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ABSTRAKT

Gelova permami chromatografie je zvlastnim typem kapalinovéoahatografie a je zalo-
Zena na principu separace latek podle velikostiekdl Uplatiuje se pedevSim fi stano-
veni molarnich hmotnosti a distribuce molarnich tmosti syntetickych polyméra biopo-

lymerni. V potravindstvi se nejvice vyuzivéipanalyzach Zelatiny, proteira Skroli.

Kli¢ova slova: gelova perm&a chromatografie, biopolymery

ABSTRACT

Size exclusion chromatography is a special typ&goid chromatography in which par-
ticles are separated based on their size. It iglynadized for determination of molar mass
and molar mass distribution of synthetic polymems biopolymers. In food industry it is

usually applied to analyses of gelatine, protems starches.

Keywords: size exclusion chromatography, biopolysner
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UvoD

Optimalni kvalita surovin pro vyrobu potravin jevida nejen na jejich nutmich vlast-
nostech, ale i na vlastnostech fyzikathemickych, jakozZ i na z¢nach &chto vlastnosti,
ke kterym nfize dojit Bhem zpracovani a skladovani. Sledovanérem kvalit potravin
pomoci vhodnych analytickych metod je protfdeditou sodasti oboru analyzy potravin.
DalSim Ukolem potravirfdké analytiky je i vyvoj a aplikace novych anallgfich postug,
které mohou byt pouzity nejen pro charakterizacérziprobihajicich v potravinactetbem
skladovani a zpracovani, ale w&tad i pro pfikaz pouziti netradnich surovin, falSovani

potraving¢i pii detekci Zadoucich i nezadouciatigad.

Nedilnou sowtasti mnohych potravin jsou vysokomolekularni latkigiopolymery, jejichz
vlastnosti, ¥etné velikosti molarni hmotnosti a distribuce molarnicimotnosti, zasadn

ovliviuji jak vyzZivove, tak i senzorické, technologick&yayienicko-toxikologické parame

try potravin ve kterych jsou pouZzity. Jedna sefikdgd o polysacharidy, Zelatinti bilko-
viny. Siroce pouzivanou skupinou metod pro charadei biopolymed jsou chromato-
grafické sepakai metody, které se stgnako viad jinych wdeckych a pimyslovych
odwétvi jiz fadu let v potravingké analyze uplavji. Jednou z chromatografickych sepa-
racnich metod je i gelova permad chromatografie vhodna, mimo dalSich aplikaci, ke
stanoveni molarnich hmotnosti a distribuce mol&rimotnosti biopolyméri syntetic-

kych polymet.

Cilem peedloZzené bakataké prace bylo zpracovatghlednou literarni studii se z&tfenim
na problematiku gelové perntea chromatografie a jejiho pouziti pro analyzu loigme-
ra. Prace se stiémé vénuje teoretickym zaklagn metody, instrumentaci a podavieipled
0 moznostech pouziti této metody jak v analyze dlpperi obecr, tak i konkréts

v potravindské analyze.
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1 CHROMATOGRAFIE

1.1 Definice chromatografie

Chromatografie je obeé&rdefinovana jako sepatai, fyzikalné chemicka a saasreé analy-
tickd metoda Wena pro separaci a analyzuésinatek, jejimz zakladnim principem je roz-

délovani slozek sisi mezimobilni astacionarni fazi [1]

Separaci slozek s1si je mozné zjistit, Ze se zkoumanag¢snsklada naiklad ze ti raz-
nych latek a nebo naopak, Ze jermma pouze jedinou latkou a jedna se o latkistém

stavu. [1]

Vysledkemkvalitativni analyzy je zji&ni, jaké latky jsou v dané s obsazené a vy-
sledkemkvantitativni analyzy je zji&ni koncentrace jednotlivych slozek ve &mn Je
ziejmé, Ze pro provedeni kvalitativni a kvantitatiarialyzy je nutné jednotlivé slozky
smesi od sebe nejive oddtlit. [2]

1.2 Mobhilni faze

Mobilni faze je ta, ktera se v chromatografickém systému pagjeyobilni fazi mize byt
kapalina nebo plyn. Je-li mobilni fazi kapalinak pakovou chromatografii nazyvame ,ka-
palinova chromatografie®, je-li mobilni fazi plypak se takova chromatografie nazyva

~plynova chromatografie“. [3]

1.3 Stacionarni faze

Stacionarni fazeje v chromatografickém systému ta faze, kteréejgohybliva. Stacionar-

ni fazi mize byt pevna latka nebo film kapaliny zakotvenyeané latce. [3]

1.4 Obecna teorie chromatografie

V prabéhu chromatografické analyzy slozky separované latkyruji chromatografickou
kolonou jen tehdy, pokud se nachazi v mobilni fazirelativni rychlost jejich pohybu
vzhledem k rychlosti mobilni faze je tim menSm wétsSi afinitu k stacionarni fazi vykazu-

ji. Vlastnim mechanismem separace je tedy neugtaléSovani ufitého ustaleného rozd
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leni jednotlivych sloZzek vzorku mezi &ni fazemi v disledku konvektivniho pohybu jed-

né z nich a usili systému obnovit poruSenou rovhowdfuzi.

1.5 Déleni chromatografickych metod

Chromatografické metody je moZnditpodle iznych hledisek jako je nélad
» povaha mobilni faze (kapalina / plyn)
» zpasob provedeni (na kolér ploSné uspi@dani)

* princip separace (rozpouii / adsorpce / iontova vyina) a dalsi.

V tabulce¢. 1 je uvedeno rozteni chromatografickych metod, které vychaziétedi na
zaklad povahy mobilni faze. Vzhledem k tomu, Zze mobibldifmiZe byt plyn nebo kapa-
lina a stacionarni fazi e byt pevna latka nebo film kapaliny zakotvenypoarchu pev-
né latky, dostavame nasledujici mozné kombinacealmob a stacionarnich fazi a od nich

odvozené typy chromatografickych metod

Tab. 1. @leni chromatografickych metod na zakdgmbvahy mobilni faze

Hlavni typ chro- | Mobilni Stacionarni | Nazev chro- Anglicky
_ ] ) _ Zkratka ]
matografie faze faze matografie nazev

plynova rozd-

plynova kapalina ass-liquid
P lovaci elc | ° A
(GC —gass chro{  plyn
plynova ad- '
matography) pevna latka GSC gass-solid

sorgni
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Hlavni typ chro- | Mobilni | Stacionarni | Né&zev chro- Anglicky
matografie faze faze matografie | Zkratka nazev
kapalinova roz- iquid-liquid
iquid-liqui
délovaci LLC
gelova perme- gel-
kapalina o GPC :
acni permeation
kapalinova papirova PC paper
(LC - liquid chro-| kapalina tenkovrstva | TLC thin layer
matograph . ”
graphy) kapalinova ad- o _
) LSC | liquid-solid
sorEni
pevna latka | iontow vy- c ion exchan-
IE
meénna ge
tenkovrstva TLC thin layer

TLC chromatografie existuje jako rafddvaci (stacionarni fazi je kapalina zakotvena na

pevné latce) i jako adsafpi (stacionérni fazi jefpmo tuha latka) chromatografie. [4]

1.6 Gelova permed&ni chromatografie (GPC)

Gelova permemi chromatografie (v anglické liter&je mozno najit rowt nazev Size
exclusion chromatography) je specialnim druhem mkal@ kapalinové chromatografie.
Lze ji vyuzit k mnoha typim analyz o kterych bude pojednavat kapitola 7 pétxe, pe-
devsSim vSak nachazi uplétm pfi stanoveni molarnich hmotnosti, distribuce mol&rni
hmotnosti a k analyze $si oligomernich slatenin u syntetickych polymeii biopolyme-
ra. Bez zavedeni GPC do praxe by byl nemyslitelnysdhgyvoj makromolekularni che-

mie a rekterych disciplin biochemie.

