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nich membrdn pro chromatografické ddlenf
biopolymerti. ’

Podle feSeni sestdvaji z makroporézni-
ho kopolymeru mono- a divinylického monome-
ru, prifem? monovinylicky monomer je gly=-
cidylmethakryldt v mnoZstvi 5 a¥ 80 & obj.
a divinylicky monomer je ethylendimetha-
kryldt, jehoZ podil na celkovém mnofstvi
zpolymerizovangch monomert je 20 a¥ 95 %
obj. a na vnit¥nim povrchu, ktery i v su-
chém stavu dosahuje velikosti 1 a% 400 m2/q,
nesou chemické funkéni skupiny plivodniho
monomeru a/nebo jejich'derivéty, vybrané ze
skupiny gestévajici ze skupiny epoxidové,
allylové, hydroxylové, aminové, sulfonové,
hydrogensulfétové, sulfhydrilové, alkylové
s Fetézcem obsehujicim a% 18 C atomd,

Tyto makroporézni polymerni membrény
umoZnuji chromatografické déleni biopoly=~
mert v primyslovém mé&#{tku a podle pfedem
zadaného programu.
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Vyndlez se tykd makroporézniqh polymernich membrén pro chromatografické d&leni bio-
polymerii.

Jakkoliv je problematika separace makromolekul z jejich sm€si s nizko- nebo vysocko-
molekuldrnimi l4tkami v soudasné dob& velmi frekventovand v literatufe i praxi, a bylo
dosaZeno znadnych dsp&chli, nenf{ ji dosud moZné povaZovat za vyfeSenou. S rozvojem moder-
nich v&dnich a technickych disciplin, jako je nap¥fklad biotechnologie, se problém G&inné
separace vyr4b&ného produktu z reak&niho média stévé rozhodujicim kritériem dspéchu feSe-
ni. Neni zpravidla p¥{ili¥ velkym problémem nalézt zpisob ahalytické identifikace hledané
14tky ani stanovit jeji koncentraci. PotiZe viak pYin4d8{ dosud ne zcela vyfe$eni otdzka
preparativni, primyslové separace s vysokou GEinnosti p¥i rozumném vynakldddni préce,
energie a ndkladdt jak kapitélovgch, tak i materidlovych, a p¥i minimédInfm zat&Zovan{ Zi-
votniho prost¥edi.

7 hlediska pouZitf{ je nejdiileZit8j8{ d8leni a izolace biopolymerd. Do této skupiny
makromolekuldrnich lédtek pat¥i oligo- a poly-peptidy, bilkoviny, enzymy, lektiny, proti-
l4tky, antigeny, nukleové kyseliny, polysacharidy. Separace biopolymeri z p¥frodnich
zdroji je obecnd zndmym problémem jiZ od minulého stoleti.

Plvodni zplisoby &i¥tdni spo&ivaly zejména ve srédZeni nap¥iklad bilkovin, respektive
jejich vysolovéni neutrdlnimi solemi, které lze provddét i za souasné zmény pH a dosaho-
vat tak i ndkolikanidsobné frakcionace v jednom stupni. I tak v3ak k ziskdni &isté bilkovi-
ny vedla dlouhd cesta korunovand dspdchem a% v roce 1926, kdy Sumner izoloval krystalic~-
kou uredzu. Nicmén& i nyni, jak bude pozd&ji ukdzéno, se vlivu iontové sily nebo pH pfi
d8leni bilkovin op&t pouZivé.

Paralelnd se vyvijela i metoda nazvand svym objevitelem M. Cvettem chromatografif
(Ber. Deut. Botan. Ges. 24, 316, 1906). V§znamnym meznfkem se v3ak stala a% préce A. J.
P. Martina a R. L. M. Synge (Biochem. J. 35, 1358, 1941), kterd zavedla pojem teoretic-
kého patra v kapalinové chromatografii. Také bylo uvedeno, %e kolony naplnéné mikrotés—
ticemi jsou zejména vyhodné pro d¥leni makromolekul, jejichZ difdzni koeficienty jsou
velmi malé. ProtoZe v té §obé mikro&istice nebyly jeSté objeveny, realizoval se proces
vysoce G&inné kapalinové chromatografie (HPLC) a% o dvacet let pozd&ji.

