Tontové Vyménna Chromatografie
(Ion exchange chromatography, IEC)

Ménice iontt (ionexy, z angl. ion exchanger)
ve vodé nerozpustné ldtky

ve styku s vodnou fazi uvolnuji elektrostatickou disociaci ionty, které
mohou byt nahrazeny ionty z roztoku s vétsi afinitou k ménici

Proces iontové vymeény
zvratny déj
pribéh zdvisi na afinité iontld k ménici a ha koncentraci iontd

Princip IEC
kolonu naplnime ionexem s vdzanymi ionty A
naddvkujeme smés iontl B a C s vét3i afinitou k ionexu nez ionty A
v ionexu dojde k vyméné iontl A za ionty B a C = zadrZeni iontli B a C

ionty B a C vytésnime z ionexu roztokem iontl A o vysoké koncentraci, ktery
kontinudlné privdadime na zacatek kolony

ionty B a C se pohybuji riznymi rychlostmi kolonou a dochdzi k jejich déleni



KLASIFIKACE TONEXU

a) podle chemického sloZeni a plivodu
anorganické, organické
prirodni a syntetické

b) podle skupenstvi a tvaru
Pevné ionexy

nerozpustné Iatky anorganické nebo organické povahy, které pri styku
s vodou bobtnaji a vytvareji pruzny gel

rizné tvary (nepravidelné &dstice mletého materidlu, pravidelné kuli¢ky o
velikosti 1-100 um, ionexové membrdny, trubicky, kapildry, vlidkna ¢i tkaniny)

Kapalné ionexy

nizkomolekuldrni latky obsahujici iontové funkéni skupiny a nepoldrni
Casti, které umoznuji rozpustnost v organickych rozpoustédlech

pracujeme s nimi jako pri extrakci kapalinou

Pelikuldrni ionexy
tenkd vrstva ionexu je nanesena na povrchu inertni ¢dstice



c) podle ionogennich skupin

Katexy (cation exchanger)
nerozpustné polymerni polyvalentni kyseliny, uvolfiujici a vyménujici kationty
silné kyselé: obsahuji sulfoskupinu -SO;-, -(CH,),SO5 (SB, SP)
slabé kyselé: obsahuji karboxy(methyl) skupinu -COO- a -CH,COO-

NaCl

SILNE KYSELY KATEX R-SO;H «—R-SO;H .~ R-505Na
HCI

Anexy (anion exchanger)
nerozpustné polymerni polyvalentni bdze, uvolfiujici a vyménujici anionty
silné bazické: obsahuji kvartérni aminy -CH,N*(CH3);; -C,H,N*(CH;),
slabé bazické: obsahuji aminoskupinu -N*H(C,Hs), bEA; -(CH,),-N*H(C,Hs), DEAE,
-O-(CH,),N*H(CH3), DMAE+OH

SILNE BAZICKY ANEX
R - N+(CH3)3OH- + CH3COOH — R 'N+(CH3)3CH3COO_ + Hzo

NaOH



Amfoterni ionexy

obsahuji katexové i anexové funkéni skupiny; vytvareji vnitrni soli,

regenerace promyvanim vodou
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Dipolarni ionexy
podskupina amfoternich ionexu

na polydextranové nebo agarosové matrici navazdny
aminokyseliny, které ve vodném prostredi vytvdreji

intramolekuldrni dipdly

Chelatotvorné (chelatacni) ionexy
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Zdakladni typy iontoménicu

anorganické ionexy (hlinitokfemiéitany, silikagel)
ionexové pryskyrice (polyakryldty, styrenové kopolymery)
ionexové derivaty celulosy

ionexové derivaty dextranu a agarosy



ANORGANICKE IONEXY
= nevyhody: nizkd kapacita pro vzorek a omezend mechanicka odolnost
= vyhody: stdlost vici radiaci a vysokym teplotdm

Hlinitokremicitany

= dnes syntetické materidly s presné definovanym
sloZenim a strukturou

= zdkladem tetraedry SiO, a AlO,

= hlinitokremicitany alkalickych kovi-zeolity vazi
vyménované kationty ve svych pérech