Na rozdil od absotmi ¢i rozcklovaci chromatografie je separace u GPC zavislapoa
velikosti molekul analyzovanych latek a t&nvibec nezavisi na jejich chemické povaze.
Chemické vlastnosti separovanych latekujirpouze systém, vémz bude separace prova-

déna (volbu hydrofilnihai hydrofobniho gelu a s tim souvisejici volbudglinocinidla).
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Pomoci gelové chromatografie je mozno separovakyalky molekuly, které se liSi svymi
rozmeéry, pokud se dale rozpousiji v nekterém rozpoustle. Velikost molekul nehraje
roli, jelikoZ moderni gelova chromatografie umaoje separaci celé@ady latek od nizkomo-
lekularnich az po vysokomolekularni, jejichz moldhmotnost je v rozmezi0* az 10’

g/mol.

Chromatograficka kolona pro gelovou pergrd@achromatografii je napéma malymicasti-
cemi gelu, ktery obsahuje pérgznych roznéri. Prostory mezi zrny gelové naplnpory
jsou vyplreny rozpoustdlem (mobilni fazi). Zedny roztok vzorku se nanese na vstup do
kolony a postupf se mobilni fazi vymyva. Koncentrace vzorku v elu@ia vystupu

z kolony se sleduje vhodnym detektoreri. ®leni nagiklad &i druhi molekul podle je-
jich velikosti mohou nejmensi molekuly difundova# do vnitniho prostoru gelu, a jsou
tudiz nejdéle zadrzovany v kokgrzatimco sedre velké molekuly se dostanou pouze do
vétSich pdt gelu a nemohou difundovat az to jeho nitra. Molgklsteré maji rozrary
VEtSi nez jsou rozery poni, jsou z gelové napénvylouceny (exkludovany), mohou se na-
chazet pouze v prostoru mezi zrny a prochazejinmidez zadrzeni. JelikoZz mobilni faze
volné proudi pouze v prostoru mezi zrny, jeigadi eluce fi gelové chromatografii takoveé,
Ze nej¢tsi molekuly opousfi kolonu nejdive a teprve potom odchazeji z kolony moleku-
ly s menSi molarni hmotnosti. Nejmensi molekulytetusi vykonat mnohem delSi cestu

pii prichodu kolonou.[5]

= yaid volume + = small molecule

Sumof O = inkernal yolume ¥ = large moleculs

Obr. 1. Sepagavzorku prochazejiciho

chromatografickou kolonou



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 13

2 ZAKLADNI POJMY

2.1 Parametry charakterizujici gelové loze (kolonu)

Pojem stacionarni faze Ize v gelové chromatogddféipat dvojim zgsobem [6]. Bd je
jim mySlenatast volného prostoru uviipon gelu ozn&ovanaV; nebo je myslen cely ob-
jem gelu oznéovanyV,. DalSimicasto uvadnymi konstantami jsou etni objem exklu-
dované latky, a celkovy objem ozr@avanyV:. V gelové chromatografii uvazujeme tedy
volny objem rozpoustlla V,, jenzZ je definovan jako objem kapaliny méasticemi gelu

v kolorg, a stacionarni obje;, jenz fedstavuje objem rozpouslia v porech gelu. Ode-

¢tenim objemu matrice geMym od celkového objemu gely dostaneme hodnot:

V. =V, -V (1)

Vzajemny vztahd&chto paramefrize popsatdmito rovnicemi:

V, =V, +V, (2)
V, =V, +V,, 3)
Vt :Vo +Vi +ng (4)
pricemz
Vyn=m IV (5)
V.=V, -m, [V (6)
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anebo

V, =m, [5;, ©)

kde Vym je objem matrice geluyy — parcialni specificky objem matrice xerogetny —
hmotnost matrice xerogel@; — schopnost xerogeluipmat rozpou&tdlo. HodnotaV; se
objemu rozpousgtla v prazdné kolah ObjemV, se zjisti experiment&dntak, Ze se chro-
matografuje vysokomolekularni latka, ktera rigen proniknout do pdrgelu, a wi se jeji
elueni objem. Hodnotd/; se vypgitava z pislusnych rovnic. Hodnot& je udavana vy-

robcem.

Elueni objemVg v gelové chromatografii je popsén rovnici:

Vi, =V, +K, IV, (8)

kde Kp je distribini konstanta, ktera iie nabyvat hodnot mensich nez 1. Je nezavisla na

délce gelového sloupce a zavisi pouze na velikostaru pol v gelovychéasticich. [6]

Pro velké molekuly, které nemohou pronikat do dglupti exkluzi) jeKp = 0 a platiVg =
Vo a elini objem je roven mrtvému objemu koloxy. Dostaténé malym molekulam pro
které platiKp = 1 jsou pistupné vSechny péry. Eni objem jakékoliv latky se tedy musi

pohybovat v intervalu odfy doVg + V..

2.2 Charakteristika polymolekularity (polydisperzity) | inearnich homo-

polymeri

Jednim ze zékladnich parantetkteré mohou byt pomoci GPC stanoveny je molarni
hmotnost a distribuce molarnich hmotnosti polyim&f pripact linearnich homopolymér
stai na charakterizaci délkietzce jediny parametr — molarni hmotndstnebo stupe

polymerizaceP, ktery udava peet stavebnich jednotek (nigrv molekule. Plati
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M =M, P, 9)

kde M, je molarni hmotnost meru.

VeSkeré pdaebné informace o polymolekularivzorku vSak nelze ziskat, protoZe polyme-
rizacni stupé vetsSiny realnych polymérdosahuje az desitek tisic a bylo by protarelm
dokonale rozliSitettzce této délky, které se liSi jen o jednu stavedaiotku. Tato okol-
nost vSak na druhé strammoziuje aproximovat délkdettzce, kterd se ve skuteosti
meéni nespojié, spojitou veléinou M, pripadré P, a charakterizovat relativni zastoupeni
jednotlivych homopolymér spojitou funkci f (M ) pripadré f,(P), kterou nazyvame
diferencialni hmotnostni distribuci. Do této funkmetom z&lenime informaci o polymo-

lekularit vzorku. Funkcd (M )e definovana tak, ze séin f, (M)dM udava hmotnost-

ni zlomekietézai, jejichz molekulovd hmotnost leZi v intervalu mbkaM + d\.

Plati:

(10)

TfW(M)dM =1

Mo

Vzhledem k tomu, Ze stanoveni distdhifunkce neni vzdy jednoduchou zalezitosti jsou

N e

¢asto pouzivany i jednoduSsi“ parametry, které viyod zpisobem charakterizuji polohu,

Sitku, resp. asymetrii distrildai kiivky. [7]

Nejcastji to jsou ciselny (M, ) a hmotnostni ¥, )primére molarni hmotnosti, které

jsou definované vztahy:

v o2 M DM, (11)

tooxn ¢

kde n je latkové mnozstviM, molarni hmotnost & je molarni koncentrace dané latky.
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SwM, DM’ (12)
Sw Yo,

M, =

kde w je hmotnostni zlomekM,; molarni hmotnost & je molarni koncentrace dane lat-

ky.

Ciselny pimér molarnich hmotnosti se stanoviienim koligativnich vlastnostifeds-
nych roztok polymef (nag. osmotického tlaku),fpadré urcenim p@tu koncovych sku-
pin. Hmotnostni pimeér ziskame najklad z nefeni rozptylu setla nebo sedimentai

rychlosti v ultracentrifuze.

Kromé ¢iselného a hmotnostnihogonéru molarni hmotnosti se iieme setkat i s dma
dalSimi paméry. Experimentalé je miZzeme stanovit sledovanim sedimeéniarovnovahy

v ultracentrifuze. Ozralji seM, aM Mezi jednotlivymi ptiméry plati nerovnost

z+1l*

n w z z+1 "

Znameénko rovnosti plati pouze priigné monodisperzni vzorek.