Chromatografie polymert se rozvinula a¥ na zéklad€ poznatkll Petersona a Sobera
(J. Amer. Chem. Soc. 76, 1711, 1954), Ze se bilkoviny mohou adsorbovat na diethylamino-
ethylderivdtu celuldzy a potom postupné eluovat roztokem s rostouci iontovou silou.
Pozdsji byly ke stejnému dlelu pouZity i jiné derivéty celuldzy, nap¥fklad karboxymethy-
lovy. Koncem padesédtych let firma Pharmacia Uppsala ve 3védsku zavedla sesftSné dextra-
nové gely pro vyluSovaci chromatografii (SEC) bilkovin a nukleovych kyselin (Ger. pat.
1292883, Brit. pat. 974 054), p¥i které dochdzi k d8leni na z4klad® dostupnosti rizného
podilu poréznf struktury gelu pro species s riznou velikosti makromolekuly. Mald mecha-
nickd pevnost gelovych médii vEak neumoZnila pln& realizovat princip HPLC.

Ke zlomu doSlo p¥i frakcionaci bacitracimu na mikro&ésticich silikagelu derivatizo-
vaného .alkylsilany (K. Tsuji, J. H. Robinson, J. Chromatogr. 112, 663, 1976). S pouZitim
kyselé mobilni fize obsahujfci organické rozpout&dlo bylo rozdéleno nékolik struktur-
nich forem uvedeného peptidu metodou tzv. chromatografie s obrdcenou fdzi (RPLC) na ko-
lon¥ dlouhé 30 cm. Z&hy nato se objevily i préce popisujfci pouZiti silikagelu i pro
vysoce G&innou vyluSovaci chromatografii (SEC) a iontovymé&nnou chromatografii (IELC)
bilkovin pfi témS¥ kvantitativnim vyt&%ku a zachovdni aktivity. Oproti gelovym materid-

1tm je v uvedenych pF¥fpadech moZné pouZit aZ tém&¥ o dva Fady vy$8fch prutokovych rych-
losti mobilni féze, coZ podstatnd zkracuje doby analyzy.

Makromolekuly obecn& interagujfi se stacionérni fézf v chromatografické koloné riz-
nymi zpisoby. To vede k tomu, ¥e kapacitnf faktor definovany p¥i isokratické eluci, te-
dy eluci, vyuZivajfci stdle stejné rozpouSt&dlo, jako
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k' = (tR - to)/to

kde tr je retenéni doba hledané litky a g mrtvy objem kolony, se prudce m&ni p¥i nepatr-
né zméné sloZeni eluentu. P¥i jistém slofeni je k' tak vysoké, Ze se makromolekula v kolo-
n& prakticky nepohybuje. Mald zména rozpou&tddla vSak zpisobi pokles k' k hodnotd blizké
nule a makromolekula prochézi kolonou, ani%¥ by s jejf n&plni jakkoliv interagovala. B&%nd
vynédSend a publikovand zdvislost log k' na slo¥eni eluentu je tedy velice strmé, mnohdy
témd¥ vertikdlni. z toho oviem také vyplyv4, %e délka chromatografické kolony nemd v tomto
pfipadé rozhodujici vliv na kvalitu délenf. Lze tedy poudit velmi krétkych kolon, obsahu-
jicich jenom nezbytn& nutné mnofstvi sorbentu, které je potfebné pro sorpci d&lenych makro-
molekul v takovém mnoZstvi, aby se rozdlené litky daly detegovat.

Ukédzalo se, Ze p¥i chromatografii makromolekul nap#fklad metodou RPLC je rozliovaci
funkce Umérnd 3
/2 gl L2
kde Dy je difdznf koeficient solutu, d primér &4&stic naplnénych v koloné a tg doba, po
niZ se mén{ sloZeni rozpou¥t&dlové smési (gradient). ProtoZe prvni veli%ina je charakte-
ristickou konstantou d8lené latky, je mo¥né kvalitu d&lenf zlepovat pomalou zm&nou slo-~
Zeni rozpouStddla nebo zmenSovénim rozmdru &4stic ndplnd kolony. V prvém p¥ipadé se pro-
dluZuje i doba pot¥ebnd k rozdleni smési, ve druhém potom roste tlakovd ztrdta na kolond
a je nutné privdddt eluent p¥i velmi vysokém tlaku, ktery mi¥e dosahovat n&kolik jednotek
az desitek MPa.

Uvedené okolnosti ukazuji, %e zv&t¥eni md¥itka chromatografické separace z analytic-
kého nebo laboratorniho mi%e p¥edstavovat znadny problém. Je zfejmé, Ze pouZiti objemnych
kolon s relativn&€ velkym primérem miZe i p¥i pou%itf nestladitelnych ndplni znamenat ob-
tiZe projevujici se ve vysledcich, které nejsou srovnatelné s predchozimi. Casto se proje-
vuje tzv. chvostovdni chromatografickych piki, pop¥ipad® jejich pfekryv. Divodem miZe byt
nap¥iklad rozdilnd rychlost toku eluentu na rﬁzn§ch mistech p¥i&ného priufezu kolony.

