VyluCovaci chromatografie
(Size Exclusion Chromatography, SEC)

gelovad filtraéni chromatografie (6FC), gelova permeacni

chromatografie (GPC), gelova chromatografie, gelova filtrace, filtrace
molekulovym sitem

Princip: ldtky délime podle velikosti a tvaru molekul, vyuzivame
molekulové sitovy efekt (nerovnovdzny déj)

stacionarni faze je tvorena nerozpustnym inertnim gelem, ktery
obsahuje ve své strukture pory (vypinény kapalinou)

velké molekuly hemohou proniknout do pért gelu a jsou undseny
mobilni fdzi - nastava exkluze (elu¢ni objem V;)

malé molekuly difunduji do péri gelu (do kapaliny v pérech) a jsou tak
zpomalovany oproti molekuldm velkym - nastdva permeace, totdlni
pranik (eluéni objem V. .. V1)

nekdy se uplatiiuje i nezadouci adsorpce délenych Iatek na povrchu gelu

latky eluuji z kolony podle klesajici molekulové hmotnosti
1. velké 2.stredni 3. malé molekuly
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GELY (stacionarni faze) POUZIVANE V SEC

1. hydrofilni: déleni ve vodé rozpustnych Idtek/v poldrnich org. rozpoustédlech

- dextranové gely (Sephadex)

- agarosové gely (Sepharosa, Bio-Gel A)

- polyakrylamidové kopolymery (Ultrogel, Bio-Gel, Novema)

- hydroxyalkylmethakryldtové gely (Spheron, Suprema, TSKgel PW)

- sulfonovany ST-DVB kopolymer (Mcx)
- bobtnajici

2. hydrofobni: déleni ldtek rozpustnych v organickych rozpoustédlech

- polystyrenové kopolymery (Poragel, Aquapak, Polefin, SDV, TSKgel H)
- polyesterové kopolymery (Gram)

- polyvinylacetdtové gely (Fractogel PVA)

- méné bobtnaji nez hydrofilni gely - mensi kapacita, méné péra

3. nebobtnajici (aerogely): univerzdlni, vhodné pro obé skupiny ldtek ve
vysokotlaké GFC i GPC, kompatibilni s vodnou i organickou fdzi

- por'ézni modifikovan)'/ silikagel (Proteema, TSKgel SW, PFG, PolarSil)

- porézni skla
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Podle mechanickych vlastnosti délime gely v SEC na:

a) meékké: mdlo zesiténé polymery (zesiténi do 10 %); mikroporézni
struktura, vykazuji velké bobtnani
- dextran, agarosa, polyakrylamid
- pouzitelné pro tlaky 1 - 2 MPa, dlouhé analyzy, maly pritok MF
- omezend odolnost vic¢i pH a organickym rozpoustédlim

b) polomékké (semirigidni): vice zesiténé polymery (> 20%);
makroporézni struktura, omezené bobtndni
- pouzitelné v rozmezi 5 - 15 MPa
- rliznd polarita a velikost pért gelu (kontrola pri vyrobé)

c) tvrdé: anorganické materidly, silikagely, skla
- pouzitelné pro tlaky nad 15 MPa
- rlznd polarita a velikost pért gelu (kontrola pri vyrobé)
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Organické SEC gely ve styku s mobilni fdazi bobtnaji. Stupef bobtnani
je zavisly na strukture polymeru (chemické sloZent, porozita, stupen
zesiténi) a na druhu mobilni faze.

Macroporous

Microporous

oy
&

S

-

High > 20%

Crosslink density Low 2-12%

Swell Low High

Pore size Independent Determined
of eluent by eluent

Mechanical strength  Good Poor

Operating conditions

High pressure,

Low pressure,

low flow low flow
Examples PS/DVB Polydextrans,
polyacrylamides
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KOLONY V SEC

experimentdlni usporddadni SEC je stejné jako pri jinych technikdach
kapalinové chromatografie (¢erpadlo-ddvkovaé-kolona-detektor/jimac frakci-
pocitac)

nizkotlaké (sklenéné) kolony nebo vysokotlaké (silnosténné sklenéné,
nerezove) HPLC kolony

kolony musi byt naplnény gelem rovnomérné a bez vzduchovych
bublin

neuplatiuje se trend ,zmensovadni" astic sorbentu - prostor mezi
Cdsticemi v koloné je potrebny pro pohyb a dobrou pristupnost pért pro
makromolekuly

Vylu€ovaci limit kolony (staciondrni fdze)

charakterizuje stacionarni fazi a uréuje jeji pracovni rozsah

velikost péri materidlu (v &) uréuje rozsah délenych molekulovych
hmotnosti (v g-mol?)

kolona typu individual pore size
kolona typu mixed bed
kolona typu multipore particles
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Separation Range of PSS SDV Columns

Separation Range [Da]

|Mu|ﬂpore particles

100 - 60 000 Combination low

100 - 1 000 000 Combination medium
100 - 3 000 000 Combination high
100 - 30 000 000 Combination ultrahigh
Separation Range [Da]| |Mixed bed

