CDP, 6. ADP,

7.UDP, 8. CTP, 9. GDP, 10. ATP, 11. UTP, 12. GTP.

o 1o 20 min

IEC PROTEINOVYCH STANDARDU

stacionérni faze : Nucleogel SCX 1000-8 (50 x 4,6 mm)

eluent : a) duent A: 0,02M KH,PO, pH 6,0; eluent B: A +
0,5M NaCl pH 6,0; b) eluent A: 0,01M Tris HCl pH
8,0; eluent B: A + 0,35M NaCl pH 8,0; linearni
gradient O - 100% B za 20min; prutok € uentu
Iml/min

detekce : UV spetrofotometricka pii 280 nm

a) |IEC kationtd, piky: 1. myoglobin, 2. chymotrypsinogen A,
3. cytochrom c, 4. lysozyme.

b) IEC aniontd, piky: 1. myoglobin, 2. conalbumin,
3. ovalbumin, 4. sojovy trypsininhibitor

-

—1
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