Aby se tomu zamezilo, je t¥eba dos&hnout uniformni rychlosti horizontdlni fronty kolonou
smérem od p¥itoku eluentu k vytoku z kolony. Tento problém je diskutovén v US pat. 3250058
a k jeho YeSenf se poufivaji rozrd¥ece zamontované uvnit¥ kolony. %pisob ovliviovédni toku
kapaliny v koloné je p¥edmétem i dal¥fch patenth (US 3539505, DOS 2036525, DOS 2224794,
Jap. 73-68752) a umoZfiuje zvit3it m&¥{tko d8leni, aviak na tkor plvodni jednoduchosti.

Aby se sloZitost konstrukce kolony obeSla, pou¥ivaji ndkte¥i auto¥i zésahy do samotné né-
plné (US 3856681) nebo zvl&Stnich zpiisobl pln&ni kolony (US 4211656). Pozdéji se ukédzalo,
%e dobrého efektu miZe byt dosaZeno, jestliZe jsou drobné &4stice sorbentu, na kterém do-
chdzi k d8leni, inkorporovény do porézn{ inertni matrice, majici tvar vléken. Tato vidkni-
t4 hmota je potom naplnéna do kolony zvlastni konstrukce, ve které potom dochézi k daleko
menSim tlakovym ztrdtdm a rozmyvdni zon (US 4384957, US 4512897, US 4496461, US 4604198).

Jak bylo jiZ naznafeno, je pfevaZnd v&t¥ina ndplni chromatografickych kolon pro d&le-
ni biopolymert porézni, at se jednd o anorganické (silikagel, sklo) nebo organické polyme-
ry {styrendivinylbenzenové, akryldtové nebo methakryldtové kopolymery atd.), zpravidla ve
formé sferickgch &4stic (F. E. Regnier, Chromatographia 24, 241, 1987). Tyto &4stice se
vyrdb&ji pfevd?n€ suspenzni technikou, v posledni dobd se objevuji i vicestuphové disperz-
ni metody (seeded polymerization). Po skondeni polymerizace se a¥ na vyjimky musi ze su-
rového produktu zfskat Gzk4 velikostni frakce sorbentu, protoZe kvalita napln&né kolony,

a tedy i jejf dCinnost silné z4visi na rozptylu rozm&ru &4stic. Frakcionace &dstic je
velmi obtiZnd a podil pro HPLC poufitelnych &4stic predstavuje jenom malou Z4st celého
surového produktu,
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S ohledem na pouZivdni &istic malého primdru (5 a% 10 um), musejf i organické sor-
benty byt mechanicky dostatedn& pevné, co# pYedpoklddéd relativn& vysokou koncentraci si-
tovadla v polymerizadnf ndsad&. P¥itom souBasnd existujic{ poZadavek porozity se ¥eZ{i
syntézou makroporéznich &dstic, tedy S4stic vyznadujicich se porozitou i v suchém stavu
i popfipadé v termodynamicky Spatnfch rozpoustddlech (autorské osvidddeni &. &3S 168268,
Brit 1512462, Canada 1049194). Z morfologického hlediska jsou makroporézni polymery cha-
rakterizované tzv. globuldrni strukturou, tedy S&stice sestdvajf ze vz4jemnd spojenych
submikroskopickych sférickgch dtvari zvanych globule. MErn§ povrch makroporéznich polyme-
ri je potom vlastn& povrchem tEchto globuli a intersticidlnf prostory mezi nimi jsou
pory (viz nap¥fklad Z. Pelzbauer a kol., J. Chromatogr. 171, 101, 1979). Globuldrni struk-
tura porézni E&stice do jisté miry p¥ipomind sférické t&leso naplndné drobnymi také sfé-
rickymi globulemi. Tato pfedstava neni ji¥ p¥{1i% vzd4leni pomérim panujicfm uvnit¥ napl-
néné chromatografické kolony, kterd mi viak tvar vdlce. Pokud by byla kolona naplnéna
CGésticemi s globuldrnim rozmérem (0,1 a% 0,4 Pm), Sance realizovat chromatografické déle-
ni by byla nepatrni, protofe tlak, ktery by bylo t¥eba vyvinout, by byl neredln& vysoky.
Proto byly podle &s. autorského osvddSeni &. 268443 vynalezeny polymerni f£G6lie majfci
tlou$tku 0,2 aZ 15 mm charakterizované v celkovém objemu stejnou makroporézni strukturou,

sz w2

jakou majf Edstice b&Zn& pouZivané v rdznych typech HPLC.