100 - 150 000 linear S

100 - 1 000 000 Linear M

100 - 3 000 000 Linear XL

Separation Range [Da]

Single Porosity

10' 10° 10° 10" 10° 10° 107
combination ultrahigh — 0 e p DV combinatio ahig
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linear M — ed Bed P » ea 0
linear S ed Bed P » ea \
10000000A | | Sy e
1 000 000 A 1000 000 A PSS SDV S5pm, 10um
100 000 A 4 100000A PSSSDV  3um, 5um, 10um
10000 A S m:)v 5um, 10
1000 A 4
500 A -
100 A S
50 A 4 50 A PSS SDV  3um, 5
10" 1|o2 1|o3 1|0“ 10° 10° 10’

Molecular Weight [Dalton]

100 - 5 000 50 A

100 - 10 000 100 A

100 - 30 000 500 A

100 - 60 000 1 000 A

500 - 700 000 10 000 A

1 000 - 1 000 000 100 000 A

1 000 - 3 000 000 1 000 000 A
5 000 - 30 000 000 | |10 000 000 A

V SEC vyjadrujeme molekulovou hmotnost jako ndsobek atomové hmotnostni konstanty m,, pouzivdme jednotku Dalton.

atomova hmotnostni jednotka u
m,=1u=1Da= (1660 539 040+0,000 000 020)x10-27 kg
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Molar Mass [Dal]

10° 5
1SDV m 50A & 10000A
e 100A <« 100000A [
107 Ao A 500A » 1000000A L
*

Kalibraéni graf pro .single porosity" a..

10 000 000A F

Elution Volume [mil]

Molar Mass [Da]

" SDV kolonu

10° 5 10°
SDV Linear S
1 Linear M
407 oo Linear XL 5—107
I e - 10°
107 oo T I e A = 10°
L R i N N =10
R e = 10°
10" +— . . . . . . . —+ 10°
4 5 6 7 8 9 10 11 12

Elution Volume [mil]

Kolona: styren-divinylbenzenovy kopolymer, eluent: THF, standardy: polystyreny
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SUPREMA Linear XL SUPREMA 100 A, 3000 A, 3 000 A

Calibration curve

PEO ReadyCal (4 molar masses)

Molecular weight [Da]

110 000 Da

1010 000 Da

| ' | ' | ' | ' |
15 20 25 30 35 40

Analysis time [min]

Separace polyethylenoxidl na koloné SUPREMA na bdzi polyhydroxymethakrylatu

kolona Linear XL: rychld analyza, Siroky rozsah molekulovych hmotnosti (4 rddy),
nizké rozliseni vysokych molekulovych hmotnosti

kombinace kolon s porozitou 100 A a 3000 A (2x): vysoké rozlideni v celém rozsahu

molekulovych hmotnosti, dlouhd analyza
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MOBILNI FAZE V SEC

mobilni fdze neovliviiuje interakce mezi délenymi latkami a
staciondrni fdzi, nesoutézi s analytem o vazebné misto ve SF

méni stupen bobtndni gelu a tim velikost pér, eluéni poradi neméni
musi dobre rozpoustét vzorek

nesmi reagovat s ndplni kolony, ale musi ji dobre smacet a umoznit
tak prinik do pért

Hydrofobni latky a gely: THF; toluen; xylen; chloroform; dichlormethan;
nizsi alkoholy; ethylacetdt; aceton; dioxan; DMF; DMSO

Hydrofilni latky a gely: voda; roztoky pufri, methanol, acetonitril, poldrni
organickd rozpoustédla misitelnd s vodou

CERPADLA V SEC

sloupcovd SEC: mobilni fdze se pohybuje samospddem, i v koloné

nizkotlakd SEC: pohyb mobilni fdze peristaltickym ¢erpadlem, pozor
na kompatibilitu ¢erpadla a hadi¢ek s organickymi rozpoustédly

vysokotlakd SEC: pumpy bézné pro HPLC
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DETEKTORY V SEC

Diskontinudlni detekce: sbirdme frakce eludtu a obsah délenych latek
vyhodnocujeme vhodnou analytickou metodou

Kontinudlni detekce: za kolonou pripojime nedestruktivni detektor
1. spektrofotometricky (UV), refraktometricky, vodivostni
2. light scattering detektor (LSD), viskozimetricky detektor

refraktometricky + viskozimetricky + detektor rozptylu svétla = triple
detection in SEC

Detektor rozptylu svétla (LSD): reaguje na molekulovou hmotnost analytu,
informace o velikosti a konformaci makromolekuly v roztoku

- laserovy paprsek rozptylovdn na rozpusténych polymernich ¢dsticich

Viskozimetricky detektor: reaguje na vlastnosti molekuly, ne koncentraci
- méri specifickou viskozitu vzorku AL
- detekce na zdkladé priichodu kapaliny kapildrou (kapildrami)
- uréeni molekulové hmotnosti analytu + stupefi vétveni polymeru "o
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SEC analyza polymert za pouziti gradientové eluce