Jako kritérium §ky distribuce (polymolekularity, polydisperzity) jdastji slouzi podil:

P=M,/M, (13)

[8]

Nepfima metoda stanoveni molarni hmotnosti, oblibenédspou experimentalni nenéro

nost, je viskozimetrieiednych roztoki polymefi. Vztah mezi molarni hmotnosti poly-
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merniho vzorkuM a limitnim viskozitniméislem [/7] popisuje Mark — Houwinkova rovni-

ce:
[7]=km?, (14)

jejiz konstantyK a a jsou tabelovany. Da se ukazat, Ze pokuditme limitni viskozitni
¢islo polydisperzniho vzorku iedstavuje hodnotll, vypctitana s pedchozi rovnice, vis-

kozitni ptimér molarni hmotnostM,,, definovany vztahem:

M, :[[MafW(M)dM o (15)

[9]
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3 SEPARACNI MECHANISMUS

3.1 Teorie separaniho mechanismu

V odborné literatte je popsanodkolik teorii separéniho procesu. Tato bakéska prace

se strdné vénuje rovnovazneé teorii, teorii omezené difuze aasaq@ tokem.

3.1.1 Rovnovazné teorie

Do této skupiny pat teoretické pistupy, které jsou zaloZeny na spolém gedpokladu,
Ze retefini objem je dan rovnovaznym razenim molekul uvazované latky mezi mobilni
fazi v intersticialnim objemu a kapalinou imobilimmou v porech napintakzeK, pred-

stavuje ponsr rovnovaznych koncentraci v obou fazich.

Prvni teorii rozdlovaciho koeficientu pro GPC vypracoval Porath [1kery uvazoval

jednoduchy model stejnych kuzelovitych p@ odvodil vztah:
K, =k@-R/r,)?, (16)

kde r, je vstupni polorr kuzelovitého poru aR, je efektivni polomir molekuly. Pro

makromolekuly ve tvaru statistického klubka dosagM ** za R, a dospl k e vztahu:

2 7° (17)
Kp = k[l——(sklM )1/3}
. —a

kde S je celkovy objem rozpouilla v nabobtnalém gelug, je ¢ast objemu poru nép
stupna molekulam dané latkk a k; jsou koeficienty arérnosti, které se stanovi pro dany
typ gelu empiricky.

Laurent a Killander [11] navrhli realigtgjSi model struktury Upknabobtnalého, homo-

genr¢ zestovaného gelu, kterou aproximovali systémem nabapdadanych, nekore
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n¢ dlouhych tgi. Objem dostupny sférickym molekulam pro tento elatanovil Ogston
[12].

Le Page a kol. [13] a Cantow a Johnson [14] odvediah mezi rozdlovacim koeficien-
tem a distribuci rozeri pon. Studovali separaci v kolonach phych ¢asticemi silikagelu
[13] a porovitého skla [14] a zjistili, Ze separgeéizena sterickou exkluzi, i kdyZ retem
objemy vypd@itané z nezavisle zené distribuce rozémi pom byly vzdy &tSi nez expe-
rimentalni. Pozégi se zjistilo [15], Ze tento nesoulad je moznétaatst, pokud se explicit-
né¢ zahrne do vyp&iu omezeni dostupného objemu pdtivem vyloweného objemu mo-
lekul v blizkosti stny poii [16].

Staticko-termodynamicky vyget exkluze rigidnich molekul z pbigeometricky jednodu-
chého tvaru uvedli Giddings a kol. [17]. Podobnypadet pro ohebné makromolekularni
fetzce uvéejnili Casassa [18] a po¥id Casassa a Tagami [19], Kteripisuji zmenu vol-

né energie i) piechodu klubka z roztoku do prostoru uyrptri snizenim jeho konfor-
mani entropie a vypdtali rozdlovaci koeficienty mezi volnym roztokem a porovitou
naplni pro tzné geometrické tvary pirTato teorie pedpovida, Zze v GPC zavisi separace
vyhradré na efektivnim hydrodynamickém objemu molekul. Tptedstavu zevSeobecnil
Pouchly [20], ktery zahrnul do vyptu i adsorgni sily v blizkosticasté&né propustné shy
poru, a Doi [21], ktery uvaZoval slo&§i geometrii pérovitého sorbentu. Vikgk a kol.
[22] ukazali, Ze souhlas experimentu s teoretighii@adpo\edi pro valcovité pory je mozné

zlepsit volbou realisti¢jSi okrajové podminky ve vztahu vyttemém Cassasem [18].

3.1.2 Teorie omezené difluze

Mechanismus omezené diflze vychaziredpokladu, Ze nedochazi k Gplnému ustaveni
difazni rovnovahy v jednotlivychiastech chromatografického sloupce. Hloubka proriknu
molekul separované latky do @ogelu je zavisla na difznim koeficientu, jenz jasiny
jejich molarni hmotnosti a tedy i hloubce proniknorolekul analyzované latky do gelu.
Doba setrvani makromolekuly ve styku s ndplni @/satelnd s dobou petnou k difuzi
této latky do par gelu a zpt.[26] Ackers [23, 24] fedpokladal, Ze ip konvekénim toku
roztoku, ktery obsahuje makromolekulznych rozmdra, v prostoru mezi pérovitymi
casticemi budou pomaleji difundujici, velké molekutystavat delSi dobu v mobilni fazi a
tim se zanou obohacovat v prvnich podilech eluatu. Vliv &ii difize na retemi objem

teoreticky zpracovali Yau a Malone [25].
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Kubin [27] analyzoval vliv difaze v zéngelu pro pipad separace makromolekdl GPC
u naplrf s nehomogennimi pory zaeulpokladu, Zze pro molekuly danych razinje za
podminek, které panuji v GPC kolonach, efektidostupna pouze povrchova vrstva sor-

bentu. Pro roztlovaci koeficientK ; odvodil vztah:

K, =@1-p°)K, (18)

kde p je efektivni polondr vnitiniho nepistupného jadra sorbentikge rovnovazny roz-

délovaci koeficient.

Proti teorii omezené difuze se vSak pravem namb@d, takovém fipackt by elwni objemy

zavisely na linearni rychlosti mobilni faze [26].

3.1.3 Separace tokem

Jako dalSi z moznych mechanistoyl navrzen i zcela odliSny mechanismus separ#ce p
gelové permami chromatografii, ktery vychazi z existence patakého profilu rychlosti
toku i laminarnim prouéni systémem Uzkych kapilaridtlpoklada se, Ze pro kazdou
molekulu existuje v blizkosti &y oblast, do které neiwe z geometrickychisvoda pro-
niknout. Proto sed&tSi molekuly statistick¢astji vyskytuji blize ke gedu kapilary, kde je
rychlost proudni nejwtSi a v konéném disledku se z kolony vymyvajitfive. DalSim
podpirnym jevem nize byt i zpomaleni rychlosti pohybu makromolekuborovnani
scistym rozpousdtdlem v disledku smykovych nai vyvolanych laminarnim tokem

v kapil&e. [28]
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4 KOLONY

4.1 Material kolon

Na za&atku vyvoje GPC bylo konstrdkim materialem kolon skoro vyhrafisklo. Je
chemicky i tepel& dostaténé odolné a inertni, coz jergdevsim dlezité @i separaci bio-
logickych materiél, které mohou denaturovaiti gtyku s kovy. Rihlednost skla umaditije
vizualne sledovat postup pémi kolony a stav gelovéhdizka v pfibéhu jejiho pouzivani
(usazovani, vznik dutin, aj.). Nevyhodou skla jdamstrukniho materialu jsou jeho me-
chanické vlastnosti, tj. citlivost na pnuti, narazyibrace, a také mala odolnositivtlaku.
[29]

V sowasné dob je nejpouziva&Sim konstruknim materidlem na stavbu kolon nerezova

ocel, rekdy se pouziva takeé titan a nikl. Povrch kolon @zmé pokryt sklem.