Membrdny pro elektrodialyzu majici pouze povrchovou vrstvu tvo¥enou makroporéznim
polymerem jsou pfedmétem US pat. 3926864. Po modifikaci ionogennimi skupinami m4 takovy
povrch vyrazné “antifouling" vlastnosti. ProtoZe viak je t¥eba dosdhnout i dobrych vliast-~
nostf elektrodialyzatnich, polymerizace je vedena tak, aby vnit¥nf &4st membrén byla mik-
roporézni {gelovéd). Pro d&leni polymeri nelze proto tyto membrény pouift, vhodné jsou pro
odsolovidni vod, odstranovdni iontd a podobnd.

Membrdny podle tohoto vyndlezu (f6lie, desky) majf tvar blizky desk&m pro chromato-
grafii v tenké vrstvé, kdy vak je sorbent deponovdn ve vrstvé nanesené na pevném nepdrez-
nim podklad® (sklo, kov). K vlastnfmu d8lici{mu procesu, ktery zahrnuje prvky chromatogra-
fické separace, se vSak vyuZivd vrstva ve sméru tangenciflnfm, tj. v délce, kterd mncho-
krat pfevySuje rozm&r &4stic sorbentu. Nevfhodou tenkgch vrstev, které jsou sypané nebo
skliZené, je i mald odolnost proti mechanickému poSkozeni. Pro preparativni préci lze
chromatografii v tenké vrstv€ pouZit jenom obti¥né&.

Uvedeny pfehled o soufasném stavu techniky jasn® dokumentuje, ¥e zatim neexistuje
spolehlivd a jednoduchd metoda pro d3leni polymerl ve v&t&fm m&#{tku. Bylo proto nutné na-
1ézt principidlné nové ¥eSeni, které je predmdtem tohoto vyndlezu. Ten v sob& spojuje jed~
nak samotné membrédny, charakterizované zplsobem p¥fpravy, spoéivajfcim v polymerizaci a
modifikaci, jednak jejich pouZiti pro d&leni biopolymeri.

Pfedmétem pfedloZeného vyndlezu jsou makroporézni polymern{ membrény pro chromato-
grafické d8leni biopolymert, jejich% podstata spoSiv4d v tom, Ze sestdvaji z makroporézni-
ho kopolymeru mono- a divinylického monomeru, p¥iSemZ monovinylicky monomer je glycidyl-
methakryldt v mnoZstvi 5 aZ 80 % obj. a divinylicky monomer je ethylendimethakrylédt, je-
hoZ podfl na celkovém mnoZstvi zpolymerizovangch monomert je 20 a¥ 95 % obj. a na vnit¥-
nim povrchu, ktery i v suchém stavu dosahuje velikosti 1 a%Z 400 m2/g, nesou chemické
funk&ni skupiny plivodnfho monomeru a/nebo jejich derivéty, vybrané ze skupiny sestévaji-
ci ze skupiny epoxidové, allylové, hydroxylové, aminové, sulfonové, hydrogensulfétové,
sulfhydrilové, alkylové s Fetézem obsahujfcim a% 18 C atomi.

Tyto membrdny lze pfipravit polymerizac{ sm&si mono- a divinylického monomeru v p¥i-
tomnosti inertnfho porogennfho rozpoust&dla, nebe smdsi rozpouitddel iniciovanou radiké-
lovym inicidtorem, kterd probihd ve vyh¥ivané form&, majici jeden rozmér (zpravidla
tloustku) shodny s poZadovanym rozm&rem f£indlni membrény. Lze pouzit libovolnou smés obou
typl monomerld a tfmto zplisobem variovat porézni vlastnosti vznikajfc{ membrény. I vybér
monomerd miZe byt Sirsf.
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Pro iniciaci radikdlové polymerizace se poufivd azobisisobutyronitril, ale lze po—‘
uZft libovolného radikdlového inicidtoru vybraného ze skupiny azoldtek, peroxidd, hydro-
peroxidli, redoxnich soustav a podobné.

DileZitou souddsti polymerizujicfho systému je porogenni rozpoustddlo. S vyhodou se
pou%ivd cyklohexanol nebo jeho sm8s s dodekanolem. Samozfejmé lze pouZit i jingch poro-
gennich &inidel, napfiklad alifatické nebo aromatické alkoholy, estery, ethery, ketony,
uhlovodiky, silikonovy olej, nizkomolekuldrnf polymery a dalsi.

Membréna obsahujfici epoxidové skupiny v boé&nich fetdzcich neni zpravidla findlnim
produktem a je modifikovéna chemicky tak, aby se upravil charakter vnit¥nfiho povrchu.

