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Kolona pro kapalinovou chromatografii
s gelovym lo¥em z pdérovitych gelt obsahujfich
vinylalkoholové jednotky se vyznafuje tim,
%e gely maj{ hmotnostni stfednf primé&r zrn
4 a% 20 um, pridem? gelové loZe md hodnotu
plniciho pomé&ru v rozmezi 0,66 aZ 0,78 a
stupefi rovnom&rnosti v rozmezi 2,0 a% 4,0.
Tato kolona se p¥ipravuje postupem, p¥i
n&m¥ je p¥i plné&ni kolony nutno se vyst¥ihat
n&hlé zm&ny pritokové rychlosti nebo tlaku
na gelové lo¥e b&hem pln&ni kolony, coZ
umo%fiuje soudasnd zlepSit eluovéni a prodlou-
¥it ¥ivotnost kolony. Kolona md vynikajici
rozd&lovaci d&innosti a umoZnuje p¥imou
analyzu krevniho séra.
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Vyndlez se tfkd kolony pro kapalinovou chromatografii, s gelovym lofem z pdrovitych
obsahujfcich vinylalkoholové jednotky. V uZZim symslu se vyndlez tykd kolony s vysokou
délicf schopnosti pro vysokorychlostni kapalinovou chromatografii, kterdZto kolona zahrnuje
roviomérné gelové lo¥e s vysokym pom&rem pln&ni pdrovitych geld obsahujicfch vinylalkoholové
jednotky a majicfch vysokou hydrofilnost a zlepZenou mechanickou pevnost, ji%Z se m& dosdhnout
gelové permeadnf chromatografické separace pii pouZiti vodného elu®niho &inidla; déle
se vyndlez tyka zplsobu p¥ipravy této kolony a metody jejLlho pouZit{ pro frakcionaci.

V¢raz "porovity", jak se jej zde pouffvd, znamend, %e jemné pory jsou rozptyleny
v celd hmot& zrn gelu. Vyrazem "vinylalkoholové jednotky" se rozumé&j{ skupiny vzorce

- CH - CH2 -

OH

Kapalinovid chromatografie umoZffiuje rozdéleni kapalné smési v jej{ jednotlivé kapalné
slofky, p¥ifemZ se zachovdvAi kapalny stav. Nen{ nutné p¥fem&nit zpracovdvané vzorky v pdry,
jako je tomu u plynové chromatografie, a pofadované latky se od sebe mohou oddélit, anii
by doznaly jakoukoliv zm&nu nebo degradaci. Proto se kapalinové chromatografie pouZivéd
v riznych oborech, jako je chemie, biochemie a farmacie. Podle mechanismu d&lenf sloZek
se kapalinov4 chromatografie d&l{ na gelovou permealni{ chromatografii (GPC), rozdélovacy
chromatografii, adsorp&ni chromatografii, chrométografii na bazi vym&ny iontd a jiné.

V souladu s neddvnymi vyraznymi pokroky v oblasti vysokorychlostni chromatografie
a rozi{¥eného poufivdni v rdznych oborech existuje znalny poZadavek na zlepfenf{, pokud
jde o G&innost, kolony pro gelovou permea®ni chromatografii pouffvajfcf vodného rozpoudté&dla,
které se pou%ivd k vzédjemnému oddélovani vodorozpustnych latek na z&kladé ruzné velikosti
jejich molekul pouZitim vody nebo vodného roztoku jakoZto eluénfho &inidla.

Nejv&t&fho rozfifeni z gelovych permeaénich kolon, pouZfvajicich vodného rozpouitédla,
doznaly kolony plnéné dextranovym nebo agardzovym gelem. Tyto gely obsaZené v takovychto
kolondch jsou m&kké, a je tudff vysokorychlostnf analyza nemoZn&.

M&kké gely jsou popsany v britské zvefejnéﬁé patentové pfihlé8ce &. 2 061 954A. Ze
zlep$enych kolon ve srovnidni s vy3e uvedenymi lze uvést kolony plné&né polyetylenglykoldime-
takrylétovym gelem, které vZak stdle je3t& dostatedn& nevyhovuji, pokud jde o d&lici schopnost
a pritokovou rychlost eluénfho &inidla.

V Japonské zveFejnéné patentové p¥ihléSce &. 138 077/1977 se navrhuje pouZit vodného
gelu, ziskaného zmydeln&nim zrnitého kopolymeru dietylenglykoldimetakryldtu nebo pod.
s vinylacetdtem a'pfiénYm zesiténim zmydelndho kopolymeru pomoci epichlorhydrinu. V uvedené
p¥ihldsce v&ak neni zminka o dostatedn& ¥inném odd&lovéni p¥i vysoké prutokové rychlosti.
Nedostatedné odd&leni je zd4sti zavinéno velikosti zrn gelu v rozmezi 46/um aZ 37 pam.

Jako kolony, zajiftujicf pom&rn& velmi rychlou analyzu a zlepSené odd&lovani, byly
navrZeny kolony plnéné pdrovitym silikagelem, jehoZ povrch byl podroben chemické dpravé,
k zabr&n&ni adsorpce rozpuité&nych latek. PouZivéni kolon tohoto typu je vskutku velmi
roz8{¥end. AviakK struktura t&chto geld je anorganickd a proto je obtiZné reprodukovatelné
kontrolovat prim&r pérd gelu, coZ je dileZitym parametrem geldl pro gelovou permeaéni chroma-
tografii, &im¥ se rozmezi optimilni prim&ru pdrd zmenluje.

Rovné&% je obtf#né dosdhnout vysokého plniciho poméru gelového loZe, coZ zpusobuje,
¥e ¥ivotnost kolony je nizk&. Dal¥i nevfhodou je, Ze p¥i pouZiti kolony z gelu kysli&niku
k¥emi¥itého mus{ byt hodnota pH pouZitého eluénfho ¢inidla v rozmezi 3 a% 9. A i kdyZ
je pH v tomto rozmezi, prechdzeji stopovd mnoZstvi kysli¢éniku kfemiditého do vytékajici
kapaliny, co? nep¥fizniv& ovliviiuje vysledky chromatografické analyzy.
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Pro ziskdni plné&né kolony o vysoké ulinnosti je rozhodujicim &initelem, v jakém stavu
se vytvo¥i gelové loZe. To znamend, Ze je podstatné, aby se vytvo¥il rovnomérny vysoky
plnici pomér gelového loZe. V souladu s timto cilem se ve zvefejn&né japonské patentové
prihlaSce &. 60 290/1978 navrhuje rovnom&rn& misit gely o velkych zrnech s gely o malych

zrnech k dosaZeni vysokého plniciho pomé&ru gelového loze.

Nevyhodou tohoto postupu je, Ze je nevyhnutelné dopravdzen zvySenim "vyS3kového ekviva-
lentu teoretického patra" (v dalSim "VETP"), plynoucim z p¥imiSeni gel o velké velikosti
zrn. "VySkovy ekvivalent teoretického patra" je definovdn jako takovd délka kolony, kterd
skytd vytékajici kapalinu, jeZ je v rovnovdze s pruimérnou koncentraci po uvedené délce
ve staciondrni f4zi. Nevyhody vySe uvedenych b&injch kolon souvisej{ s povahou geldl a
se stavem vytvo¥eného gelového loZe. Je proto dlleZité zjistit optimdlni hodnoty téchto
parametrt, aby se ziskala vysokorychlostni kolona vysoké odd&€lovaci schopnosti a dlouhodobé

Zivotnosti.

Byly proto podniknuty rozsdhlé podrobné studie jednotlivgch vySe zminéﬁjch parametru,
které pf¥ispivaji k dfinnosti plnénych gelovych permealnich chromatografickych kolon; vysled-
kem t&chto praci bylo zjiitdni optimidlni kombinace t&chto parametrt a podminek, které je
zapot¥ebi k vytvofeni vysokorychlostni kapalinové chromatografické kolony s vysokou délici
schopnosti a dlouhou Zivotnosti. Tento vyndlez se pravé opirad o vysledky téchto vgzkumnych

praci.

Je proto ufelem vyndlezu poskytnout zlepSenou kolonu pro kapalinovou chromatografii
s vysokym plnicim pomérem, zahrnujici rovnom&rné loZe jakoZto nosiC z takovych geld, které
neadsorbuijl rozpudténé latky, coz by vedlo k nedostatecnému déleni sloZek (jinymi slovy,
které maji neiontovou, avSak vysoce hydrfilni chemickou strukturu), maji regulovanou velikost
pord a pdrovitost v optimdlnim rozmezi a jsou v podobé jemnych zrn k zajisté&ni vysokého
stupné déleni, prifem? se zdroven vyznaluji dobrou mechanickou pevnosti, umozZnujici vysoko-

rychlostni chromatografickou analyzu.

Dal&im d&elem vyndlezu je poskytnout zplsob p¥ipravy takovéto zlepSené kolony pro

kapalinovou chromatografii.

Jinym d&elem vyndlezu je poskytnout analytickou metodu, p¥i niZ se pouZivd této zlepSené

kolony pro kapalinovou chromatografii.