Kolony maji nejastji tvar rovné vélcovité trubice. [30]

4.2 Naplné kolon

Tato kapitola stréné shrnuje informace o n&gsgji pouzivanych typech gelpouzivanych

jako naplg pro GPC kolony.

4.2.1 Dextranové gely

Vyrabi se z fragmeitdextranu, cozZ je produkt bakteridliepeny sacharosyleuconos-
toc mesenteroidgszestovaného epichlorhydrinem v alkalickém piesti. Znénou po-

meéru reaktani Ize ovlivnit stupé zesi€ni a tim i velikost par.

Komerni nazev tohoto typu gelje Sephadex a jejich vyrobcem je Amersham Bios-

ciences:

* Sephadex G-10 a G-15 s malymi pory jsou vhodnélénd nizkomolekularnich la-
tek (peptidy, aminokyseliny, koenzymy)

* Sephadex G-25 a G-50 pro odsolovani rozfototein

* Sephadex G-75, G-100, G-150 a G-200 se dodavajsgparace proteindo veli-
kosti molarni hmotnosti M ~ 600 000 g/mol
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* matricefady LH (hydroxypropylované) jsou deny pro praci v nefiiS hydrofob-

nich prostedich (ethanati chloroform)

* Sephadex LH 20 lze pouzit nalehi triacylglycerol, mastnych kyselin a steroid-
nich hormoag. [31]

4.2.2 Agarosoveé gely

Agarosa je polysacharid ziskavany purifikaci agaroa'skychias. Zpracovanim agaru se
odstrani nabité polysacharidy, #aty roztok elektroneutralni agarosy po ochlazewonsp
tanre tvoii gel. Zesfovani (“cross-linking”) agarosy se provadi reakci 2s3-
dibrompropanolem v alkalickém prostli, gipadré reakci s epichlorhydrinem. Velikost

poni je ovlivréna podilem agarosy.

Vyrobci agarosovych géljsou napiklad Amersham Biosciences nebo Bio-Rad Laborato-

riem a jsou dostupné pod korieimi nazvy:
e Sepharose 2B, 4B, 6B
» Sepharose CL-2B, CL-4B, CL-6B (“cross-linked”)
e Sepharose 6, 12

* Bio-Gel A0.5m (1.5m, 5m, 15 m a 50 m) [31]

4.2.3 Polyakrylamidové a metakrylatove gely

Polyakrylamidové gely sefipravuji kopolymeraci akrylamidu &,N- methylenbisakry-
lamidu . Vyhodou oproti polysacharidovym dextranow§i agarosovym géim je odolnost
proti mikrobialnimu #stu. Jsou row¥ prosté vSech nabitych skupin. Vyrobcem je Bio-

Rad Laboratories:
e Bio-Gel P-2 (P-4, -6, -10, -30, -60, -100, -150062 -300) [31]

Vyznamnym dodavatelem metakrylatovychigehodnych pro GPC ve vodné fazi je rov-
n¢z firma Tosoh Bioscience. Gely nesou koémérozng&eni TSK-GEL PW a TSK-GEL
Alpha.
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4.2.4 Polyvinylacetatove gely

Jedn& se o kopolymer vinylacetatu a butandiol 1 d#&inyleteru, které jsou vhodné pro

stredrg polarni az polarni rozpousta. [32, 33]

4.2.5 Polystyrénové gely

V tomto gipadt jde o kopolymer styrenu a divinylbenzenu. Né&gbou vhodné pro sepa-
raci polymeti rozpusénych ve stedrg polarnich az polarnich organickych rozpedgch.
Vyrobci jsou napiklad Polymer Laboratories Ltd. (kondei ozn&eni PL gel), Waters As-
sociates (Styragel) Tosoh Bioscience (TSK-GEL H) [3,a Bio-Rad Laboratories (Bio-
Beads S-X) [31]. PouZziti tohoto typu dgdro analyzu polymérv organickych rozpou&t

dlech je znan¢ rozStené.

4.3 PInéni kolon

PIréni kolon pati mezi dilezité pracovni postupy v kapalinové chromatografiotoze
zpasob ulozentéstic gelu v gelovéemifku uguje hydrodynamické parametry kolony, od-
por gelovéhoizka i uniformitu toku a vikledku toho podstatnoudnmou i (Einnost sepa-

race.

Organické, bobtnajici gely se plni do kolon po tosdi rovnovaZzného nabobtnani
v mobilni fazi. Red z&atkem plgni je feba z gelu odstranit vzduch ritgtad zakievem
nebo ultrazvukem. [34] Péni kolon musi byt rychlé, protoZ&ipomalejSim plani se
casténe rozcluji castice gelu v kolotipodle rozndra (jako prvni se usazujict8i ¢astice)

a také nastava jejich aglomerace, ktera snizujétiwaaplreéni kolony. [35]

Nebobtnajici aerogelyasticemi ¥tSimi nez 20um je mozné plnit do kolon za sucha.
Gel se pomalu nasype do kolony, ktera vibruje. Paosieni se kolona promyje odp§mym

eluentem a jeifpravena na pouziti. [35]

V sowasné dob se vSak ve &Sirg pripadi pouzivaji komemeé dostupné kolony napiné

gelem o Zadanych vlastnostemz ztraci ,laboratoré plnéné kolony vyznam.
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5 DETEKTORY

5.1 Detekce

Obecrt je chromatograficka detekce definovana jako proggékterém se indikuje poloha
a ukuje koncentrace, ifpadré nékteré specifické vlastnosti sloZzek &n podrobenych
chromatografické separaciiiRletekci Ize stanovit hll viastnosti eluatu vychazejiciho

z kolony , nebo vlastnosti separované latky (sQludapusEné v eluatu.

Na detekci se n&pstji pouzivaji kontinuala pracujici detektory a zji&eé vysledky se

zaznamenavaiji. [36]

Na detektory jsouipanalyze kladeny poénné vysoké pozadavky.iBdevsim to jsou:

vysoka citlivost

» stabilita a reprodukovatelnost detekovaného signalu
» Siroky linearni dynamicky rozsah

* rychla odezva

* minimalni objem detelni cely.

Detektory niizeme rozdlit na specifické meéfici uritou typickou vlastnost solutu (fotome-
try, coulometry a pod.ypespecifické ¢casto nazyvan@niverzalni (plamenoionizéni de-

tektory, refraktometry a pod.)smiSene[37]

5.2 Refraktometry

Refraktometry jsou typickymipdstavitelem detektdy které n&ii vlastnosti eluatu. Jejich
principem je ndteni znén indexu lomu eludtu v zavislosti na koncentradutso Aby se
zvySila citlivost ngfeni a omezily ruSivé vlivy, jsou refraktometry ktmsvany
v difererénim vyhotoveni, kde se porovnava index lomu elgatndexem lomu eluentu.
[38]
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Z metod ngieni indexu lomu se v kom@e® dostupnych detektorech vyuzivaiyii princi-
py:

» Deflexni refraktometryyuzivaji lom s¥telnych paprsk pii prichodu ges rozhra-

ni latek s rozdilnou optickou hustotou, popsanylismgm zakonem.
» Reflexni refraktometrjgou zaloZené na Fresnetaakoré odrazu svtla.

» Refraktometry zaloZzené na Christianseh@wu Prochazi-li sstlo kyvetou napl-
nénou malymicasticemi se stejnym indexem lomu jako ma kapalikgvet:, jeho
intenzita poklesne jen mélo. Pokud se vSak indexul@luatu zrani, lomy a roz-
ptyl swtla na rozhranich kapalingstice vzrostou a intenzita &hka poklesne.

Zmeény intenzity s¥tla jsou angrné zneén¢ indexu lomu eluétu.

» Interferometryve kterych koherentni paprskyétia prochazeji srovnavaci atici
kyvetou. Ritomnost solutu v @fici kyveg zpisobuje zminu efektivni optické

drahy paprsku. Tato draha seéfrinterferometrem.