Chemickou modifikaci se na povrch membrdny navd#i skupiny nap¥iklad allylové, amin-
ové, sulfonované, hydrogensulfdtové, hydroxylové, sulfhydrilové, alkylovéd s délkou Fetdz-
ce aZ 16 uhlikovych atomd,

PEi chromatografickém d&leni biopolymer® za pou¥iti membran podle vyndlezu se po-
stupuje napfiklad tak, Ze vy¥se¢ libovolného rozméru a tvaru zfskani z makroporézni poly-
merni membrdny se umisti na podloZce zarudujici stdlost polohy na kterékoliv sténd tvo-
Fici %4st komory a umo¥fiujfci shromafdovdni kapaliny pro$lé membrédnou. Komora se naplni
roztokem polymeru nebo smé€sf polymeri, ktery se pod tlakem ni%¥¥im ne? 1 MPa nechd pro-
chézet membrdnou, ve které se polymer (polymery) nasorbuji. Do komory se piivede Cerpad-
lem rozpouSt&dlo, ve kterém byl polymer (polymery) rozpu&tén,‘a potom se podle ur&eného
programu m&ni vlastnosti rozpouStddla tak, aby se jednotlivé slofky nasorbovaného polyme-
ru postupn& znovu rozpoustély a eluovaly z membrdny, &im¥ dojde k vlastnimu délenf. Pri-~
b&h d&leni se bud pouze deteguje vhodnym za¥fzenim a slofenf polymeru, nebo smdsi poly-
merd se vyhodnocuje kvalitativn& nebo kvantitativn&, nebo se jednotlivé frakce jimaji
a produktem jsou jednotlivé sloZky d8lené sm&si jako individua (preparativni separace).

Programovd zména vlastnosti rozpou¥tédla zplsobujici postupné rozpouitdni jednotli-
vych souddsti smési (gradient) se miZe tykat pH, iontové sily, obsahu organického roz-
pous$tédla, teploty a dalSfch proménnych.

Makroporézni polymerni membrény pro d8lenf polymerl, zejména potom biopolymerid, a
zplsob tohoto délenf majf ¥adu vyhod oproti zndmému stavu techniky. P¥edeviim jejich p¥i-

prava je velmi jednoduché a neni omezena ani co do rozmdru. Membriny se vyznaéuji dosta-

teCnou mechanickou stdlosti a odolnosti proti fyzikdlnim i chemickym vlivim. P¥itom lze
mechanickou pevnost v pfipadé potfeby jedtd zvy3it zapolymerizovénim armovaci slo¥ky do
membrdny v procese jeji p¥ipravy. ProtoZe membriny obsahuji reaktivni skupiny, lze je
snadno chemicky modifikovat a na jejich vnit¥ni povrch zavést funkéni skupiny m&nici je-
ho vlastnosti, a tim v§znamné roz$i¥ujifci moZnosti pou¥itf. Samotné déleni nap¥iklad
biopolymexrti potom probihd oproti zndmym ¥eSenim velmi rychle p¥i zna&n& vys8im zati¥eni
hmotnostn{ jednotky d&€liciho elementu oproti zatiZeni, které je mo%né na chromatografic-
kych kolondch. P¥itom tlak, ktery je nutno vyvinout, éby se dosdhlo poZadovaného prito-
ku, je o jeden a¥ dva ¥4dy niZsi, ne% u kolonovych metod srovnatelné ddinnosti. Z&sadni
pfednosti membrén a zpisobu jejich pouZiti podle tohoto vyndlezu viak je moZnost vytva-
fet teoreticky neomezen& velké plochy, na kterych se realizuje dSleni polymert, a tim i
realizovat aZ primyslovy procés ziskédvdni individudlnich l4tek. P¥itom pot¥ebnou plochu
neni nezbytné nutné ziskat zvySovdnim rozméru jedné membrény a komory, ale je mo#né i
kombinovat potfebny podet menffch membrdn a komor do bloké spliujicich stejny Gdel.

P¥fiklad 1

Forma tvofend dvéma kovovymi deskami, ve ktexrych jsou vyvrtdny komunikujici kandlky,
a distanéni vloZkou o sfle 1 mm &tvercového tvaru ze silikonového kaucuku, ve které ije
vy¥iznut otvor ve tvaru &tverce o délce strany 8 cm a otvor umoZfiujic{ pln&ni prostoru
formy zvn&€jsku, se naplni polymeriza&ni smdsi, sestdvajici{ z 6 ml glycidylmethakryldtu,
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6 ml ethylendimethakryldtu, 0,12 g azobisisobutyronitrilu, 16,2 ml cyklohexanolu a 1,8

ml dodekanolu. Do kandlki formy se pfivddi po dobu 8 hodin voda tepld 70 “C. Po skon¥eni
polymerizace se nechd forma vychladnout a rozebere se. Deska makroporézni membrény se
diikladné promyje alkoholem, vodou a op&t alkoholem a nech& uschnout. Razidlem se z &tver-
cové desky vyrazi kruhovy ter& o priméru 10 mm (plocha povrchu cca 300 mm2). M&rny povrch
membrdny v suchém stavu &ini 62 m?/g.