= nahrazovany ionexy na bdzi syntetickych pryskyric

Silikagel
= porézni forma SiO,, slabé kysely méni¢ kationtt

Dihydrogenfosforecnan zirkonicity
= moderni anorganicky katex (silny)
= struktura a vlastnosti silné zavisi ha podminkdch pripravy



IONEXOVE PRYSKYRICE
drive na bdzi fenolformaldehydu
dnes pryskyrice na bdzi derivati polystyrenu a polyakrylatu
|ze je snadno pripravit v pozadovaném tvaru, velikosti, porozité a chemickém
sloZeni a s rlznymi funk¢nimi skupinami
pouzitelné v Sirokém rozsahu pH a do 100 °C

Styrenové ionexy

(poly)styren zesitény divinylbenzenem

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

|ze navdzat na uhlikovy skelet rtzné funkéni skupiny

silny katex silny anex
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Akryldtové ionexy

estery kyseliny methakrylové zesiténé divinylbenzenem nebo
ethylendimethakryldatem

pryskyrice na bazi hydroxyalkylmethakryldatt maji vynikajici chemickou
stabilitu, pouzivaji se k HPLC separaci biopolymerd, aniz by dochdzelo k
denaturaci biopolymerd

HEMA gely - hydroxyethylmethakryldty, ¢esky vyndlez (mékké
kontaktni Colky, prof. Wichterle), separace biopolymerd, hydrofilni
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TIONEXOVE CELULOSY

Celulosa: linedrni polysacharid, glukosové jednotky spojené glykosidickou vazbou B-1,4
maji strukturu s velkymi péry pristupnymi i pro biopolymery o M,
radove 10°
vysoce hydrofilni struktura, silné bobtnaji

pouzivaji se slabé kyselé katexy (-COONa) a slabé bazické anexy
(-CH,CH,-diethylamin)

DERIVATY DEXTRANU A AGAROSY

Dextran: vétveny polysacharid slozeny z glukosovych jednotek, glykosidickd vazba o-1,6;
vétveni a-1,2/1,3/1,4

Agarosa: tvorena zbytky D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy, je neutrdlni a linedrnti,
obsahuje glykosidickou vazbu a-1,3 a -1,4
strukturou se podobaji pryskyri¢ nym ionextm
velké pory a zna¢né hydrofilni struktura umoZznuji prdci s biopolymery
jejich porozita vznika bobtnanim
vznikly dpravou geltl vyvinutych pro vylu¢ovaci chromatografii



D-Galactose

- 1--0-CH,

3,6-Anhydro-L-Galacto

Celulosa

Dextran

Agarosa



PARAMETRY IONEXU

1. Kapacita

= vyjadrujeme v mmol g

= celkovd kapacita ionexu: latkové mnozstvi funkénich skupin ionexu,
prepocitané na jednomocné ionty (maximdlni mozné mnoZzstvi iontd, které mohou
byt ionexem vyménény)

= prinikovd (uzitkovad) kapacita ionexu: Idtkové mnoZstvi iontl (vyjadiujeme
jako jednomocné ionty), které ionex zachyti do jejich prichodu

2. Porozita
= porozita ionexu ovliviiuje jeho kapacitu

= ionexy gelové (mikroporézni): porozita vznika bobtndanim
= ionexy makroporézni: porézni jiz v suchém stavu, velky primér péri

3. Bobtnavost
= vyjadruje miru bobtnani
= predstavuje ndrist objemu ionexu po namoceni ve vodé, uddvd se v %



PARAMETRY IONEXU

4. Procento zesit'ovani
uddvdme jako procentudlni podil divinylbenzenu

urcuje odolnost a mechanickou pevnost ionexu, ovliviuje bobtnavost a
porozitu

5. Zrnéni
udava podil zrn urcité velikosti

pro chromatografické Gcely je nutnd jednotnd zrnitost materidlu

6. Stabilita ionexu
odolnost viiéi oxidaénim &inidlam
mechanicka a teplotni odolnost (anex IT degraduje pri 50-80 °C)
chemicka odolnost - doporuceny pracovni rozsah pH