Vyse uvedené a dal3f{ d&ely, znaky a vyhody vyndlezu budou z¥ejmé z dal$iho podrobného

popisu a pripojené definice predmétu vyndlezu s pfihlédnutim k p¥iloZenym vykrestm, kde

- na obr. 1 je zndzornén diagram, v némZ jsou na ose X vyneseny hodnoty eluéniho
objemu piku a na ose Y je vynesena koncentrace, ktery%to diagram ukazuje, jak stanovit
eludni objem piku Ve (jak bude definovédn pozdé&ji) a §i¥ku piku W (jak bude definovdn pozdéji),

na jejichZ zdkladé& se vypolte vySkovy ekvivalent teoretického patra,

- na obr. 2 je zndzorn&n chromatogram, kde na ose X je vynesena retentni doba a na
ose Y absorbance ultrafialového zd¥eni, ktery#to chromatogram se vztahuje na smés komer&niho
thyroglobulinu, albuminu, myoglobinu a fenylalaninu (detekce absorpci ultrafialového zd¥eni
pfi 254 nm); byl zisk&n pouZitim kolony pro kapalinovou rozdélovac{ chromatografii, jak

popséno v ddle uvedeném p¥ikladu 1,

- na obr. 3 (a) a (b) jsou zndzornény chromatogramy, kde na ose X je vynesena retenéni
doba a na ose Y absorbance ultrafialového zd¥enf; byly ziskdny rozd&lenim lidského séra
(detekce absorpci ultrafialového zdfeni p¥i 254 nm), jak popséno v piikladu 3. Obr. 3 (a)
se tyk& normélniho lidského séra, obr. 3 (b) se tyk& séra p¥i selhdnf ledvin,
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- na obr. 4 je zndzornén chromatogram, kde na ose X je vynesena retenéni doba a na
ose Y absorbance ultrafialového zd¥eni; byl ziskdn rozdélenim séra p¥i selhdni ledvin
(detekce absorpci ultrafialového zd¥eni 254 nm), jak je popséno ve srovndvacim p¥ikladu 1,

-~ na obr. 5 (a) a (b) jsou zndzorné&ny chromatogramy, kde na ose X je vynesena reten&ni
doba a na ose Y absorbance ultrafialového zad¥eni; byly ziskdny rozdé€lenim séra p¥i selhé&ni
ledvin [detekce absorpci ultrafialového zad¥eni p¥i 254 nm) v koloné pro kapalinovou rozdé&lo~
vaci chromatografii, jak je popsdno v p¥ikladu 4. Chromatogramem na obr. 5 (a) byl ziskén
p¥i pritokové rychlosti 1,0 ml.min_l, chromatogram na obr. 5 (b} p¥i pritokové rychlosti

2,0 ml.min_l, a

- na obr. 6 je zndzornén chromatogram, kde na ose X je vynesena retendni doba a na
ose Y absorbance ultrafialového z&feni; tykd se smési (detekce absorpci ultrafialového
z&¥eni p¥i 254 nm) vzniklé v prUbéhu vyroby chemikdlie, ur&ené pro pouZiti v zeméd&lstvi,
kteryZto chromatogram byl ziskdn pomoci kolony pro kapalinovou rozdélovaci chromatografii,

jak je popsdno v p¥ikladu 5.

Pfedmétem vyndlezu je tedy kolona pro kapalinovou chromatografii s gelovym loZem
z porovitych geld obsahujicich vinylalkoholové jednotky, jejiZ podstata spolivd v tom,
e gely maji hmotnostni stfedn{ primér zrn 4 aZ 20/um, pridemz gelové loZe mé& hodnotu
plniciho pom&ru v rozmezi 0,66 aZ 0,78 a stupel rovnom&rnosti v rozmezi 2,0 aZ 4,0 definovany

pomérem

ve kterém

HETP znamend vy¥kovy ekvivalent teoretického patra kolony a
Dp  znamend hmotnostni st¥edni primér zrn gell.

Gely, obsaZené jako nosi& v kolondch pro kapalinovou rozdélovaci chromatografii podle
vyndlezu, jsou zes{t&né, pdrovité polymerni gely a majf .dostatelnou hydrofilnost vyplyvajici
z p¥itomnosti patfi¢ného mnoZstvi vinylalkoholovych skupin. Jak 3jiZ bylo uvedeno, rozumi
se vyrazem "porovity" takovd struktura gelu, pfi niZ jsou jemné péry rozptyleny v celé
hmoté& zrna polymerniho gelu. Pevné gely takovéto struktury maji v suchém stavu velky speci-

2

ficky povrch, zpravidla v rozmezi 5 a%Z 1 000 m .g—l, a p¥i prechodu gelld ze suchého do

vlhkého stavu se struktura pdord tém&¥ neméni. Tyto tuhé gely jsou popsdny ve zveFejné&né

britské patentové prihldsce &. 2 061 954A.

Pfitomnost vinylalkoholovych skupin vzorce
- CH - CH2
OH

je moZno dokdzat spektroskopicky z absorpce infraerveného z&¥eni. Zadouc{ obsah vinylalko-
holovych skupin v polymeru miZe kolfsat podle druhu rozpu$téné 1dtky, kterd se mé podrobit
chromatografické analyze. Nap¥iklad miZe kolisat mezi hodnotou vhodnou pro sacharidy,

které jsou mén& adsorbovatelné na gelech, a hodnotou, vhodnou pro proteiny, aminokyseliny

apod., které jsou vysoce adsorbovatelné na gélech.

74douci obsah vinylalkoholovych skupin, vyjéd¥eny koncentraci hydroxylovych skupin,
je zpravidla v rozmezi od 3 do 15 mekv./g, s vyhodou od 4 do 10 mekv./g. V polymeru mohou
byt p¥itomny i jiné iontové hydrofilni skupiny, jako jsou karboxylové skupiny, pokud jen
jsou p¥itomny v takovém mnoZstvi, které nevyvold adsorpci rozpuSténych latek nebo které
nebude mit jiny nepfiznivy d&inek. Koncentraci hydroxylovych skupin je moZno stanovit,
tak, %e se gel obsahujic{ hydroxylové skupiny nechd reagovat s anhydridem kyseliny octové
v pyridinu, nalei se zjisti mnoZstvi anhydridu kyseliny octové, které se spotf¥ebovalo
reakci s hydroxylovymi skupinami. Vyjad¥uje se hmotnostnim mnoZstvim ekvivalentu na 1 g

suchého gelu.
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Gely, tvof¥ici nosi&¢ v koloné& podle vyndlezu, by mély byt zesitény v dostatedné mife,
aby se udrZfela jemnd porovitd struktura a aby gely mé&ly dostatenou pevnost umoZnujici
chromatografii p¥i vysoké pritokové rychlosti elu&niho &inidla. Zesitujici ¢4st méd mit
strukturu odoldvajici hydrolyze. Vyhodné gely podle vyndlezu obsahuji v zesifujici &4sti

éterové vazby, isokyanurdtovy kruh nebo kyanurdtovy kruh.

Pokud jde o vlastnosti gell podle vyndlezu, je téz dalezité regulovat pdrovitost
nebo z4drZz vody (oznadované v dals$im symbolem Wl - zvy$eni hodnoty we mtZe byt vhodné
s hlediska rozdélovaci schopnosti, av8ak miZe byt doprovédzeno sniZenim mechanické pevnosti
a/nebo tvorbou nerovnomé&rného gelového loZe. Hodnota Wp geld podle vyndlezu by méla byt
zpravidla v rozmezi od 0,6 do 2,8 ml.g-l, s vyhodou od 0,8 do 2,0 ml.g_l, zejména od 1,0

do 1,8 ml.g—l. PouZiti geld o takovéto hodnotd W_ usnadnuje vytvofeni rovnom&rného gelového

R
loZe o vysokém plnicim pom&ru a zajisStuje pdérovitost nutnou pro rozdé&lovani, coZ prispivd
k p¥ipravé vysokorychlostni kolony pro kapalinovou chromatografii, kterd se vyznaduje

vysokou rozdélovaci schopnosti. Hodnotu W, (viz. Tsuguo a Sadao Mori "Gelovd chromatografie"

R
vyd. Kodansha K. K., Japonsko, 1972} je moZno urcit tak, Ze se suchy gel o hmotnosti
Wy
odst¥eduje 60 minut p¥i teplot& 10 °c rychlost{ 3 000 ot.min. ' k odstran&ni vody lnouci

ponechd v destilované vodé& po dostatelné& dlouhou dobu k dosazeni rovnov&hy, nadeZ se

k povrchu gelu. Pak se ur¢i hmotnost w, gelu a hodnota W, gelu se vypolCte podle vztahu
W, - W

. W, = ———— (ml/g).

R

ZvySenim priméru zrn geld v koloné pro kapalinovou chromatografii se p¥iznivé zvysi
prutokovd rychlost eluéniho ¢inidla, avS8ak nep¥iznivé sniZi rozdé&lovaci schopnost. Naopak,
sniZenim velikosti zrn geld p¥iznivé vzroste rozd&€lovaci schopnost aviax nepfiznivé poklesne
pritokovd rychlost elu®nfiho ¢inidla. Z4ddouci hmotnostni st¥edni primér zrr gelf, kterych
se pouZivd v kolondch podle vyndlezu, Jje v rozmezi od 4 do 20 _,um, s vyhodou od 6 do 20 um,
zejména od 8 do 15 ,um. Podle vyndlezu se kolona plnf zrny gell o pomérné malém priméru,
aby se dos&hlo co nejvét8i rozdélovaci schopnosti. Nadto se podle vyndlezu dosahuje zvySeni
pratokové rychlosti eluéniho ¢inidla vytvo¥enim vysokého plniciho pomé&ru gelového loZe.