P¥iklady 2 aZ 8

Do formy popsané v p¥ikladu i se napln{ smds, jejf%¥ slofeni je uvedeno v tabulce 1,
obsah se shodnym zplsobem zpolymerizuje a zpracuje.

TABULKA 1

SloZeni polymeriza&ni smési poufité pro p¥ipravu makroporéznich polymernich membrén
a jejich mérny povrch

Pfiklad GMA EDMA AIBN CyOH DoOH Sg
ml ml q ml ml m2/g

2 4,8 7,2 0,12 18 ¢] 80

3 7,2 4,8 6,12 16,2 1,8 45

4 9,6 2,4 0,12 i7,1 0,9 160

5 0,6 11,4 0,12 17,1 0,9 260

6 7.2 4,8 0,12 18 0 53

7 0,6 11,4 0,06 18 0 250

8 7.2 4,8 0,24 14,4 3,6 35

V zdhlavi tabulky znadi GMA glycidylmethakryldt, EDMA ethylendimethakryldt, AIBN
azobisisobutyronitril, CyOH cyklohexanol, DoOH dodekanol a Sg velikost mérného povrchu
v suchém stavu zméfeny z tepelné desorpce dusiku dynamickou metodou.

P¥iklad 9

Kruhové tere z makroporézni membriny p¥ipravené podle p¥fkladu 3 byly po dobu 24
hodin ponechény v 0,01 mol/l roztoku NaOH v butanolu. Po skonenf reakce se terSe promy-
ji ethanolem, vodou a ve vlhkém stavu uchovévaji pro dalff pou¥itf. Na jejich povrchu
jsou etherovou vazbou navdzény alkylové skupiny se 4 C-uhliky jak lze doloZit infraferve-
nymi spektry.

P¥iklad 10 a 11

Stejnym zplsobem jako v pfedeS§lém p¥iklad& 9 byla provedena modifikace epoxidovych
skupin membrédny oktanolem nebo oktadekanolem. Ve druhém p¥ipad® byla modifikace provede-
na pfi teplot& 65 "C. Produkt podle IE analyzy obsahuje a% 0,2 mmol/g navdzanych alkyld
s 8, respektive 18 C-atomy. .

P¥iklad 12

Kruhové terfe o priméru 10 mm vyrafené z membrédny definované v p¥ikladu 6 byly pono-
feny na dobu 6 hodin do komer&niho 25 % roztoku amoniaku ve vods a zah¥{viny pod zp&tngm
chladifem na teplotu 80 “C. Potom byly terde promyty vodou do vymizeni reakce na amoniak.
Elementdrn{ analyza prokédzala p¥{tomnost 1,8 mmol/g aminoskupin v modifikovaném polymeru.

.

P¥{klady 13 a¥ 20
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P¥iklady 13 aZ 20

Shodnym postupem jako v p¥ikladu 12 byly reakci s &istym aminem probihajic{ v bafice
nebo zatavené ampuli modifikovény terSe z membrdny, p¥ipravené zplsobem popsanym v p¥ikla-
du 1. Reak&ni podminky a obsah skupin navézangch na polymerni membrénu shrnuje tabulka 2.

TABULKA 2

Reak&ni podminky modifikace makroporézni membrdny a obsah navdzanych skupin v produktu

P¥iklad Amin Koncentrace Reakén{  Teplota Obsah skupin
roztoku v H,0 doba mmol/g
i % hmot. h c
13 dimethyl- 100 3 60 2,0
14 * 2-hydroxyethyl- 100 6 70 2,2
15 bis=2-hydroxyethyl- 100 6 70 2,1
16 oktyl~ 100 12 70 0,4
17 ethyl- 50 6 80 1,6
18 ethylendi- 50 10 80 1,7
19 trimethyl~HC1 50 24 v 80 2,2
20 tributyl 100 24 80 0,1