Refraktory jsou nejpouzivéj$i detektory v gelové perm@&d chromatografii. Detekuji

vSechny latky, jejichZz index lomu se dostateliSi od indexu lomu mobilni faze.

Problémy pi pouZiti refraktometru zjsobuje zavislost indexu lomu na tegla tlaku.
[39]

5.3 Fotometry

wwe

Fotometry jsou typickymi i@dstaviteli detektdr meficich vlastnosti solut Méki zmeny
intenzity zdéeni prochazejiciho &hici kyvetou, zfisobené fitomnosti solutu. Néastji se
sleduje absorpce #&ni v ultrafialové (UV) oblasti spektra, m&abvyklé je sledovani ab-

sorpce Vv oblasti infiervené (IR).

5.3.1 UV detektory

UV detektory pracuji bdi pii pevné vinové délce nebo lze vinovou délkénihv zavislosti
na analyzovaném solutu. Monochromatick&mréav UV oblasti se n&jstji ziskava filtro-
vanim zé&eni nizkotlakovych nebo vysokotlakovychtiduych vybojek, deuteriovych lamp

a v posledni dabi zinkovych lamp, gipadré pomoci fosforénych zdrof.
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Pristroje pracujici ve vice vinovych délkach pouZivegiastji jako zdroj zdeni rovrez
deuteriové lampy, ze kterého se monochromatonézisiZadovana vinova délka.éil se

absorpce Z&ni @i zvolené vinove délce.

Absorpce UV zéeni sefidi Lambert-Beerovym zakonem, podle kterého je rmtvdabsor-
bovaného zi@ni funkci poateni intenzity zéeni, délky optické drahy paprsku v kyget

koncentrace solutu a jeho molarniho ab&eiipo koeficientu.

Pouziti UV detektoru je omezeno absorpci eluentpracovni vinové délce. [40]

Obr. 2. UV detektor (vyrobce
liap

5.3.2 IR detektory

Pomoci IR detektdrje mozno detekovat prakticky vSechny polymery,jajieh pouZziti je
znané omezené spektralnimi viastnostmi mobilnich fazaulvhodné fedevsim na gte-

ni pri vysokych teplotach a na detekci vicesloZzkovydatsd41]

5.4 Detektory mérici molarni hmotnost vzorku

DalSi skupinu detektartvoii moderni typy tzv. ,molar mass sensitive detec¢tdjsdetek-

tord, které zaznamenavaji molarni hmotnost nebo viskaatreného polymerniho vzorku.

5.4.1 Viskozitni detektor

Pro on-line ndeni viskozit v GPC systému se &¢egtji pouziva viskozitniho detektoru
tvorenéhoctyifmi kapilarami, které jsou sestaveny dougtku“ analogického ,Wheatsto-
neovu“ mistku (viz. obr. 3). Proudi-li timto systémem pouZisté rozpou&dlo

s viskozitoun,, je diferencidlni tlak (differential pressure) vistku nulovyAP = 0, protoZe
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kazda zeityt kapilar obsahuje pouz@sté rozpou&dlo. Zane-li mistkem proudit poly-
merni roztok, ktery je eluovan z GPC kolony, vsijegento roztok do kapilar C1, C2 a C4,
zatimco v kapilge C3 Zistava, vzhledem kifiomnosti zasobniku (,hold-up column®) stale
Cisté rozpouddlo. Zvyseni viskozity v kapilarach C1, C2 a C4srevnani s viskozitou
cistého rozpoustlla v kapilde C3 zfisobi tlakovou nerovnovahu vistku, ktera je rére-
na tlakovym snimg&m. Vstupni tlak (inlet pressure)Ra diferencialni tlak jsouifmo

ameérné specifické viskozitpolymerniho roztoku.

_p-m, _ AAP (19)

Vzhledem k tomu, Ze #iené koncentrace polymernich rozigkou velni nizké, je mozno

piimo stanovit limitni viskozitnéislo:

(20)

Spojeni refraktometrického a viskozitniho detektpnskytuje pesné stanoveni molarni
hmotnosti pro vSechny typy polyniema které Ize aplikovat univerzalni kalibraci. i8-v
kozitnim neteni lze ziskat i cenné informace o stupétiveni, které nejsouipmeéreni se

samotnym refraktometrickym detektorem dostupné] [42

Fram g
columns

& Hold-up column

Obr. 3. Schéma viskozitniho detektoru
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5.4.2 Detektor rozptylu svétla

DalSim typem detektoru, kterym lIze stanovit moldrmiotnost vzorku je detektor rozpty-
lovy, jehoz ngtici princip je nasledujici. i stanoveni dopada laserovy paprsek doné
kyvety obsahujici eluat, ktery opousti chromatdgkafu kolonu. Dopadajici primérni lase-
rovy paprsek je rozptylovan rozp&symi polymernimicasticemi. Intenzita rozptyleného
swtla je unerné velikosticastic, které rozptyl Zjsobuji. Molarni hmotnost &ena rozpty-
lovym detektorem se stanovi pomoci Rayleighovy i nkterou Ize zjednodusemivest

ve tvaru:

R(0),., = KCM (21)

kde R(@) je intenzita rozptyleného &la, C je koncentrace polymerniho roztoku, je

hmotnostni pimér molarni hmotnosti & je optick& konstanta.

Pro vyp@&et molarni hmotnosti je nutno stanovit ® pri nulovém rozptylovém uhlu. To-
ho Ize dosahnout pouzitim #iuzv. detektoru ,Malouhlového rozptylu&ia“ (Low Ang-
le Light Scattering, LALS), coZ je detektor ktenyima rozptylené silo pod uhlem men-
Sim nez 10° vhledem k primarnimu paprsku. DalSimoeti je niteni rozptyleného stla
pod 1iznymi Uhly pozorovani a nasledna extrapolace kgwéinu“ Ghlu. V tomto druhém
piipadt hovaime o tzv. ,Mnohouhlovém detektoru rozptyluéda” (Multi Angle Light
Scattering, MALS). Pomoci rozptylovych detekidee stanovit jak hmotnostni jomer

molarni hmotnosti, tak velikogtstic (gyr&ni polongr). [42]
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Obr. 4. Detektor malouhlového

roZptgwtla (vyrobce Viscotek)

Obr. 5. Detektor mnohouhlového

roglpt s\etla (vyrobce Bioscience

Teclogy)

5.5 Ostatni detektory

Kromé vySe uvedenych detekfofe mozno pouzitadu dalSich Zé&eni, jejichz vyznam

vSak nedosahuje vyznamu detekitdrskutovanych ve vySe uvedenych kapitolach.

Elektrochemické detektoryyuzivaji elektrochemické reakcefepevsim elektrolytické

oxidace a redukce sledované polarograficky nebtoowetricky. [43, 44]

Vodivostni detektorynéti elektrickou vodivost roztakionizovatelnych soldt Eluentem
byva &tSinou voda. Vyhodou je jejich jednoduchost, magiglost vodivosti na tepldta

wwe

malé rozmdry meétici kyvety.
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Kapacitni detektoryn¢ti dielektrické vlastnosti eluatu. Na rozdil od wmbtnich detekto-
ra se jejich pouziti vaZze na elektricky nevodivé égsg. Nevyhodou je také zéraa citli-

vost na kolisani teploty.

Hustotni detektorJeho principem je snimani 2mhustoty eluatu. Citlivost natesy a

zmeny teploty. [45]

Atomové absomi spektrometryse uplatnily B detekci eludt obsahujicich kovy
v podolg organosilikori [46] a anorganickych soli [47-50]. Eluat sénpo prenasi do

spektrometru, kde probiha viastnéieni.

DalSi detekni principy vyuzivaji msieni znén tepelné vodivosti, radioaktivity, jiné snima-
ji teplo adsorpce solutu na vhodném sorbentu, reletty zachyt nebo absorpci ultrazvu-
ku.