Z toho vyplyv&, Ze kolona podle vyndlezu spliiuje oba vy3e uvedené poZadavky, tj. vysokou
rozdélovaci schopnost a vysokou pritokovou rychlost elu&niho &inidla. ’

Hmotnostn{ st¥edn{ primér zrn geld (v dalSim oznadovany smybolem "Dp") se m&fi pomoci
p¥istroje “"Coulter Counter" (vyrobce Coulter Electronics Inc., USA). Hodnota Dp se vypodlte

podle vztahu

T n64
Dp = '
2nd3
kde
4 znamend prumdr zrna a
n znamend Cetnost vyskytu tohoto primé&ru zrna.

Krom& vySe uvedené hodnoty Dp je nutno brdt v tvahu distribuci prumérd zrn jakoZto
parametr ovliviaujfici p¥ipustnou pritokovou rychlost eludniho &inidla. Doporudend distribuce
prim&ru zrn, definovand hmotnostnim st¥ednim primé&rem zrna (Dp) délenym Ciselnym st¥ednim
prim&rem zrna (Dp), m4d u kolony podle vyndlezu mit hodnotu nanejvyd 1,5, s vyhodou nanej-
vy 1,2. Ciselny st¥edni pram&r zrna (Dn) se vypodte podle vztahu

Z nd

kde
nad maji vyde uvedeny vyznam.
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Relativnim kritériem stupn& rovnom&rnosti gelového lo¥e je "redukovany vySkovy ekvivalent
teoretického gelového loZe je "redukovany vyskovy ekvivalent teoretického patra", defi-
novany vztahem HETP/Dp. HETP se ur&f tak, #%e se chromatografuje za ptedem stanovenych
podminek chromatografovédni v kaZdé z gelovych permea&nich chromatografickych kolon rdznych
typd, pon&vadZ hodnoty HETP se 1i¥f{, kdyZ se m&n{ podmfnky chromatografovéni, jakymi jsou
napfiklad rychlost prutoku elu¢niho &inidla nebo druh rozpu#t&né latky. V¥sledkem t&chto
pokust bylo zjist&ni{, Ze pouZitim b&Zné plnic{ metody za konstantniho tlaku vznik4 velmi
nerovnom&rné gelové lo%e; p¥i této metod& se suspenze gelu najednou naderpd do kﬁlony
pomoci vysokotlakého derpadla.

V koloné&, plnéné pouZitim této b&Zné plnicf metody, se ta %&st gelového lo%e, kterd
se nachdzi na vytokové strané kapaliny pouZité pro pln&ni, vyznaduje velmi vysokou hodnotou
redukovaného vy$kového ekvivalentu teoretického patra (HETP/Dp) ve srovndni s jinymi &&st-
mi gelového loZe. Dokud plnici pomdr gelového loZe, jak je v daldim definovan, nedosdhne
hodnoty pfibliZné& 0,6, je moZno pomoci b&Zné& plnici metody, za konstantnfho tlaku vytvo¥it
pomérné& rovnom&rné gelové loZe. KdyZ v8ak plnici pom&r gelového loZe se ddle zvySuje,

stupen nerovnom&rnosti gelového loZe vyrazn& stoupé.

Pro feSeni tohoto problému se zkoum&nf zamé&¥ilo na studium vlivu jak vlastnosti gelu,
tak techniky p¥fpravy kolony; Vysledkem tohoto dsilf bylo vytvo¥eni rovnom&rného gelového
loZe o vysokém plnicim poméru podle vyndlezu. Hodnota regukovaného vyskového ekvivalentu
teoretického patra (HETP/Dp) kolony podle vyndlezu je v rozmezi od 2,0 do 4,0, s vyhodou
od 2,5 do 3,5. Je-1li hodnota HETP/Dp vét5i neZ 4,0, d8lici schopnost kolony se vyrazng
sniZuje. Je-1li hodnota HETP/Dp ni%&i neZ 2,0, bude se kolona vyznalovat vysokou d&lici
schopnostf, bude vSak velmi obtiZné ji reprodukovatelné pfipravit.

vyskovy ekvivalent teoretického patra dosahuje rdznych hodnot podle podminek p¥i
chromatografii, jako jsou nap¥iklad typ pouZitého eludniho &inidla a druh rozpu¥té&né latky.
vygkovy ekvivalent teoretického patra, jak se toho pojmu zde pouZivd, se stanov!i tak,
Ze se chromatografuje vodny roztok etylenglykolu o hmotnostni koncentraci 1 .% za pouZit{
destilované vody jakoZto eluéniho &inidla p¥i teploté& 25 ° a p¥i pritokové rychlosti
eludniho &inidla 1,5 m.h™}
zndzorn&ného na obr. 1 (refrektometrickd detekce) se odedte eludni objem piku (Ve) a

(povrchovd rychlost v koloné&), ze zfiskaného chromatogramu,

Si¥ka piku (W) (viz Tsuguo Takeuchi a Sadao Mori "Gelovd chromatografie", vyd. Kodansha K. K.,
Japonsko 1972), a hodnota HETP se vypolte podle vztahu:

HETP = L (W/4 Ve)2

kde
L znamend délku fet&zce a
W a Ve majf vySe uvedeny vyznam.

Plnici pom&r gelového loZe v kolon& podle vyndlezu se md regulovat s ohledem na z&dri
vody (WR). Tim je umoZn&no dosdhnout vysokého plnicfho pomé&ru, aniZ by to ovlivnilo redukovany
vyskovy ekvivalent teoretického patra (HETP/Dp). Pro kolonu pln&nou gelovym nosiéem plati,
jak zndmo, vztah

vVt = Vo + (Vi + Vg) ,

kde

vt znamend celkovy obejm kolony,

Vg znamend objem gelového substrétu,

vi znamend vnit¥ni{ objem gelovych zrn a
Vo znamend objem mezer mezi gelovymi zrny.

Plnic{ pomér (v dalS8im oznalovany symbolem Pd) kolony podle vyndlezu je vyjédfen

vztahem
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Pd = 1 - (Vo/vt) ,

kde
Vo a Vt majf vySe uvedeny vyznam.

Pro vypolet Vo se vyndsobenim hmotnosti gelu (a) v suchém stavu hodnotou We zisk4

Vi, a hodnota Vg se vypolte ze vztahu

Vg = a/d ,
kde
Vg a a mé vy%e uvedeny vyznam a
d znamend hustotu gelu.

Vt (celkovy objem kolony) se ur&i{ p¥fmo z konstrukce kolony. U kolony podle vyndlezu
je ZAdouci, aby hodnota pomé&ru (Vi/Vo) byla v rozmezi od 1,0 do 2,0, .s vyhodou od 1,2
do 1,8, aby se tim dosdhlo harmonické kombinace z&drZe vody Wp a plniciho poméru PQ.
U kolony podle vyndlezu je dudleZité pro dosaZeni vyrazného zlep$eni rychlosti chromatogra-
fovédni, adlic{ GZ&innosti a Zivotnosti, aby hodnota plniciho pom&ru (Pd) byla v rozmezi
od 0,66 do 0,78, s vyhodou od 0,68 do 0,74, kdyZ hodnota pom&ru Vi/Vo je v rozmezi od
1,2 do 1,8. Pro stanoveni velikosti objemu prdzdného prostoru mezi gelovymi zrny (Vo)
je znéma metoda, p¥i niZ se v pln&né koloné vyviji polymer, majici vét$i molekulovou hmotnost,
neZ je vylulovdci mez molekulové hmotnosti a Vo se ziskd jako objem piku eludtu, zazna-
menany na chromatogramu. Tato zndm& metoda vSak nevyhovuje, protoZe p¥i ni dochdzi k vy-
znamnym chybdm p¥i mé&¥eni vlivem distribuce molekulovych hmotnosti vyvinutého polymeru
a vlivem struktury gelového loze.

Kolona podle vyndlezu bude nyni podrobné& popséna. Gely, pouZité jako nosi& v kolon&
podle vyndlezu, se mohou odvozovat od vinylkarboxyldtového polymeru nebo kopolymeru.
Nap¥iklad se tyto gely ziskaji tim, Ze se podrobi pfeesterifikovéni nebo zmydeliovaci
reakci v rozpou$t&dle, které nerozpoudti polyvinylalkohol, pdrovity polymer nebo kopolymer
z jediného nebo n&kolika monomerd obsahujicich alsepofi dvé vinylkarboxyldtové skupiny
nebo pdérovity kopolymer ziskany kopolymeraci uvedeného monomeru s monomerem obsahujicim
jedinou vinylkarboxyldtovou skupinu, nafeZ se takto ziskand, pdrovitd polyvinylalkoholova
zrna, kterd si v podstat& zachovdvaji plvodni jemn& pérovitou strukturu, nechaji reagovat

s pri¢né zesitujicim &inidlem.