Pi{klad 21

Kruhové ter&e vyrafené z polymerni makroporézni membrdny p¥ipravené podle p¥ikladu 2
byly ponofeny po dobu 6 hodin do 0,01 mol/l kyseliny sirové a zah¥fvdny na 80 “C. Tim do-
jde k hydrolyze epoxidové skupiny na dv& vicindlni hydroxylové. Produkt mi¥e byt popfipa-
d& separovédn a rizné pouZit. Po promyti vodou do vymizeni kyselé reakce byly ter&e pono-
Yeny do roztoku 10,2 g Na OH ve 36 ml vody a smds ochlazena na O "C. %a mfchdni kapaliny
nad membrdnami bylo po kapkdch pfidéno 2479 propansultonu. Po t¥iceti minutéch byla smés
zvolna zah¥4ta na 35 'C a reakce pokrafovala dalif 3 hodiny. Po skonSeni zah¥ivéni byla
smés ponecﬁéna p¥i teploté mistnosti 12 hodin. TerSe byly promyty vodou, 0,5 mol/l HCL
a opét vodou do vymizeni kyselé reakce. Na povrchu polymerni membrdny bylo takto ziskéno
0,85 mmol/g sulfonovanych skupin.

P¥iklad 22

Obdélnfk o rozméru 10 x 5 cm z desky pF¥ipravené obdobn& jako v p¥ikladu 2, jeho
epoxydové ékupiny byly zhydrolyzovény roztokem kyseliny sirové na vicindlni dihydroxy-
derivat stejné€ jako v p¥ikladu 21 byl promyt vodou a vysuen. Suchd deska byla ponofena
na dobu 5 hodin do smési allylglycidylether-dioxan (1 : 1 objemové), obsahujici 0,3 $%
obj. eterdtu fluoridu boritého a zah¥ivéna na 50 "C. Produkt s naroubovanymi allylovymi
skupinami byl potom modifikovén 30% roztokem thiosfranu draselného ve vod& p¥i teplotd
mistnosti po dobu 24 hodin, p¥idem? sm3si byl ka%dfch 10 minut po dobu 10 minut prohdnén .
kyslik ze zdsobni nédrZe (bomby). Po promyti vodou, 0,4 mol/l HCl a 6pét vodou bylo aci-
dobazickou titraci zjiSté&no, Ze membrédna obsahuje 0,37 mmol/g sulfonovanych skupin.

Pfiklad 23

Kruhovy terd o pruméru 20 cm, vy¥fiznutfy z &tvercové desky o rozméru strany 25 cm a

tloudtce 3 mm bYl ponofen do sklenéné misy obsahujfci 100 ml 1,2~dichlorethanu a ponechin

20 hodin. Potom pfi laboratorni teplotd bylo za michéni sklén&nim misy pozvolna p¥idéno
45 ml monohydrdtu oxidu sirového. Po jedné hodin& reakce byla mebréna vyjmuta a promyta

ethanolem a vodou. Acidobdzickou titraci vzorku bylo stanoveno, e membrdna obsahuje

1,59 mmol/g hydrogensulfdtovych skupin.



7 cS 273487 Bl

P¥iklad 24

Kruhové tere o pruméru 30 mm, vyraZené z desky p¥ipravené podle p¥ikladu 4 byly
smiseny s 10% roztokem sirnfku sodného ve vodd. P¥i teplotd 25 "C bylo smSsi mirn& t¥e-
pédno po dobu 12 hodin. Terde byly promgvdny vodou aZ do vymizeni zdpachu sirovodiku.
Modifikovany polymer obsahuje 0,52 mmol/g sulfhydrilovf§ch skupin.

P¥{fklad 25

Na dné nddoby kruhového priu¥ezu o objemu cca 1 ml je.umistén teré o priméru ca 1 cm
z membrdny o tlouSfce 1 mm, p¥ipravené podle p¥fkladu 1 a modifikované podle p¥ikladu 9
tak, aby se p¥i zaplnéni nddobky kapalinou veSkery pritok realizoval v§lu&n€ p¥es membri-
nu. Obsah nddobky se michd vrtulovym michadlem. Pumpou se do nddobky p¥ivdd{ eluent podle
ur&eného gradientu. Pod membrénou umisté@nou na ploSe opatfené systémem sb&rnych kandlki,
zaruCujicich dokonal§y a rovnomérny odvod eluentu z kaZdého mista membrény, je.i centrdl-
ni odvodni kapildrni otvor, ze kterého je protékajic{ eluent (nebo jeho 8ast) veden k de-
tektoru a potom pop¥ipadé shromaZdovén k ziskdnf separovanych ldtek. Do nddoby byl p¥ed-
loZen roztok obsahujfci 0,1 mg ribonukledzy, 0,1 mg ovalbuminu a 0,1 mg chymotripsinoge-
nu v 0,02 mol/l fosfidtovém pufru o pH 6,8, ve kterém byl rozpuStén siran amonn§, jehoZ

koncentrace €inila 2 mol/l. 2a mfchénf byl do né&doby pod tlakem 0,1 MPa veden stejny pufr,

ktery obsahoval siran amonn§y ve sniZujicim se mnoZstvi rychlosti 0,5 ml/min., p¥iéemZ do
stavu, kdy eluent obsahoval 1 % puvodniho mnoZstvi siranu amonného se dojde za 35 minut.
Eluent vytékajici z nddobky byl veden do UV detektoru Gilson a zdznam odezvy detektoru
(chromatogram) ukazujici d8lenf je na obrdzku 1. Z membrdny bylo p¥itom eluovéno 100 %
vefker§ch plvodnE nasorbovangch bilkovin.