Samostatnou skupinu detekiawvoii zaizeni utené na snimani koncentrace separované

latky primo v kolorg. [51]

5.6 Kombinované detektory

Pri separaci chemicky heterogennich systéjako jsou vzorky biologickéhoipodu, sng-
si nizkomolekularnich latek a polynienebo kopolymery, jéasto nevyhnutelné séasné
vyuZziti vice deteknich princigi. V takovychto pipadech je nejjednodusSi spojeni dvou

anebo vice detektbrdo série.

Prikladem mohou byt tzv. dualni detektory, kterésmum meii absorpci sétla pii dvou

vinovych délkach, nebo UV absorpci a&m indexu lomu. [52]

V modernich pistrojich setasto setkavame i s kombinovanou detekci umjpzi stanove-
ni absolutni hodnoty molarnich hmotnosti polyimé¥ikladem mohou byt duélni detekto-

ry spojujici refraktometr (detekce koncentrace)iskazimetr (detekce viskozity), refrak-
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tometr a detektor rozptylu &a a konén¢ i tzv. triple” detektor, ktery do série spojuje

refraktometr, viskozimetr a rozptylovy detektor.
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6 KALIBRACE V GELOVE PERMEA CNi CHROMATOGRAFII

Gelova permemi chromatografie neni ,absolutni“ metodou pro etami molarnich
hmotnosti. Abychom mohli chromatogram interpretoaattanovit molarni hmotnost po-
lymeni a jeji distribuci, jeieba GPC kolonu kalibrovat, tedy stanovit zavisiogtzi re-
tentnim objememdasem) a molarni hmotnosti vzériNasledujictast prace se problema-

tice kalibrace stréné vénuje.

6.1 Prima kalibrace uzkymi frakcemi

Standardy polyméruréené ke kalibraci GPC kolon maji pokryvat co nejSdast moléar-

nich hmotnosti a maji mit velmi Uzkou distribudA (/M <1 ), Jaby bylo mozné
s dostaténou gesnosti polozitM , = M, = M, kde M, je molarni hmotnost odpo-

vidajici el&énimu objemu maxima chromatogramu. Tyto podminkyitgplpredevsim ani-
ontové polystyreny. Kalibemi kiivky stanovené pomoci kvalitnich polymernich refére
nich material jsou velmi spolehlivé, protoZze nevyzaduji zaved&mnych pedpoklad o

tvaru distribénich funkci ani o mechanizmu separace.

Vlastni kalibrace se zaklada na &eni chromatogramiady Uzkych frakci uvazovaného

T

s

omezil vliv koncentréni zavislosti retefnich objeni. Reterni objemyV, jednotlivych

frakci se potom vynesou proti logarittMia ziskanym bodovym polem se proloZi hladka

I

vt s

intervale reteénich objent linearni. V tomto fipad je mozné kalibréni zavislost popsat

vztahem:

logM = A-B[V,, (22)

a informace o jejim @béhu je dana do dvou parametk aB.
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Pokud se nepodfiadosahnout linearity v celém pozadovaném roz$ahje tteba zpracovat

Gdaje regresni analyzou. [53]

Alternativou k pouZiti dvoui tii kolon spojenych do série jsou v gaanosti tzv. ,Mixed
bed" kolony. Kazda zthto kolon obsahuje napt pory o tiznych velikostech a poskytuje

kalibraéni kiivku, kterd je lineérni v Sirokém rozsahu retgich objent.

Kromé polystyrénovych standakdsou ke kalibraci GPC kom@&w dostupné i dalSi typy
polymeifi nagiklad polyethylenoxid, polymethyl metakrylat a prodné aplikace nap
klad polysacharidy .

6.2 Univerzalni kalibrace

Koncept univerzalni kalibrace zaved| v roce 196hdese spolupracovniky, Kiezjistili,

Ze retefini objemyVg homopolymei i kopolymef s tiznou strukturou (linearni i rozt
vené), které byly rozpudty v tetrahydrofuranu, sleduji jedinotivku, jsou-li vyneseny
proti sokinu log [n] a M, kde [] je limitni viskozitni¢islo a M je molarni hmotnost po-
lymeru (obr. 6). Bylo dokazano, Ze sou [n] M je amérny hydrodynamickému objemu
polymerniho klubka. Vytvieni univerzalni kalibrace umidje tedy analyzu té#éi vSech
polymeit a stanoveni jejich molarni hmotnosti pomoci GP@aVodnim konceptu pouZil
Benoit pro ndteni viskozit polymernich standdrd nizkou polydisperzitou a polymernich
vzorki sklereného kapilarniho viskozimetru. Z viskozimetrickydat je pro kalibrani
standardy mozno sestrojit Ma@nkHouwinkav graf, t.j. zavislost logr] vs. log M, jehoz

smernice je rovna parametaia usek je rovekK.

[7]=Km?® (23)

ParametrnyK a a Markovy-Houwinkovy rovnice jsou pro dany polymerzpustny v niz-
nych rozpou&tdlech a pi raznych teplotach tabelovany a Ize je naléztinap,Polymer
Handbook" [54]. Pouziti tabelovanydk a a hodnot v GPC softwaru umidje vypaet

»absolutnich hodnot moléarnich hmotnosti“ studovangblymeru.
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Pomoci modernich GPC systénkteré umo#uji on-line spojeni viskozitniho a koncent-
racniho detektoru (ndp diferencialniho refraktometru) je mozndéirpo stanovit molarni
hmotnost pro kazdou frakci, ktera je eluovana kgl Diferencialni refraktometr, jako
koncentrani detektor poskytuje pro kazdou frakci koncent@a viskozimetricky detek-
tor poskytuje sotin [n]IC. Vydélenim signalu z viskozimetrického detektoru signéle
detektoru koncenttaiho, Ize ziskat hodnotu limitniho viskozitnibisla [n;] kazdé poly-
merni frakce vychazejici z kolony. JelikoZ je zndmoanota limitniho viskozitnihdisla i
retertni ¢as této kazdé frakce, Ize pouZziivku univerzalni kalibrace a ziskat pro kazdou

tuto frakci molarni hmotnost M.

Platnost konceptu univerzalni kalibrace byla patiowiena naradd typt polymef, pre-
devsSim pro polymery, které v roztoku zaujimaji tesatistického klubka. Existuji vSak
vyjimky, kdy nag. polymery tvdici ve roztoku tyinky nebo tuhé kouleik/ce univerzalni

kalibrace nevyhovuiji.

o PS

° PS "Comb"

108 + P§"Star*

4 Hetero Graft Copol.

* Poly (methy! methacrylate)
log [n] M » * Poly (vinyl chiaride)

9 Graft Copol. PS/PMMA

* Poly (pheny! siloxane)
10"~ o Polybutadiene

b J T W N T .
18 20 2 24 26 28 %

Elution Volume —
(5mi counts, THF Solvent)

Obr. 6. Kfivka univerzalni kalibrace

(BenodGcl’)
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7 APLIKACE GELOVE PERMEA CNi CHROMATOGRAFIE

Pouziti gelové permeéni chromatografie ve vyzkumné igmyslové praxi je Siroké a

mnohostranné. Obeéize hlavni aplikéni oblasti shrnout v nasledujicich bodech:
» stanoveni molarni hmotnosti: je jednou zasgjSich oblasti vyuziti GPC

» uréeni distribuce molarnich hmotnosti biopolyfharsyntetickych polymér zde se
GPC pouziva jako rychla a ve srovnani s klasickadexi frakcionaci jednoducha

metoda pro stanoveni distribuce

» purifikace smsi od nezadoucich latek: razeni sngsi latek na zakladmolarnich

hmotnosti jejich slozek, n&flad separace oligomernich slozek od polymeru

» skupinova separacetldni dvou latek nebo skupiny latek s velkym rozaileno-
larnich hmotnosti. Uplatje se nafiklad @i odsoleni proteif, polysacharid, od-
straréni extrakniho ¢inidla z prepardt nukleovych kyselin, ukafeni reakce niz-
komolekularni latky s biopolymerem (riapddleni koenzymu, substratu nebo

inhibitoru od enzymu)
» zakoncentrovani roztdakbiopolymefi
* stanoveni stugnvétveni u biologickych i syntetickych polymer