Nap¥iklad se divinyladipdt polymeruje ve vodné suspenzi v p¥itomnosti radikdlového
inicidtoru spolu s butylacetdtem, vytvd¥ejicim pbrovitost vzniklého polymeru. Vznikly
polymer se p¥emé&ni v polyvinylalkoholovd zrna pomoci reakce v metanolu, ¢imZ se vytvo¥{
hydroxylové skupiny. Pak se zrna polymeru podrobi zesitujici reakci s epichlorhydridem
ve smési acetonu s dimetylsulfoxidem za vzniku poZadovanych geld. Podrobnosti o gelech,
ziskanych vy$e popsanymi postupy, jsou popsdny ve zvefejnéné japonské patentové p¥ihléice
&. 64 657/1981.

Alternativnd je moZno poZadované gely, které jsou urleny k pouZiti v kolondch podle
vynélezu, ziskat kopolymerovanim vinylkarboxylétového monomeru se zesftitelnym monomerem
a ndslednym pfeesterifikovédnim apod. Popripadé je moZno ziskany polymer dodate&né nechat
reagovat s epichlorhydrinem nebo jinym sifujicim &inidlem pro ziskdni poZadovanych geli.
Jako p¥iklady zesititelného monomeru, obsahujfciho alespofi dvé etylenicky nenasycené skupiny,
je moZno uvést monomer majici isokyanurdtovy kruh, jako je triallylisokyanurdt, nebo mono-
mer majici kyanurdtovy kruh, jako je triallylkyanurdt, nebo divinyléter, jako je dietylen-
glykoldivinyléter. Z vySe uvedenych monomerd je nejvyhodné&jsi triallylisokyanurdt, pondvadi
snadno kopolymeruje s vinylkarboxyldtem a vznikly gel mé& vynikajfci mechanickou pevnost.

U gelu z triallylisokyanurdtu lze snadno regulovat prim&r pdord a pdrovitost. Podrobnosti

o takovychto gelech zplsobech k jejich p¥ipravé jsou uvedeny v japonskych patentech &.
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(japonské patentové p¥ihla3ky &. 85 243/1980 a 183 703/1980). PoZadované gely je moZno
nap¥tklad ziskat suspenznim kopolymerovdnim triallylisokyanurdtu s vinylacetdtem v p¥islusném
molédrnim pomdru, takZe stupeh zesitdn{ miZe mit p¥edem urdenou hodnotu v rozmezi od 0,20

do 0,40, v pfitomnosti butylacetdtu, ktery zpusobi, Ze vznikly polymer je pdrovity, a
radikdlového inicidtoru, nade? se takto ziskany pdrovity kopolymer podrobi pteesterifika&ni
nebo zm&delhovac{ reakci v metanolovém roztoku hydroxidu sodného. Jakykoliv poZadovany

obsah vinylalkoholovych skupin v polymeru je moZno snadno docilit ¥fzenim p¥emény p¥i
preesterifikacni nebo zmydelfiovaci reakci. VySe uvedeny zmindny stupen zesitdni (X) je

mo¥no vypoéitat podle vztahu

Mg x 3)
2
X =
W w
(M—1+'M—2X3)
1 2
kde
Ml znamend molekulovou hmotnost vinylkarboxyldtu,
M2 znamend molekulovou hmotnost triallylisokyanurétu,
LA znamend hmotnostni mnoZstv{ vinylkarboxyldtu pouZitého pro polymeraci, a
W2 znamend hmotnostni mnoZstvi{ triallylisokyanurdtu pouZitého pro polymeraci,

Dal8fm p¥edm&tem vyndlezu je zpisob p¥ipravy kolony pro kapalinovou chromatografii
s gelovym loZem z pdrovitgych gell obsahujfcich vinylalkoholové jednotky, p¥i né&mZ se do
plniciho za¥ifzeni, odpojiteln& spojeného s kolonou, kterd md na svém dolnim konci prvni
koncovku opatfenou filtrem, vnese suspenze pérovitych geld obsahujfcich vinylalkoholové
jednotky, nafe? se plnici za¥izeni neprody$né uzavie s vyjimkou vystupu pro suspenzi a
vstupw pro plnici kapalinu, pak se plnici kapalinou, vedenou plnicim za¥ifzenim a kolonou,
pfevede do kolony suspenze geld za souBasného odvadd&ni kapaliny ze suspenze jakoZ i plnict
kapaliny p¥es filtr, upraveny v prvni koncovce na dolnim konci kolony, &imZ se v koloné
vytvori gelové loZe, poté se stuphovitéd nebo spojit& zvySuje priitokovd rychlost plnici
kapaliny, naeZ se kolona odpoji od plniciho za¥izeni a ke koloné se na jejim hornim konci
p¥ipoj{ druhd koncovka opat¥ena filtrem, &imZ v koloné zadrZzi vytvofené gelové loZe,
p¥ide% podstata zpisobu spoivd v tom, %e plnici kapalina, pouZit& k p¥evedeni suspenze
gell do kolony, se v objemovém mnoZstvi rovnajfcim se jednondsobnému aZ t¥istandsobku vnit¥-
niho objemu kolony vede kolonou prGtokovou rychlostf 0,2 aZ 1,5 m.h—1 od zaldtku p¥ivadéni
plnic{ kapaliny, p¥i&emZ p¥i stupfiovitém nebo spojitém zvySovdni pritokové rfchlosti plnict
kapaliny &ini maximdln{ zvy¢S8eni tlaku a prim&€rné zvySeni tlaku na 1 metr gelového loZe,
vyvozované proudici plnici kapalinou na vstupu plniciho za¥izeni, nanejvys 6 MPa.min_‘1
u maximdlniho zvys$eni tlaku a 0,2 az * MPa.h™! u prumérného zvySeni tlaku na 1 metr

gelového loze,

Pln&ni suspenze gelu do kolony se mife provddé&t pomoci &erpadla obecnd& zndmym postupem
pro mokré plndnf (viz. Hiroyuki Hatamo, a kol., "Experimentdlni vysokorychlostni kapalinévé
chromatografie" ("Experimental High-Speed Liquid Chromatography"), vyd. Kagaku Doin,
Japonsko, 1977). P¥i zplsobu podle vyn&lezu je nanejvys dﬁleiité) aby nedo$lo k n&hlé
zm&n& pritokové rychlosti nebo tlaku na gelové loZe béhem plniciho postupu. P¥i zpisobu
podle vyndlezu je moZno poufft jakéhokoliv, pro tento dfel b&Zné& pou¥ivaného plnicfho

za¥{zen{.

P¥i praktickém provdd&nf zpisobu podle vyndlezu, se plnici zaFfzen{ pro pln&ni suspenze
gelu do kolony zpravidla napoji na jeden konec kolony. Na plnici za¥fzenf je rovné&% napojena
trubka pro p¥epravu kapaliny z odd&lend instalovaného Cerpadla. Hornf &4st plnicfho za¥izeni
je opat¥ena uzaviratelnym za¥izenim, které je schopno vydrZet tlakové zatiZeni bé&hem doby
pln&nf po nalitf suspenze gelu do plniciho za¥fzeni. Na tom konci kolony, z n&hoZ kapalina
odchézi, je nasazena prvni koncovka opat¥end filtrem, ktery propou¥ti kapalinu, aviak
zabrafnuje prichodu zrn gelu.
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Podle potfeby je moZno nasadit na hlavu a/nebo spodek hlavni kolony pomocnou kolonu
(obvykle oznalovanou jako "predbé&Znd kolona"), majici stejny vnitifni prémér jako hlavni
kolona. O¢elem pouZiti této pomocné kolony nebo kolon je, zlep&it rovnom&rnost gelového
loZe odstranénim z¥etelné nerovnomérnych &4stf gelového loZe. Nerovnom&rné C4sti gelového
loZe maji sklon vznikat na obou koncich kolony, takZe je snadno mo¥no tyto nerovnomérné
¢4sti gelového loZe pfemistit do pomocné kolony. Proto, kdyZ se pomocnd kolona obsahujici
pfemist&né nerovnomérné &&sti gelového loZe, odstrani, odstran{ se tim snadno a dokonale

nerovnomdrné C4asti gelového lofe spole&né s pomocnou kolonou.

Suspenze gelu, kterou se naplni kolona podle vyndlezu, se s vyhodou miZe pfipravit
sm.senim gelt v mnoZstvi, odpovidajicim 1,1 a% 4,0 ndsobku onoho mnoZstvi geldl, které
se mi naplnit do kolony, s disperznim prost¥edim, kterym je totéZ rozpoudtédlo jako plnici
kapaliny, k vytvo¥eni sloupce gelll. Objemov& koncentrace suspenze je vhodné v rozmezi
3 a% asi 30 %. Tésné p¥ed vlitim gelové suspenze do plniciho za¥izeni je vyhodné gely
dokonale rozptylit v disperznim prost¥edi pomoci ultrazvukovych vln nebo jinym vhodnym
zpisobem. Po pFfevedeni gelové suspenze do plniciho za¥izeni se celé plnici za¥izeni uvede

do stavu, aby bylo schopné snést tlakové zatiZeni bé&hem doby plné&ni.