RT detektar | DVB/vinylpyrolidonovd kolona (3,9x150 mm)

Vzorek: 0,5% styren-akrylonitrilovy
kopolymer (25% akrylonitril)

MF: gradient 100% ACN do 100% THF za 20
minut, pritok ImL min-t

detekce ELSD + RI + UV @ 260 nm

LN B e L e e B
o FF 4 & 2 1% 1z 4 18 12 el ¥k 4

elutni fas min

SEC analyza agregdti komerénich monoklonadlnich protilatek

- kolona TSKgel G3000SWy,
JM & \ |i |!i (5 um; 7,8 mm x 30 cm)
. T .\\\ A MF: PBS (phosphate buffred saline,
A N NaCl+KCl+Na,HPO+KH,PO,),
; P Nl pritok 1 mL min-!
¥ 005 _____ﬁ A fﬁ',l::;i\\\\
TR detekce ELSD + RI + UV @ 280 nm
000+ — _3 — )I/ k};
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PRAKTICKE VYUZITI SEC

1. Skupinové déleni a odsolovani

oddéleni vysokomolekuldrnich latek jako skupiny od ldtek
nizkomolekuldrnich, k déleni uvnitr skupin nedochazi

nizkomolekuldrni latky jsou zadrzeny na koloné, vysokomolekuldrni
latky prochazeji
pokud jsou nizkomolekuldrni latky anorganické soli - odsolovani

odsolovdni je bézné v biochemickych laboratorich

oddéleni bilkovin a polysacharidt od doprovodnych soli (ndhrada za
zdlouhavou dialyzu, pri které miZe dojit k denaturaci)

ukonceni reakce nizkomolekuldrni Idtky s biopolymerem (oddéleni
koenzymu, substrdtu nebo inhibitoru od enzymu)

2. Frakcionace
déleni latek s podobnou molekulovou hmotnosti

biochemické laboratore: purifikace sacharidil, hormond, enzymi, peptidd,
NK, lipidd, virt a dokonce i bunék

organické laboratore: déleni smési oligomeril a polymeri
Siroké pouziti ve farmaceutickém primyslu v preparativhim méritku



Separace mastnych kyselin na ST-DVB gelu

Ci kolona TSKgel 6G2500H,, (7,8 mm ID x 30 cm)
%a 2 kolony v sérii, vyluCovaci limit 2x10* Da (polystyreny)
Ca ||| e eluent THF

pritok 1 ml mint
detekce refraktometricka |

CEB
CE!D

20 30 min ?\

Separace esteri kyseliny ftalové na ST-DVB kopolymeru

kolona TSKgel G1000Hy, (7,8 mm ID x 30 cm)
vylucovaci limit kolony 1x103 Da (polystyreny)

1. polystyren (10 200Da), 2. dioktylftaldat (391Da), 3. dibutylftalat (278Da),
4. dipropylftalat (250Da), 5. diethylftalat (222Da), 6. dimethylftalat (194Da),
7. n-propylbenzen (120Da), 8. ethylbenzen (116Da), 9. toluen (92Da),

10. benzen (78Da)
eluent THF L k &
pritok 1 mL min!

detekce UV pri 254 nm 5.10.2004 ©Jana Sobotnikovd ’ Minutes :




PRAKTICKE VYUZITL SEC
3. Uréeni molekulové hmotnosti

latky eluuji z kolony podle klesajici molekulové hmotnosti M

kolonu okalibrujeme standardy o zndmé molekulové hmotnosti M

sestrojime kalibracni graf - zavislost elu¢niho objemu na molekulové
hmotnosti

CEE 3 14 point Poly(st librati Paly(styrene) ReadyCal vial green
—3 oint Poly(styrene) calibration curve ]
B P y(sty ) Poly(styrene) ReadyCal vial red
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Elution volume [ml]

z eluéniho objemu nezndmé latky uréime jeji molekulovou hmotnost

okalibrovanou kolonu mizeme vyuzit pro urceni distribuce biopolymeri a
syntetickych polymert (uréime velikost jednotlivych polymert a jejich

kvantitativni zastoupeni ve smési) 5.10.2004 ©Jana Sebotnikovd
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PRAKTICKE VYUZITE SEC
Studium vazby ligandu na biopolymer

= kolonu naplnénou dextranovym gelem Sephadex 625 promyvdme (ekvilibrujeme)
mobilni fdzi obsahujici ligand

= poté priddme zndmého mnoZstvi proteinu vaziciho dany ligand — dojde k vyvazani
ligandu ze staciondrni faze

=z mhozstvi ligandu havdzaného na gel pri riznych koncentracich ligandu v mobilni fazi
a z mnozstvi vneseného proteinu vypolitame charakteristiky interakce protein-ligand
(vazebnd konstanta a stechiometrie vazby)

koncentrace | nadavkovani biopolymeru

ligandu
kol [lel] [roteinClligand

W1

ligand

W2

eluéni objem
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