» stanoveni rozera polymerniho klubka [31]

7.1 Aplikace GPC na biologické systémy

JelikoZ je bakaléska prace zpracovana v ramci Ustavu potragkého inzenyrstvi, bude
tato ¢ast prace zastiena biologické a v potraviregké analyze aplikovatelné systémy. Ana-
lyza biologického materialu gelovou permieachromatografii se uskutiguje téngi vzdy

ve vodném prosedi. Pracuje se tedygrevSim s hydrofilnimi gely typu. [55]
7.1.1 Bilkoviny a peptidy

7.1.1.1 SloZky krevniho o&hu

Na separaci bilkovin krevniho séra se&kit Sephadex G-200. Chromatogram se sklada

v podstat ze i vrcholi, ze kterych jednu frakci t¢dsmes lipoproteiri, a-globuliny ap3-
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globuliny. Dalsi, stedni frakce obsahujeglobulin a teti frakce se sklada z albuminu a

caste&ne z transferinu. [56]

Toffaletti a kol. [57] studovali distribuciaznych forem vapniku v lidském séru pouZzitim
raiznych geli. Na Bio-Gelu P-2 se celkovy vapnik réiina ¢tyii samostatné frakce, od-
povidajici vazb vapniku na bilkovinu, naékteré soli a vapnik v podékontu. Na gelu
Sephacryl S-200 se roddo sérum naii samostatné frakce, ve kterych analyzovatisqgb

vazby vapniku. [58]

7.1.1.2 Enzymy

Gelova permemi chromatografie se staldi gharakterizaci fedevSim vSakip purifikaci
enzymi neodmyslitelnou¢asto az nenahraditelnou metodou, i kdyz sasjo® nemize

nahradit klasické biochemické postupy.

Prikladem je purifikace argininsukcinatlyazy precygit s (NH).SO, iontovyménnou
chromatografii a gelovou permd chromatografii na Sephadexu G-200. Finalni pédpa
byl 46-nasobé purifikovany vzhledem k surovému extraktu [59].VR& u bakterialni
lipoproteinlipazy doSlo po pouziti gelové perriachromatografie k 34-nasobnému vy-
cisteni preparatu (byl pouzit Sephadex G-50 a G-200). [6@]

Na purifikaci uredzy z humusu extrakci pyrofosfatmmu rekteré vSeobeghpouzivané
purifika¢ni techniky nevhodné [61]. Nejefekti&8im purifikatnim postupem je ultrafiltra-
ce extraktu, dialyza proti 0,1 mol/l pyrofosfati pH 7,1 a nasledna gelova perrgia

chromatografie. [62]

Vedle vyisteni enzynii od doprovodnych latek bylo v této oblasti GPC&ssp pouzito k
rozcleni enzymatické aktivity dodkolika frakci, které rly stejnou specifickou aktivitu.
[62]
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7.1.2 Nukleové kyseliny a nukleotidy

Nukleové kyseliny jsou linearni polymery a svowkturou se znaé lisi od bilkovin. Je-
jich sterické uspi@dani velmi sily ovliviiuje prostedi, ve kterém se nachazi (hiafad
iontova sila roztoku). Problémy, které takto vziiikahlediska jejich analyzy gelovou

perme&ni chromatografii jsou timé&si, ¢im wtSi je molekula nukleové kyseliny. [68]

Pouziti GPC na separaaikolika druhi t-RNA popisuji Armstrong a Fendler [63]. Corne-
lis [64] uvadi pouziti Sepharosy 4Bi geparaci t-RNA z rostlinnych pletiv. Purifikaci-m
RNA nejdive na celul6ze a potom pomoci GPC na Sepharossediabyva Konecki a
kol. [65]. Separaci slozek RNA na Bio-Gelu P-2 kadiickém tlumivém roztoku s nizkou
iontovou silou popsal Khym [66], stupelegradace DNA endonukledzou a exonukleadzou

sledovali pomoci GPC Miyagawa a kol. [67]. [68]

Problematice GPC nukleovych kyselin na agarosoveélm gg systematickyenoval Petro-
vi¢ a kol , kté&i ve svych publikacich popsali metodu frakcionaaych druli RNA [69,
70], frakcionace DNA a dvdattzové RNA [71] a separaci r-RNA od jiny¢asti vzorku.
[72, 73] [74]

7.1.3 Nukleoproteiny

7.1.3.1 Viry

Na gelovou permeai chromatografii tak velkychastic, jako jsou viry, nestdy rozméry
poni gel, které byly k dispozici na zatcich komemi produkce. Pozgi, kdyz byly
k dispozici agarosové gely $tgimi roznéry poni, se objevuji prace, ve kterych se vyuziva

GPC na separaci vir

Haller [75] popsal frakcionaci¢kterych rostlinnych vik pomoci GPC a studoval moznos-
ti vyuziti GPC pi purifikaci bakteriofag [74]. GPC bylo poté pouZitofippurifikaci nekte-
rych rostlinnych vid. [76, 77]
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Cech a kol. [78] vyuzili GPC i purifikaci viru tabakové mozaiky zet&vy ziskané
z infikovanych listi tabaku. [79]

Chromatografie na agarosovém gelu byla pouzitastanoveni pologru ¢astic adenoviru
typu 5 [80]. Nienhaus [81] izoloval virus od ostatmrostlinnych slozek, které @gpobova-

ly jeho inaktivaci. Poté bylo moZznéegmeést infekni virus na testovaci rostliny. [80]

7.1.4 Sacharidy

Analyza sachariil ma dilezitou tlohu v biochemii, fyziologii itrznych od¥tvich potravi-
naského pimyslu . Skuténost, Ze GPC je vhodnou metodou pro separaci Sdéhavdle
jejich molarni hmotnosti byla zji&ta brzy po zavedeni této metody. Také se zjistio, 7
retence sachanidv gelu se liSi od retence jinych dfuhiomakromolekul jako jsou nép
klad bilkoviny nebo nukleové kyseliny. Constantasué kol. [82] zjistili, Ze kyselé muko-
polysacharidy se vymyvaji z kolony vi@ali jejich molarnich hmotnosti, a Ze existuje ko-
relace mezi logM a reteknim objemem. Pomoci GPC byla miktad stanovena molarni

hmotnost amyldzy a dextrinu [83].

GPC byla pouzila téZ na separaci sacharidové frakegziho protrombinu [84], # puri-
fikaci lipopolysacharid a burgénych sén bakterii [85], pi analyze glykoproteiina glyko-

lipida z membran lidskycbervenych krvinek [86] afpdalSich analyzach. [87]

7.1.5 Jiné biologické materialy a bioaktivni latky

Kromé bilkovin a ostatnich dosud popsanych latek se @pl@tiuje @i analyzachrady

dalSich biologickych materiéla latek siznymi biologickymi aktivitami (nafiklad hor-

mony, vitaminy, toxiny a dalSi).