Ona C4ast zpusobu pifipravy kolony pro kapalinovou chromatografii, kterd spolivé
v prevedeni suspenze gelll do kolony plnici kapalinou, vedenou plnicim za¥izenim a kolonou
za soulasného odvadéni kapaliny ze suspenze jakoZ i plnici kapaliny p¥es filtr upraveny
v prvni koncovce na dolnim konci kolony, slouZi pro p¥eménu gelll v podobé suspenze na

gelové loZe. Tento postup pFedstavuje zlepSeni oproti dosavadnimu stavu techniky.

Jak jiZz bylo vy$e uvedeno, spo¢ivd v tom, Ze se plnici kapalina o objemu, rovnajicimu
se jednondsobkn a? t¥istandsobku vnit¥niho objemu kolony, vede kolonou pritokovou rychlosti
0,2 az 1,5 m.h“1 od zacldtku privadéni plnici kapaliny, aby se zabrénilo vytvo¥eni nerovno-
m&rného gelového loZe v poldtenim stddiu plniciho postupu. JestliZe prlitokovd rychlost
plnici kapaliny je niZ%i neZ 0,2 m/h, nejen Ze se sni?uje Gfinnost plnici operace, av3ak
vznikne gelové loZe o p¥ili% nizkém plnicim pomé&ru, cof mé4 nep¥iznivy vliv na stabilitu

jakosti, pot¥febnou pro dalS{ postup.

JestliZe pritokov& rychlost plnici kapaliny p¥esahuje 1,5 m/h, vznik4& nerovnomé&rné
gelové loze, jak bylo vy$e uvedeno. Jestlife celkovy objem pro¥lé plnici kapaliny je mensi
nez vnit¥ni objem kolony, vznik4 gelové loZe nedostatedné délky a tudiZ v ndsledujicim
stupni 3} dochéz{ k neZ&doucimu rychlému pohybu zbyvajici suspenze gelu do kolony, coZ
mé za ndsledek, Ze tvo¥ici se gelové loZe je nerovnomé€rné. JestliZe celkovy objem pro&lé
plnici kapaliny p¥esahuje tt¥istandsobek vnit¥niho objemu kolony, stdv4d se Uéinnost plnici

operace nezddoucné nizkou.

Hlavnim G&elem té &asti zplisobu p¥ipravy kolony podle vyndlezu, v nif se stupnovité
nebo spojité zvyZuje prutokovd rychlost plnici kapaliny, je vytvo¥it vysoce uU¢innou kolonu
zvy&enim plnicfho pom&ru za soudasného zachovidni rovnom&rnosti gelového loZe. V této
&4sti zplsobu se prOtokovd rychlost plnicfi kapaliny zvySuje stupfiovit& nebo plynule.

K dosaZeni zmin&ného tfelu &ini, jak jiZ bylo vySe uvedeno, maximdlni zvySeni tlaku a
promérné zvy3eni tlaku na 1 metr gelového loZe, vyvozovaného proudici plnici kapalinou
na vstupu plniciho za¥izeni, nanejvys 6 MPa.min_l u maximdlniho zvySen{ tlaku a 0,2 aZ
8 MPa.h ™l u pramérného zvySen{ tlaku na 1 metr gelového loZe. '

JestliZe maximdlni zvySeni tlaku na 1 m délky gelového loZe p¥eséhne 6 MPa.min_l.,
je pravd&podobné, Ze bude narufena rovnomérnost gelového loZe. Jestlife primérny vzrust
tlaku na 1 m délky gelového loZe je niZ%{ ne% 0,2 MPa, sniZuje se G&innost plnic{ operace.
Jestlife prumérné zvydeni tlaku pfesdhne 8MPa, je nevyhodné vytvofen{ nerovnom&rného gelového
lo%e pravd&podobné. Operace zvy3ovéni tlaku se pferudi, jakmile plnici pom&r gelového

loZe dosdhne poZadované hodnoty.
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Podle potfeby se pak nechd po nékolik hodin kolonou prochdzet plnici kapalina prito-
kovou rychlosti, kterd neni vy$3{ neZ maxim&lni pritokov& rychlost, které bylo dosaZeno
b&hem doby, kdy plnici kapalina prochdzela kolonou k dosaZeni boéadovaného plniciho poméru,

a pfi ni% nedochézi k vraceni &&sti gelového loZe z kolony zp&t do plniciho zafizeni

(obvykle je tato pritokov& rychlost nanejvyd poloviéni oproti maximdlni pritokové rychlosti}),
aby se vytvotené gelové lo¥e stabilizovalo. Pak se hlavni kolona odpoji{ od plniciho za¥fzen{
a otev¥eny konec kolony se uzavie druhou koncovkou majici filtr s pdry o priméru v rozmezi

2 az 10 um.

Okam?ik, kdy se mi postup zvyS3ovan{ tlaku ukonlit, se snadno zjisti vzhledem k vySe
uvedenému predem ziskanému vztahu mezi maximdlnim tlakem nebo prutokovou rychlosti a plni-
cim pomérem. Vztah mezi maximdlnim tlakem nebo pritokovou rychlosti a plnicim pom&rem
je mo¥no zjistit metodou, p¥i niZ se nejprve p¥ipravi Fada pln&nych kolon tim, %e se kolony
plnf p#i rtzném maximidlnim tlaku nebo p¥i rdzné maximdlni pritokové rychlosti a pak se
vySe popsanou metodou m&¥i plnici poméry téchto kolon. Nastaveni plnicfho pomé&ru kolony
podle vyndlezu je mo¥no snadno dosdhnout tim, Ze se plnéni kolony provede za maximdlniho
tlaku nebo pritokové rychlosti, jeZ odpovidaji p¥edem ur&enému plnicimu pom&ru podle vySe
ziskaného vztahu. '

Jako plnici kapaliny je mo¥no pouZit vody nebo riéizngch vodngch roztokli. Doporuluje
se viak pouzfvat roztok@i pufri nebo vodnych roztokl organickych a anorganickych soli v

1, ponévad? je nutno se vyhnout podminkdm, které

v koncentraci nep¥esahujfci 1 mol.litr
by mohly vyvolat nadm&rné vzduti geld ve srovnini se vzdouvdnim geld obvyklym p¥i chromato-

grafii.

v¢hodnymi. rozmdry kolony podle vyndlezu jsou: vnit¥n{ primé&r v rozmez{ 4 ai 50 mm
a délka 100 a¥ 600 mm. Je moZno pouZit trubic z nerezavéjici oceli, skla, polyetylenu
nebo jiného materidlu, avSak p¥i volb& materidlu trubky je t¥eba p¥ihlédnout ke druhu
eludniho &inidla a k tlaku, pouZitému bdhem doby plnéni gelu a p¥i chromatografovéani.

P¥i pou¥ivani kolony podle vyndlezu pro praktické provddéni chromatografovani je
jako elu&niho &inidla moZno poufit vody, r@znych roztokd pufrl a rdznych vodnych roztokd
a/nebo anorganickych soli. PFesto viak je kolony mo%no vyhodn& pou?{t nejen pro providéni
b&2né rozddlovaci chromatografie, p¥i ni? se pouZivd poldrniho rozpoustédla, ale i pro
kombinaci gelové permeadni chromatografie s rozd&lovaci chromatografif, p¥i niZ% se pouZiva

vy%e uvedenych vodnych roztokt s p¥idavkem vhodného mnoZstvi organického rozpoudté&dla.

D&éle se vynadlez tykd jed¥td metody analyzovdni sloZek krve, kterdZto metoda spoivd v tom,
se vyvine chromatogram krevniho séra na kolon& pro kapalinovou chromatografii zahrnu-
i gelové lo¥e z pbérovitych gell obsahujicich vinylalkoholové jednotky, pfitemZ gely
majf! hmotnostni st¥ednf prémér zrn v rozmezi 4 a% 20 um a gelové loZe md plnicf pomér

0,66 a¥ 0,78 a stupen rovnomdrnosti v rozmezi 2,0 a% 4,0, ktery je definovén vyrazem

HETP/Dp ,
kde
HETP znamend vy&kovy ekvivalent teoretického patra kolony a
Dp znamend hmotnostni st¥fedn{ primér zrn gelu.

Kolona podle vyndlezu je vysoce G&innou kolonou pro kapalinovou chromatografii, schop-
nou G&inné rozd&lovat razné iontové a neiontové latky p¥itomné ve vodé nebo vodny roztok
organickych a/nebo anorganickych solfi. Kolona podle vyndlezu pro kapalinovou chromatogra-
fii je obzvl&3t& vhodnd pro rozd&lovani nebo pro rozd&lovdni a identifikaci sloZek krve,
kteryito Gdel ji¥ del8{ dobu vyZadoval feSeni. KdyZ se provddi rozdélovani slozek krve
nebo rozd&lovdni a identifikace sloek krve zplsobem podle vyndlezu, je vyhodné, jestliZe
se pro rozdéleni rozpuiténych ldtek majfcich molekulovou hmotnost, odpovidajici molekulové
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hmotnosti albuminu, nebo molekulovou hmotnost vy$$i nez je molekulovd hmotnost albuminu,
pouzije kolony obsahujici gely o exkluzni mezni hodnoté& molekulové hmotnosti (vztaZeno

na dextran) alespon 100 000, pro rozdélenf! rozpu$t&nych latek o molekulové hmotnosti,
odpovidajici molekulové hmotnosti albuminu, nebo o0 molekulové hmotnosti 100 aZ molekulova
hmotnost albuminu se pouZije kolony obsahujici gely o exkluzni mezni hodnoté molekulové
hmotnosti (vztaZeno na dextran) 100 000 nebo méné, jakoZto eludniho &inidla se pouZije
riznych vodnych roztokd organickych a/nebo anorganickych soli nebo jejich smési v koncen-
traci od 0,05 do 0,5 molu.litr~l a jakoZto detektoru se pouzije ultrafialového spektro-

fotometru.