7. Selektivita ionexu
ionex pro zdchyt viech iontd

selektivni ionex pro uréity iont, napf. odstrafiovéni dusi¢nant



PRACE S IONEXY

1. Vybér spravného ionexu
podle (celu: pro chromatografii (chromatographic grade €6, analytical grade
AG), pro obecné analytické vyuZiti (commercial grade), pro praci
s radioaktivnimi ionty (reactor grade RG)

podle povahy délenych latek:

a) anorganické latky: ionexové pryskyrice nebo anorganické ionexy

b) nizkomolekuldrni ionogenni organické latky: ionexové pryskyrice

c) biopolymery: ionexové celulosy a agarosy

d) HPLC biopolymerda: ionexové derivdty poréznich skel a ionexové
pryskyrice na bazi hydroxyalkylmethakryldatu (Spherony, HEMA)

e) bazické latky: na katexech (prednostné silné kyselych) ve formé kationtd
f) kyselé latky: na anexech (prednostné silné bazickych) ve formé anionti

podle stupné zesiténi:

= s rostouci velikosti délenych latek pouzivdme ionexy s klesajicim stupném
zesiténi

= stupen zesiténi ovliviiuje bobtndni a tim i porozitu, pory musi umoznit
dobré pronikani analytt do ionexu (malé péry brdni pristupu k vnitinim funkénim
skupindm, velké pory snizuji ucinnost délent)



PRACE S IONEXY

2.

Bobtnani ionexu
pred pouzitim ionex zbavime necistot a nechame nabobtnat (voda, pufr)

rychlost bobtnani zdvisi na stupni zesiténi a na velikosti protiiontu funkéni
skupiny (Ize urychlit zahfdtim)

nabobtnaly ionex naplnime do kolony
ionexy nékdy doddvdny v nabobtnalém stavu, komercéni naplnéné kolony

. Pracovni cykly ionexu

prevedeni ionexu z formy jednoho protiiontu do formy druhého protiiontu,
napr. katex z H* do Na* cyklu, anex z OH- do CI- cyklu

. Regenerace a skladovani ionexu

pouzité (nabobtnalé) ionexy neskladujeme v kolondch prilis dlouho

pred uloZenim ionex regenerujeme, tzn. prevedeme do Na* nebo Cl- cyklu
promyvanim 2mol dm-3 roztokem NaCl, odsajeme na frité a dosusime na
vzduchu (nepouZivat zvysenou teplotu, poruduje strukturu zrnl)

Celulosové a agarosové ionexy
|ze kratce skladovat ve vihkém stavu s pridavkem konzervacniho Cinidla

pro delsi skladovani promyjeme ionex roztoky alkoholu s klesajicim obsahem
vody a zbytky alkoholu odstranime susenim na vzduchu



VYMENA IONTU

nabobtnaly ionex je v rovnovdze s prostredim
priddnim elektrolytu dojde k rozdéleni novych (B) i ptivodnich (A) iontd
mezi obé fdze

I 'Aionex + Br'orrok I-B + A

ionex roztok

rovnovdha je popsdna termodynamickou rovnovdznou konstantou

K. = [Blonex] [Arozfok] . ! Bionex 7 Aroztok
D
[Aionex] [Brozfok] 7A ionex 78 roztok

koncentracni rovnovaznd konstanta zavisi na iontové sile elektrolytu a
stupni vymény iontl

Iontovd vyména je sloZity proces a zahrnuje nasledujici kroky:

difdze iontu B z roztoku k povrchu ionexové Cdstice
difdze iontu B ionexovou ¢astici k funkéni skupiné
vlastni iontové vyménna reakce

diflize vyménéného iontu A ionexovou Cdstici k povrchu
difdze iontu A od povrchu ionexové ¢astice do roztoku



Vyména iontl

Selektivita ionexu (schopnost ionexl vazat uréity druh iontl a sila této
vazby) zdvisi na:

velikosti péri ionexu
charakteru protiiontu funkéni skupiny ionexu

ndboji iontu (s rostoucim ndbojem roste afinita)

poloméru iontu v jeho hydratovaném stavu (s klesajicim polomérem roste
afinita)

polarizovatelnosti iontu (s polarizovatelnosti roste afinita)

schopnosti tvorit komplexy (asocidty) s ionty na ionexu (afinita roste)
nebo s ionty v roztoku (afinita klesd)

selektivita zdvisi na typu ionexu a experimentdlnich podminkach (pH a
iontové sile pracovniho roztoku)

selektivitni rady pro dany typ ionexu

kationty nebo anionty jsou serazeny podle afinity k ionexu
jsou to empiricka pravidla pri prdci s ionexy
zdkladem je tzv. Hofmeisterova fada iontd