Izolace acisteni hormori Stitné zlazy, hypofyzy a slinivkyii8ni pomoci GPC bylyied-

métem zajmu ihned po zavedeni této metody. Lindeola [B8] frakcionovali extrakt ze

zadniho laloku hypofyzy gelovou perndaa chromatografii, pozgi purifikovali i dalSi
hormony hypofyzy [89, 90, 91], Stitné Zlazy [93]reé. [87]

GPC se vyuziva ifpstudiu vlastnosti aipizolaci antibiotik.
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Pti studiu interakci rifampicinu s bilkovinami h&giho séra se s i&ghem pouzila GPC a
radioaktivré znaené antibiotikum. Tato metoda umoznila ziskat kaélihi i kvantitativni

informace o vazebnych reakcich. [93]

Gelovou permeai chromatografii se daji d#oddlit biologicky aktivni formy vitaminu

A nejen ve standardnich roztocich, ale i v biolkgit materialech. [99]

Weisman a kol. [94] analyzovali witil koncentraci vitaminu D v lipidovych extraktech

séra pomoci GPC metabdlif99]

Parkinson [95] studoval vliv pasterace a mraZzemizkannich vajec na stabilitu lipoprotei-
ni. Gelovou permemi chromatografii separoval lipoproteidgrstvych vajénych Zloutki

a ziskal d¥ frakce. Mrazenim a rozmrazenim se asociovana diraefiorma disociovala
na monomerovou. Raju a Mahadevan [96] ziskali aoalyipoproteiri sleptiho vaj&né-
ho Zloutku 3 skupiny protein nazyvanych apoprotein A, B a C. V potra¥stai se da
GPC dale pouzit naiiklad na separaci syntetickych barviv z kodméch $av a sirug [97]
nebo separaci viditelnych pigménhasa ho¥ziho dobytka a kitat. [98] [99]

7.2 Vyuziti GPC v potravinarském pramyslu

Z vySe uvedeného Sirokého spektra aplikaci GPCioladické materialy je iejmé, Ze
potravindsky primysl| je od¥tvim, kde tato metoda najde Siroké upéaiin Vyuziti gelové
perme&ni chromatografie pro potravifgkou analyzu je v tétéasti prace zageno na
stanoveni molarni hmotnosti potravigiéy Siroce pouzivanych biopolynietedy kolaget
(Zelatiny), proteif a polysacharigl Oblasti jejiho vyuZiti jsou pro tyto biopolymerpra-
covany formou aktualni reSerSe provedené pomadeibdae Web of Science a Science

Direct a jsou prezentovany pouze &t ve forne literarnich odkai.

7.2.1 Kolageny (Zelatina)

Charakterizace a hydrodynamického chovani modifikoané Zelatiny: Il. Charakteri-
zace pomoci vysokofinné gelové permeéni chromatografie — srovnani s dextrany a
proteiny. Loret, C.; Chaufer, B.; Sebille, B.; Hanselin, Blain, Y.; Le Hir, A. Internati-
onal Journal of Biological Macromolecules (1988)(@), 366-372
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Uréeni molarni hmotnosti Zelatiny substituované sukciylem pomoci gelové permesa

ni chromatografie - mnohouhlovy detektor rozptylu sétla, sedimentani rovnovaha a
gelova perme&ni chromatografie. Kaur, M.; Jumel, K.; Hardie, K. R.; Hardman, A;
Meadows, J.; Melia, C. D. Journal of Chromatograf#902), A 957, 139-148

Analyzy nativnich kolagennich monomei a oligomeni pomoci vysokodinné kapali-
nové gelové permeéni chromatografie a jejich aplikace.Condell, R. A.; Hanko, V. P;
Larenas, E. A.; Wallace, G.; Mccullough, K. A. Anadgal Biochemistry (1993), 212 (2),
436-445

Charakterizace Zelatiny a kysele rozpustného kolage pomoci gelové permeéni
chromatografie spojené s mnohouhlovym detektorem mptylu svétla. Meyer, M.; Mor-
genstern, B. Biomacromolecules (2003), 4, 1727-1732

Studium degradace Zelatiny i starnuti papiru za pouziti vodné gelové permesi
chromatografie. Dupont, A.-L. Journal of Chromatography A (2002)0q1-2), 113-124

Samoagregace Zelatiny nad Zelatiai teplotou analyzovana pomoci gelové perméa
ni chromatografie s pouzitim mnohouhlového detektar rozptylu svétla. Tromp, R. H.;
ten Grotenhuis, E.; Olieman, C. Food Hydrocollo2B02), 16 (3), 235-239

7.2.2 Proteiny

Ur éeni distribuce molarni hmotnosti proteinovych hydrdyzata potravin pomoci gelo-
vé permed&ni chromatografie a chemiluminiscegniho dusikového detektoru Fujinari,
E. M.; Manes, J. D. Journal of Chromatography (1987j63 (1-2), 323-329

Charakterizace proteinovych frakci ryzovych otrub k navrhnuti G¢innych metod roz-
pusténi proteini. Hamada, J. S. Cereal Chemistry (1997), 74 (5), G-



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 41

Vyvoj rychlé a piesné metody pro separaci a kvantifikaci myofibrilanich proteina
masa.Toorop, R. M.; Murch, S. J.; Ball, R. O. Food Reshdnternational (1997), 30 (8),
619-627

Kyselé modifikace proteini ze zbytki sojového mléka.Chan, W. M.; Ma, C. Y. Food
Research International (1999), 32 (2), 119-127

Vyuziti vysokoU¢inné gelové permedéni chromatografie k charakterizaci sloZeni pro-
teini v komerénich syrovatkovych koncentratech.Roufik, S.; Paquin, P.; Britten, M.
International Dairy Journal (2005), 15 (3), 231-241

Chromatografie v systému s obracenymi fazemi a geld permeani chromatografie
hydrolyzata mléénych bilkovin: vztah mezi eluci z kolony v systémus obracenymi
fazemi a zdanlivou distribuci molarni hmotnosti.van der Ven, C.; Gruppen H.; de Bont,
D. B. A.; Voragen, A. G. J. International Dairy doal (2001), 11 (1-2), 83-92

7.2.3 Skroby

Molarni hmotnosti a velikosti Skrobi pomoci vysoko@&inné gelové permed#ni chro-
matografie s mnohouhlovym detektorem rozptylu sétla. Fishman, M. L.; Rodriguez,
L.; Chau, H. K. J. Agric. Food Chem. (1996), 448313188

Makromolekularni vlastnosti Skrobu stanovené vodnou vysokatinnou gelovou per-
meatni chromatografii. Bello-Pérez, L. A.; Roger, P.; Baud, B.; ColonRa,Journal of
Cereal Science (1998), 27 (3), 267-278

Strukturni zm ény obilnych Skroba zjiSténé zahfivanim a michanim v DMSO néfené

pomoci gelové permeéni chromatografie s pouzitim mnohouhlového detektar roz-
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ptylu svétla diferencialniho refraktometru. Han, J-A.; Lim, S-T. Carbohaydrate Poly-

mers (2004), 55 (3), 265-272

VylepSené metody pro strukturni analyzu na amylosuohatych frakci ryzové mouky.
Ward, R. M.; Gao, Q.; de Bruyn, H.; Gilbert, R. Gitzgerald, M. A. Biomacromolecules
(2006), 7, 866-876
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ZAVER
Bakal&ska prace, zpracovana formou literarni studieaj@s#ena na problematiku gelové
perme&ni chromatografie a jejiho praktického vyuZzitfi gharakterizaci biopolymér

Striené se ¥nuje princigim metody, jednotlivym saidstem chromatografického systému

jako jsou detektory a kolony a uvadi dvadasgji pouzivané principy kalibrace GPC.

Aplikacni ¢ast prace je zatena pedevsim na vyuziti GPC v potravisiké analytice. -
hledn& reSerSe ukazala skutest, Ze pouZziti této metody je vskutku mnohostéarNej-
SirSi uplat@ni v potravinéstvi ma GPC f analyzach, jejichz cilem je stanoveni molarnich
hmotnosti a distribuce molarnich hmotnosti potragkych biopolymel — Zelatiny (ko-
lagenu), proteith a Skroli. Z dalSich aplikénich oblasti Ize ndjklad jmenovat purifikaci
polymernich latek od nizkomolekularnictirpési, stanoveni podiluétvenych a linearnich
podili ve Skrobecki sledovani starnuti/degradace biopolyiédy zntna molarni hmot-

nosti miZze vést ke sniZzeni kvality potraviny, ve kteréigpblymer pouZzit .

Z prace vyplyva, Zze GPC je spolehliva a robustrtioahee, ktera ma Siroké spektrum vyuziti

a je platnym pomocnikem v kazdé moderni analytiakératdi.
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