Jak jiZ bylo vySe uvedeno, podatilo se kolonou podle vyndlezu a zpisobem podle vyndlezu
pro jeji pfipravu spoleéné& vyFrefit stdvajici problémy v této oblasti. To m& pro praktické
pouziti velké vyhody. Charakteristickym vyznakem vyndlezu Jje, Ze gely, pouzivand jako
ndpln do kolony podle vyndlezu, obsahuji neiontové vinylalkoholové skupiny v kost¥e poly-

meru, takZfe adsorptivnost rozpu$ténych létek ve vodném roztoku na gely je nizk4.

7 toho plyne, Ze bylo umoZné&no provddé&t pfimou analyzu krevniho séra apod., kterd
byla aZ dosud obtiZnd pomoci rozddlovaci chromatografie nebo adsorpéni chromatografie,
takZe je moZno ziskat ddaje tykajici se jednotlivych sloZek krve, Casto zahrnujicich ddaje,
umoZnujfci stanovit jejich molekulovou hmotnost. Podle vyndlezu je mo%no pY¥ipravit kolonu
obsahujici rovnomérné gelové loZe o vysokém plnicim poméru zpisobem, pfi némZ je p¥i vytvdfeni
kolony nutno se vyhnout n&hlé zméné pritokové rychlosti nebo tlaku na gelové loZe b&hem
plniciho postupu, ¢im%Z se umoiZni zdroven zlep$it rychlost eluce a prodlouZit Zivotnost
kolony, SehoZ nebylo moZno dosdhnout pomoci obvyklych gelovych permeaénich kolon s vodnym
rozpousté&dlem. Dal&im charakteristickym znakem je, Ze u kolon podle vynélezu se pouzivi
geld o malém primé&ru zrn, které se proto vyznadujl kromé vyse uvedenych vyhod zvySenou

rozdélovaci uWdinnosti.

Vynédlez je bliZe objasnén dale uvedenymi pY¥iklady, které v8ak jeho rozsah nikterak

neomezuji.

P¥{klad 1

Smés 80 g divinyladipdtu (o &istoté vyééi nez 99 %), 200 g n-butylacetdtu, 6,4 g
polyvinylacetdtu (o polymeradnim stupni 500) a 1 g 2,2 ~azobisisobutyronitrilu se p¥i
teploté 70 °c polymeruje v suspenzi 20 hodin v 1,2 1 vody obsahujici polyvinylalkohol
v hmotnostnim mnoZstvi 1 % jakoZto stabilizdtor suspenze, &imZ se ziskd poly(divinyladipédt}.
Po skoneni polymerace se vznikl4 zrna isoluji odfiltrovanim, promyji nejprve vodou, pak

metanolem, naceZ se vysudi.

Suché zrna se pak nasypou do banky s kulovym dnem o objemu 2 litrd spolu s 1 litrem
metanolu, obsahujicim 32 g hydroxidu sodného, a vznikld sm&s se zah¥ivd 24 hodiny za michéni
pfi teploté 40 ©c. Po skondeni reakce se vznikld zrna odfiltruji a promyji metanolem,

pak acetonen.

Takto ziskand polyvinylalkoholové zrna se vnesou do banky s kulovym dnem spolu s
s kapalnou smési, sestdvajici z 350 ml dimetylsulfoxidu, 350 ml acetonu, 37 g opichlor-
hydrinu a 16 g hydroxidu sodného, a vznikld smés se zah¥ivd 24 hodiny za michéni pfi teploté
50 °C. Po skonZeni reakce se vznikl4 zrna odfiltrujfl a dtkladné promyii nejprve horkou
vodou, pak acetonem. Tento reakéni, filtradni a promyvaci postup se jesté jednou opakuje

zplsoben, jak vySe popséno.

ziskand zrna se pak 24 hodiny za michdni zah¥ivaji p¥i teploté 80 °c spolu s vodnym
1 N roztokem hydroxidu sodného, nadeZ se pak zrna dukladné promyji vodou. St¥edni prumér
takto zfskanych zrn se stanovi pomoci p¥istroje "Coulter Counter Model ZB" (vyrobce Coulter

Electronics Inc.; &inf 12,3/um.
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V¢Se v popisu popsanou metodou se ur&i hodnota LN jako 1,75 ml.g‘l. C4st ziskanych
geld se nechd reagovat v pyridinovém rozpoultédle p¥i teplot& 90 % s anhydridem kyseliny
octové a z mnoZstvi zreagovaného anhydridu kyseliny octové se vypo&te koncentrace (qOH)
skupin, kterd &in{ 9,1 mekv.g_l.

10 g takto ziskanych vysuSengch zrn se pono¥i pfes noc do 100 ml destilované vody
a nech& nabobtnat. X jednomu konci kolony o vnit¥nim prim&ru 7,5 mm a o délce 500 mm se
p¥ipojf prvni koncovka opat¥end filtrem s pdry o prim&ru 5 am a druhy otevieny konec
kolony se spojf s plnicim za¥izenim o vnit¥nim objemu 100 ml. Plnic{ za¥fzeni je ve své
horn{ ¥4sti opatfeno vstupem pro suspenzi gelu, vstupem pro plnic{ kapalinu, ktery je '
spojen s plnfcim &erpadlem trubkou z nerezavéjici oceli, a manometrem. Po nalit{ suspenze
gelu do plniciho za¥fizeni je toto moZno uzav¥it. VySe uvedend suspenze nabobthal¢ch zrn
gelu se podrobi po dobu 10 minut dispergovdni pomocf{ ultrazvukového &isticfho za¥izeni
"Branson B-12" (vyrobce Branson Cleaning Equipment Company, USA} a vlije do plniciho za¥fzeni

vstupem pro suspenzi gelu.

Pak se plnic{ za¥fzen{ uzav¥e. Poté se plnicim za¥fzenim a kolonou nechd prochdzet
po dobu 60 minut destilovand voda (plnici kapalina) prutokovou rychlosti 1,0 ml.min—l.
ELV (linedrnf{ rychlost): 1,36 m.h—l]. Nato se pritokovéd rychlost destilované vody zvy3uje
p¥i prim&rném rustu tlaku 2 MPa.h-1 na 1 metr gelového loZe a p¥i maximdlnfm rustu tlaku
2 MPa.min_1 na 1 metr gelového loZe tak dlouho, a¥ manometr ukaZe pY¥etlak 8,5 MPa. Po
dals{ 3 hodiny se nech& protékat destilovand voda, p¥ifemZz p¥etlak se udriuje na 8,5 MPa
regulovdnim mnoZstvi destilované vody doddvané &erpadlem.

Po zastaveni pritoku destilované vody se kolona odpojfi od plnicfho za¥fzeni a na
otevieny konec kolony se nasadf druhd koncovka, majici stejnou strukturu jako prvni koncov-
ka. Tim je plné&ni kolony skoneno. Vyrobené kolona m& hodnotu HETP/Dp 3,3, hodnotu Vi/Vo
1,54 a exkluzivnf mezni{ hodnotu molekulové hmotnosti (vztaZeno na dextran) p¥ibli¥né
2 000 000.

Na kolon&, p¥ipravené jak vySe popséno, se chromatografuje vodny roztok komer&nfho
thyroglobulinu, albuminu, myoglobulinu a fenylalaninu, zfskany chromatogram se vyvine
a eluuje pufrovym roztokem kyseliny fosforeéné o moldrni koncentraci 0,05 mol.litr'-1
a o pH 6,7, ktery obsahuje sfran sodny v koncentraci 0,2 mol.litr_l p¥i pritokové rychlosti
1,0 ml.min"t. Jak je patrné z chromatogramu na obr. 2, je jednotlivé sloZky moZno rozd&lit
velmi 4&inn&, p¥ilemZ se ziskajf{ postupné v pofadi svych molekulovych hmotnosti. Doba

potfebnd pro analyzu je pouze 20 minut. \
{T - thyroglobulin, A - albumin, M - myoglobulin, P - fenylalanip)
p¥i{iklad 2

Do vAlcové nddoby o objemu 2 litrd se vnese kapalnid smés, sestdvajic{ ze 100 g vinyl-
acetdtu, 32,2 g triallylisokyanurdtu (&fslo X: 0,25), 100 g n-butylacetdtu a 3,3 g 2,2'~
~azobisisobutyronitrilu spolu s 0,8 litru vody, obsahujicf polyvinylalkohol v hmotnostni
koncentraci 1 % jakoZto stabilizdtor suspenze. Vyslednd smés se mich&, &im# se ziskd stabilni
suspenze. Pak se tato suspenze zah¥ivd 18 hodin pf¥i teplot& 65 ©¢; v zah¥{vani se pak
pokra&uje za michdn{ p¥i teploté& 75 °c po dobu 5 hodin, p¥iemZ prob&hne polymerace v
v suspenzi. Po skon&eni{ polymerace se vznikl4 zrna odfiltrujif, promyji{ nejprve vodou,
pak metanolem, naleZ se vysu3{i.