1. vyména anorganickych iontl

|épe se vyménuji mdlo objemné ionty (v hydratovaném stavu) a
ionty s vy$sim mocenstvim

selektivni rady, lisi se podle sily ionexu
zde podle klesajici afinity iontl - ochoty se vymériovat

silny katex SO;H:
Ba?*> Pb?* > Sr2* > Ca?* > > Ni?* > Cd?* > Cu?* > Co?* > Zn?* > > Mg®*
Ag' > Cs* > Rb* > K* > NH," > Na* > H+ > Li+
slaby katex COOH: H* > Cu?* > Co?* > Ni?* > > Ca?* > Mg?*
Ag* > Li* > Rb* > Cs* > Na* > NH,* > K*

silny anex: SO4% >TI->NO3; > Br->NO, > Cl-> OH > HCO; > F-

2. vyména organickych iontd
pri vyméné na ionexovych pryskyricich se uplatiuji i disperzni sily
mezi neionizovanymi zbytky molekul a organickou matrici ionexu,
tzn. uplatiuje se i fyzikalni adsorpce



3. vyména amfoternich iontd
aminokyseliny, peptidy a jiné amfoterni Iatky se ve vodnych
roztocich vyskytuji ve formé obojetnych iontl, tzv. zwitteriontd,
jejichz ndboj zdvisi na pH okolniho prostredi

Izoelektricky bod amfoterniho iontu je hodnota pH, pri které ma iont stejny
poCet kladnych a zdpornych ndbojl a je rovna aritmetickému priméru pK
kyselé a bazické funkéni skupiny pI = (pK, + pK,)/2

vazba amfoterniho iontu na katex v kyselém prostredi je urcena
hodnotou pK,, ha anex v bazickém prostredi hodnotou pK,.

H@ H® . .
H, R / H, R / H, R ammokyselma (NHZ, COOH)
H?NACOOH 7_{H§?\l/<0009 / HQN/(COO@
) o © —— pH<«pK, = NH;*,COOH
protonizovany stav zwitterién deprotonizovany stav
pI = NH;*,COO-
\ zwitterion \‘E rOlenZOVanT pH>p Kb - NHZ,COO-




4. vyména bilkovin

odlisné chovani bilkovin v IEC ve srovndni s aminokyselinami a
peptidy

dcinnad sorpce bilkovin probihad pri pH o jednotku nizsim (jako
kationt) nebo o jednotku vyssim (jako aniont) neZz pI, pri pH=pI se
bilkoviny nezachytdvaji na iontoménici

k déleni bilkovin pouzivdme gradientovou eluci pH nebo gradientovou
eluci iontové sily



INSTRUMENTACE IEC

1. Kolony
sklenéné (sloupcové kolony plnéné v laboratofi)

nerezové (komeréni HPLC kolony, neni kontrola naplnéni)

dilezité parametry: délka, primér, kvalita naplnéni, kapacita,
maximdlni zatizeni kolony vzorkem

sloupcové kolony s pryskyri¢nou ndplni: pomér primér/délka 1:5 az 1:10

HPLC kolony s pryskyri¢nou ndplni: pomér primér/délka 1:20 az 1:50

kapacita kolony: vyuzivdme jen ¢dst kapacity kolony
1 % pri analytické chromatografii
5-10 % pri eluéni preparativni chromatografii
10-20 % pri chromatografii bilkovin na celulosdch a polydextranech

25 % pri vytésnovaci chromatografii

2. PInéni kolon
rovnomeérné naplnéni ionexu bez pritomnosti vzduchovych bublin,

dokonaly kontakt ionexu s elu¢nim rozpoustédlem
pro analytickou chromatografii vyuzivdme komeréni kolony



INSTRUMENTACE

3. Nandseni vzorku
pri Uplné sorpci vzorku mizeme ddvkovat zfedéné a objemné

/ v

vzorky, jinak nandsime koncentrované vzorky v co nejuzsi zoné
ddvkovani rucni ve sloupcové chromatografii
ddvkovaci ventily se smy¢kami v HPLC