Vysufend zrna se vnescu do banky s kulovitym dnem o objemu 3 litrd spolu se 2 litry
metanolu, obsahujfcihoc 47 g hydroxidu sodného, a vznikld sm&s se zah¥{vd za michdni p¥i
teploté 15 ¢ po dobu 20 hodin, &imZ prob&hne pfeesterifikalni reakce. Sedimentaci ve

vodé se ziskaji gely (Dp: 9,8 uam, Dp/Dn: 1,28), Tyto gely maji koncentraci hydroxylovych

skupin 7,3 mekv.g_l a hodnotu Wy 1,58 ml.g_l.



13 253567

pak se ze ziskanych gell navdZ{ t¥i ddvky po 7 g (v suchém stavu). KaZdd z té&chto
t¥{ dévek geld se pono¥{ do 100 ml vodného roztoku siranu sodného o molérn{ koncentraci
0,2 mol.litr_l, kde se ponech& p¥es noc, nateZ se 5 minut disperguje pomoci ultrazvukového
homogenizdtoru typu US-300 (vyrobce Nippon Seiki Seisakusho KK, Japonsko). KaZdd z vysled-
nych t¥{ gelovych suspenzi se pak vlije do plniciho za¥izeni, napojeného na p¥edb&inou
kolonu o délce 100 mm a o vnit¥nim primé&ru 7,5 mm, kterd je nasazena na jeden konec hlavni
kolony z nerezavdjici oceli o vnit¥nim prim&ru 7,5 mm a o délce 250 mm; hlavni kolona

je na svém druhém konci opatfena prvni koncovkou s filt-em, tak jako v prikladu 1i.

Jak predb&Znéd kolona, tak hlavni kolona byly pfedem naplnény vodnym roztokem siranu
sodného o molérnf koncentraci 0,2 mol.litr_l. Po uzavfeni plnicfho za¥izeni se timto za¥izenim,
pfedb&¥nou kolonou a hlavni kolonou nechd po dobu 60 minut prochdzet vodny roztok siranu
sodného (plnici.kapalina) o moldrni koncentraci 0,2 mol.litr—l, dod4dvany &erpadlem. B&hem
t&chto 60 minut vstupuje suspenze gelu do hlavni kolony, p¥ifemZz z ni prvni koncovkou
nasazenou na dolnfim konci hlavni kolony vytékd vodny roztok siranu sodného o mo6lérni koncen-
traci 0,2 mol.litr_l, obsa¥eny jednak v suspenzi. gelu, jednak pouZity jako plnici kapalina;
tim se v hlavn{ kolon& vytv4¥{ gelové loZe.

Pak se pritokovd rychlost vodného roztoku siranu sodného o moldrni koncentraci
0,2 mol.litr™! !
loZe a p¥i maximdlnim ristu tlaku 0,5 MPa.min"1 na 1 metr gelového loZe tak dlouho, aZ

postupné zvysuje p¥i primérném ristu tlaku 0,5 MPa.h” = na 1 metr gelového
p¥etlak, indikovany manometrem jako v p¥ikladu 1, dosdhne 2,6, 4,6 resp. 5,7 MPa. Plnici
kapalina se nech& prochdzet kolonami po dal$i 2 hodiny, p¥ilemZ se udrZuje uvedeny pfetlak.
Pak se plnici za¥izeni a predb&inéd kolona odpoji a na ka%dou z hlavnich kolon se nasadf
druh& koncovka k zadrZenf vzniklého gelového loZe.

Tyto kolony se podrobi zkouSkdm ke zjisté&ni jejich charakteristickych vlastnosti
a praktické pouZitelnosti. Vysledky té&chto zkoudek jsou p¥iznivé. Charakteristické vlastnosti

t&chto kolon podle vyndlezu jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I

Kolona &. HETP/Dp vi/vo Pd
1 2,95 1,34 0,67
2 2,30 1,61 0,71
3 3,34 1,90 0,74

viechny tyto kolony maji vyludovaci mez molekulové hmotnosti (vztaZeno na dextran)
p¥ibliZné& 30 000.

Na koloné ¢ | se vyvine sm&s komeréniho gama-globulinu, albuminu z krevnfho séra
hovéziho skotu, albumin z vaje&ného bilku a myoglobulinu, a eluce se provede za pouZiti

1

vodného roztoku chloridu sodného o molérni koncentraci 0,3 mol.litr * fosfore&nanu sod-

1 o pH 7,0 jakoZto eluéniho &inidla. KaZdd z uve-

ného o moldrni koncentraci 0,1 mol.litr
denych sloZek se ziskd témé¥ ve 100% mnoZstvi. VSechny tyto bilkoviny se ziskaj{ v pofadi

svych molekulovych hmotnosti.

Na kolon& &. 2 se vyvine 100 mikrolitrd (1 mg) vodného roztoku etylenglykolu o hmot-
nostn{ koncentraci 1 % a eluce se provad{ p¥i teploté& 15 ©c destilovanou vodou p¥i prito=-
kové rychlosti 1,0 ml.min_l. Ze ziskaného chromatogramu se ur&i hodnota HETP. Tento postup
se 800krdt opakuje. Stanovené hodnota HETP jsou v rozmezi 24,5 aZ 25,6 jum. Neménnost hodnot
HETP miZe byt pova¥ovéna za dikaz prodlouZené Zivotnosti kolony a za dikaz, Ze p¥i dlouho-
dobém pou?ivdni kolony nedochdz{ k nijakému snifenf{ ddinnosti kolony.
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Kolonou &. 3 se nepfetrZit& provaddi vodny roztok siranu sodného o moldrni koncentraci
0,2 mol.litr % p¥i pritokové rychlosti 1,2 ml.min™t po dobu 240 hodin; po uplynut{ této
doby se zjisti p¥fznivé hodnota HETP 32,9 jum (HETP/Dp = 3,36), pfiemZ nelze zjistit #4&dné

sniZeni d&innosti kolony.
P¥Lfklad 3

Na spojenych kolondch &. 1 a &. 2, p¥ipravenych postupem podle p¥ikladu 2, se vyvijf
lidské krevni sérum a eluuje p¥i pH 7,0 vodnym roztokem chloridu sodného o moldrni koncentra-
ci 0,3 mol.litr_l a fosfore&nanu sodného o moldrnf{ koncentraci 0,1 mol.litr-1 p¥i pritokové
rychlosti 1,0 ml.min_1 za pouZitf{ ultrafialového spektrofotometru jakoZto detektoru p¥i
vinové délce 250 nm. Na obr. 3(a) je zndzornén chromatogram norm&lniho lidského krevniho
séra, ziskany vySe popsanym postupem, a na obr. 3(b) je zndzorn&n chromatogram séra po
selhdni ledvin.

Na tomtéZ vykresu jsou uvedeny dva chromatogramy, ziskané p¥i rlzné sensitivit® detekto-
ru, na nichZ jsou gpole&né naznaleny v&t3{ a men${ sloZiky séra. % t&chto chromatogrami
je patrné, Ze kolona podle vyndlezu pro kapalinovou chromatografii se vyznaduje vynikajfci
rozdélovaci U&innost! a Ze je obzvla&t& vhodnd pro rozddlovéani smésf, obsahujicich mnoho
druhi@t rozpu¥ténych ldtek, jako je nap¥iklad krev.

Srovnéadvaci{ pfriklad 1

Z geld, ziskanych podle prikladu 2, se navdZ{ 10 g geld, které se nechajf botnat,
a dispergovat postupy, popsanymi v p¥fkladu 2, nafeZ se vnesou do plniciho za¥izen{ spoje-
ného s kolonou o vnit¥nim préméru 7,5 mm a o délce 500 mm. Suspenze gelu se z plniciho
za¥{zenf pfenese do kolony, p¥idemZ se tlak na vstupu do kolony udrZuje na 7,0 MPa. Plnic{
kapalina se provddi kolonou po dobu 4 hodiny, p¥i¢em# se udrZuje uvedeny p¥etlak. Pak
se na naplnénou. kolonu nasadi druhd koncovka k zadrZenf vytvo¥fendho gelového loZe. Ziskané
kolona méd hodnotu HETP/Dp 7,1. Na této koloné se chromatografuje ty% vzorek séra (pacienta,
trpiciho selhdnim ledvin) jako v p¥ikladu 3 a za tychZ podminek, jakych bylo poufito v
v p¥ikladu 3. Ziskany chromatogram je zndzorn&n na obr. 4. Z porovndni chromatogrami na
obr. 4 a obr. 3(b) je patrné, %e pln&n& kolona podle vyn&lezu se vyznaluje mnohem vy$si
rozdélovac{ G&innosti neZ kolona, ziskand v tomto srovndvacim p¥ikladu 1.

P¥r{iklad 4

~

Do banky se vnese sm&s, sestdvajfci ze 100 g vinylacetédtu, 41,4 g triallylisokyanurdtu,
70 g n-butylacetdtu a 3,3 g 2,2'-azobisisobutyronitrilu. Polymerace v suspenzi, pYeeste-
rifikovdni a sedimentace produktu se provedou prakticky stejné& jako v p¥fkladu 2, ZimZ
se ziskajl gely, majfc{ hodnotu Dp 9,4 um. Tyto gely se vyznaluji koncentraci hydroxylovych
1. 2 téchto gelll se odvdZi 13 g; tato ddvka
se vnese do kolony z nerezavé&jicf oceli o vnit¥nim priméru 7,5 mm a o délce 500 mm tymZ
postupem jako v p¥ikladu 1, &imZ se zisk4 pln&nd kolona, vyzna&ujic{ se hodnotou HETP/Dp
2,75 a hodnotou Vi/Vo 1,55.

skupin 7,1 mekv.g‘1 a hodnotou Wy 1,20 ml.g

Za pouZitf{ této kolony se chromatografuje sérum pacienta, trpfcfiho selhdnim ledvin
prakticky, tymZ postupem jako v p¥ikladu 2, jen se analyza provadd{ p¥i v&t$i pritokové
rychlosti eludniho &inidla. Obr. 5{a) zndzorhuje chromatogram, ziskany p¥i pritokové
rychlosti eluénfho &inidla 1,0 ml.min~ ' zatfmeco obr. 5(b) zndzornuje chromatogram, ziskany
p¥i pritokové rychlosti elu&ntfho &inidla 2,0 ml.min_l. Z chromatogramu na obr. 5(h),
ziskaného p¥i tak vysoké prutokové rychlosti eludnfho &inidla jako je 2,0 ml.min-l, co?
odpov{dd linedrni rychlosti 2,72 m.h_l, vyplyva tém&¥ stejné& vysoké rozd&lenf{ jako na

chromatogramu obr. 5(a}, ziskanému p¥i pritokové rychlosti eludnfho &inidla 1,0 ml.min_l.
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Z toho je patrné, Ze plnénd kolona podle vyndlezu umoZfiuje vysokorychlostni chromato-~
grafii s vysokou rozd&lovac{ Glinnostf. Krom& toho si kolona i po chromatografovidnf 150 vzor-
k@ krevniho séra p¥i pritokové rychlosti 2,0 ml.min—l, podrZuje pivodni rozdélovaci schop-
nost a d&innost, kterou se vyznatuje ihned po své piiprav&. Toto dokldd4 prodlouZenou
Zivotnost pln&né kolony podle vyndlezu.

P¥iklad 5

Smés, sestdvajici ze 100 g vinylacetdtu, 32,2 g triallylisokyandtu (stupen p¥{&ného
zesiténi: 0,25), 40 g n-butylacetdtu a 3,3 g 2,2'-azobisisobutyronitrilu, se polymeruje
v suspenzi, sfiltruje, produkt se extrahuje, pfeesterifikuje a sedimentuje v podstatéd
tymZ zplsobem jako v p¥ikladu 2, &imZ se ziskaji gely, majici hodnotu Dp 13 jum, hodnotu

Dp/Dn 1,32, koncentraci hydroxylovych skupin 8,2 mekv.g_1 a hodnotu WR 1,05 ml.g_l.

Takto ziskanymi gely se pln{ kolona o vnit#nim priméru 7,5 mm a o délce 500 mm v pod-
staté stejnym zplsobem jako v pfikladu 1, &imZ se zfsk4 plné&nd kolona o hodnot& HETP/Dp
3,4 a hodnoté& Vi/Vo 1,20. Na této plné&né kolon& se chromatografuje vodni sm&s N,N'-~dimetyl-
-4,4'-bipyridyliumchloridu (NQ), N~metyl-4-(4-pyridyl)pyridiniumchloridu (MQ) a N-metyl-
pyridiniumchloridu (MS), kterd se ziskd p¥i vyrob& chemické sloudeniny, ur&ené pro zem&d&lské
pouziti, p¥ifemZ eluce vzniklého chromatogramu se provaddi vodnym roztokem chloridu sodného
o moldrni koncentraci 0,3 mol.litr_1 p¥i pritokové rychlosti 1,0 ml.min_l.

Ziskany chromatogram je zn&zornén na obr. 6. Na chromatogramu jsou z¥etelné& patrné
jednotlivé sloZky sm&si. Tento p¥iklad dokl4dd4, Ze plnéné kolony podle vyndlezu je moZno
d¢inné pouZit téZ pro frakcionaci a identifikaci elektrolytll o nizké molekulové hmotnosti.

PREDMET VYNALEZU

1. Kolona pro kapalinovou chromatografii, s gelovym lofem z pbdrovitych gell obsahujicich
vinylalkoholové jednotky, vyznalujici se tim, Ze gely maji hmotnostni stfedni prim&r zrn
4 az 20’um, pficemZ gelové loZe md hodnotu plrniciho poméru v rozmezf 0,66 aX 0,78 a stupen

rovnomérnosti v rozmezi 2,0 aZ 4,0 definovany pomérem

HETP/Dp ,
ve kterém
HETP znamend vyskovy ekvivalent teoretického patra a
Dp znamend hmotnostni stfedni primér zrn geld.

2. Kolona podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze gely maji hmotnostni st¥edni primér

zrn v rozmezl 6 aZ 15 pm.

3. Kolona podle bodu 1 a 2, vyznatujflci se tim, Ze se gely odvozuj{ od homopolymeru
nebo kopolymeru vinylkarboxyldtu.

4. Kolona podle bodu 3, vyznadujici se tim, Ze kopolymérem je kopolymer vinylkarboxylitu

se situjicim monomerem obsahuiicim isokyanurdtovy kruh.

5. Kolona podle bodu 3, vyznatujici se tim, Ze kopolymerem je kopolymer vinylkarboxyldtu

se situjicim monomerem obsahujicim kyanurdtovy kruh.

6. Kolona podle bodu 4, vyznalujici se tim, Ze sifujicim monomerem obsahujicim iso-

kyanurdtovy kruh je triallylisokyanurét.

7. Kolona podle bodu 3, vyznadujici se tim, Ze vinylkarboxyldtovy kopolymer je odvozen
od monomeru obsahujiciho alespon dvé esterové skupiny vinylkarboxylétu.
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8. Kolona podle bodu 7, vyznadujici se tim, Ze monomerem obsahujicim alespoii dvé

esterové skupiny vinylkarboxyldtu je divinylacetdt.

9. Kolona podle bodl 1 aZ 8, vyznalujfc{ se tim, Ze gely majl zddrZ vody v rozmezi
0,6 a¥ 2,0 ml.g-l a gelové lo%e m4 hodnotu pomdru Vi/Vo, ve kterém Vi znamend vnit¥ni
objem uvnit¥ zrna gelu a Vo znamend prdzdny objem mezi zrny gelu, v rozmezi 1,0 a%¥ 2,0."

10. Kolona podle bodl 1 aZ 9, vyznadujici se tim, Ze gely maji koncentraci hydroxylovych
skupin v rozmezi 3 a% 15 mekv.g_l.

11. Kolona podle bodl 1 aZ 10, vyznadujici se tim, Ze gelové loZe mé& hodnotu plniciho
poméru v rozmezf 0,68 aZz 0,74,

12, zplsob p¥ipravy kolony pro kapalinovou chromatografii podle bodu 1, p¥i némZ
se do plnicfho za¥fzeni, odpojitelné& spojeného s kolonou, kterd md na svém dolnim konci
prvni koncovku opat¥enou filtrem, vnese suspenze pdrovitych geld obsahujicich vinélalkoholo-
vé jednotky, naceZ se plnici za¥fzeni neprody3né& uzavie s vyjimkou vystupu pro suspenzi
a vstupu pro plnici kapalinu, pak se plnici kapalinou, vedenou plnicim za¥fzenim a kolonou,
pfevede do kolony suspenze geld za soufasného odvadéni kapaliny ze suébenze jako i plnici
kapaliny p¥es filtr, upraveny v prvni koncovce na dolnim konci kolony, &¢imZ se v koloné&
vytvori gelové lo¥e, poté se stuphovité nebo spojité& zvySuje pritokovd rychlost plnici
kapaliny, naeZ se kolona odpoji od plnicfho za¥izeni a ke kolon& se na jejim hornim konci
p¥ipoji druhd koncovka opat¥end filtrem, &im% se v kolon& zadrZi vytvo¥ené gelové lofe,
vyznadujic{ se tim, %e plnici kapalina pouZitéd k p¥evedeni suspenze gell do kolony se
v objemovém mnoZstv{, rovnajicim se jednondsobku vnit¥niho objemu kolony, vede kolonou
pritokovou rychlostf 0,2 aZ 1,5 m.h_1 od zaddtku p¥ivadéni plnici kapaliny, p¥ifemZ p¥i
stuphovitém nebo spojitém zvy3ovani pritokové rychlosti plnici kapaliny &inf maximédlni
zvySen{ tlaku a prim&rné zvygeni tlaku na 1 metr gelového loZe, vyvozované proudici plnici
kapalinou na vstupu plnicfho za¥izenf, nanejvy$ 6 MPa.minTl u maximdlnfho zvySeni tlaku
a 0,2 aZz 8 MP,S\.h—1 u primé&rného zvyseni tlaku na 1 metr gelového loZe.

8 vykresh
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QObr, 3 (b)
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