4. Eluce

pritokovad rychlost eluéniho ¢inidla je ovliviiovdna jeho viskozitou
(vliv teploty) a zrnitosti ionexu

eluéni ¢inidlo protéka gravitaci x ¢erpadlo v HPLC

mobilni fdze: vodné roztoky pufrl; mozny pridavek malého mnozstvi
organického rozpoustédla misitelného s vodou

vliv ndboje a velikosti iontl pufru, vliv koncentrace pufru (protiiontu),
vliv pH, teploty a iontové sily (koncentrace pufru, pripadné dalsi soli)

izokratickad eluce: pouzivame elu¢ni Cinidlo o stdle stejném sloZeni

gradientovad eluce: elu¢ni sila (koncentrace, pH, iontova sila) ¢inidla
se méni behem analyzy



5. Jimani frakci a detekce
pri diskontinualnim vyhodnocovdni eludtu jimdme frakce nejcasté;i
automatickym jimacem frakci (frakce dostatecné malél)
najimané frakce vyhodnocujeme vhodnou analytickou metodou

pri kontinudlnim vyhodnocovdni, tj. pri analytické IEC, pouzivdme
detektory obdobné jako u HPLC (UV, refraktometrické, vodivostni
a elektrochemické)



PouzITi TONEXU

zachyceni a nakoncentrovdni iontt

oddéleni kationtt, které mohou interferovat se stanovenim
aniontl a haopak

separace a stanoveni (kvantifikace) iontl na koloné s ionexem
neprimé stanoveni iontl (Na* — H*)
odstranovdni iontl z vody (pFiprava deionizované vody)

zmekéovdni vody (napr. kotle elektrdren)

demineralizace vody

priprava ultralisté vody (hapf. pro elektrotechnicky primysl)
odstrariovdni dusi¢nanll z pithé vody

odstrafiovani tézkych kovt z pitnych a odpadnich vod



IEC SEPARACE ANIONTU

kolona: 250/4 Nucleosil Anion IT

eluent: 2mmol dm-3 hydrogenftaldt draselny, pH 5,7
pritok eluentu 2 ml mint

detekce: UV spektrofometricka pri 280 nm

1

2. CI-

3.NO,"
4. NO;-
5. 50,2

identifikace piku: 1. H,PO, !2
3

5 10 15 min



IEC KATIONTU A ANIONTU ZA PRITOMNOSTI
KOMPLEXONU

kolona: Nucleosil 100-10SB (anex) 250 x 4 mm ID

eluent: Immol dm-3 DCTA (kyselina diamincyklohexantetraoctova), pH 7
pritok eluentu 2 ml min‘t
detekce: vodivostni

H(Oj-
Cl

0.2 uS

cheldt kationtl s
komplexonem




IEC PROTEINOVYCH STANDARDU

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

eluent :

a) MF A: 0,02mol dm-3 KH,PO, pH 6,0; MF B: A + 0,5 mol dm-3 NaCl pH 6,0
b) MF A: 0,01 mol dm-3 Tris HCl pH 8,0; MF B: A + 0,35 mol dm-3 NaCl pH 8,0
linedrni gradient O - 100% B za 20 min; prutok eluentu: 1 ml min-t
detekce: UV spektrofotometricka @ 280 nm

1

2

: a) piky: 1. myoglobin,
2. chymotrypsinogen A, 3. cytochrom c,
4. lysozym

| b) piky: 1. myoglobin, |
\ & 2. conalbumin, 3. ovalbumin, ; .
| 4. sojovy trypsininhibitor

o 5 10 15 min



IEC STEPU NUKLEOVYCH KYSELIN

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

eluent:

eluent A: 0,02mol dm-3 KH,PO, pH 2,6 eluent B: 0,5 mol dm-3 KH,PO, pH 3,5
linedrni gradient O - 100 % B za 20 min; prutok eluentu 1 ml min-t
detekce: UV spektrofotometricka @ 260 nm

identifikace piku:

1.CMP, 2. AMP, 3. UMP, 4. GMP
5.CDP, 6. ADP, 7. UDP, 8. CTP
9.GDP, 10. ATP, 11, UTP, 12. GTP

6 1'C> 2'0 min