P¥iklad 26

Shodnym postupem a na stejném za¥izeni jako v p¥fikladé 25, avSak s terlem modifiko-
vanym podle p¥ikladu 16, bylo provedeno rozdéleni stejné sm&si bilkovin. Chromatogram
ukazuje obrézek 2.

P¥iklad 27

Na stejném za¥izeni a za shodngch podminek jako v p¥ikladu 25 byly separovény stej-
né bilkoviny, avSak mnoZstvi kaZdé z nich v roztoku p¥edloZeném do nddobky bylo 5 mg,
tedy 50 x vy5Sf{. Bylo dosa¥eno zcela stejného rozd&leni, které ukazuje obrdzek 1.

PEfklad 28

Za podminek shodnych s p¥ikladem 25 a na stejném za¥izeni, ale s membrénou vyrobe-
nou podle p¥ikladu 21 bylo provedeno rozdéleni smési, sestdvajici z 0,1 mg ribonukledzy
a 0,1 mg lysozymu rozpuStdnych v 0,02 mol/l fosfitovém pufru éﬁ 6,8. Eluce byla provadé-
na p¥i pritoku 1 ml/min. a tlaku 0,1 MPa s vyuZitim gradientu iontové sily stejnym puf-
rem, ve kterém rostl obsah chloridu sodného tak, %e po 15 minutdch byl obsah soli 0,5
mol/1l. V¢¥sledek d8leni ukazuje obrédzek 3.

P¥iklad 29

Za podminek shodnych s p¥ikladem 28 byla na membriné p¥ipravené podle p¥fkladu 26
rozd&lena stejnd smés ribonukledzy a lysozymu. Chromatogram ukazuje obrédzek 4.

P¥iklad 30

Na za¥{zeni ve tvaru hranolu, ve kterém je komora o objemu 10 ml a jehoZ st&na je
tvofena membrénou s obdélnikovym tvarem o ploSe 6 x 8 cm a tlousfce 1,5 mm p¥ipravené
podle p¥ikladu 1 a 9, bylo provedeno rozdéleni sm&si obsahujic{ 150 mg ribonukledzy,
100 mg ovalbuminu a 150 mg chymotripsinogenu. Prutok eluentu &inil 5 ml/min. p¥i tlaku
0,8 MPa. S pouZitfm stejného gradientu iontové sily jako v p¥{ikladé 1 byla provedena

M
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eluce a eluent jimdn do zkumavek po 10 ml. V pdté zkumavce bylo obsaZeno 5 %, v Sesté
85 % a v sedmé 10 % ribonukledzy, v osmé zkumavce 15 %, v devdté 75 % a v des&té 10 3%
ovalbuminu a kone¢n& ve dvandcté 3 %, ve t¥indcté 28 %, ve Strndcté 16 %, v patndcté
32 % a v Sestndcté 20 % chymotripsinogenu.

P¥iklad 31

Na membrédné a za¥fzeni podle p¥ikladu 25 bylo provedenc rozd&leni smési 0,15 mg
mioglobinu a 0,3 mg ovalbuminu s tfm rozdflem, ¥e do pufru s klesajici iontovou silou
byl pfidévén acetonitril v takovém mnoZstvi, aby jeho koncentrace za 20 minut byla
12 % obj. p¥itlaku 0,25 MPa. Rozdéleni ukazuje obrdzek 5.

PREDMET VYNALEZU

Makroporézni polymernf membrény pro chromatografické délenf{ biopolymerti, vyznadujici se
tim, Ze sestdvaji z makroporézniho kopolymeru mono- a divinylického monomeru, p¥ifem#
monovinylicky monomer je glycidylmethakryldt v mnoZstvi 5 a%Z 80 % obj. a divinylicky
monomer je ethylendimethakryldt, jehoZ podil na celkovém mnoZstvi zpolymerizovangch
monomerl je 20 aZ 95 % obj. a na vnit¥fnim povrchu, ktery i v suchém stavu dosahuje veli~
kosti 1 aZ 400 m?2/g, nesou chemické funk&ni skupiny pﬁvodniho monomeru a/nebo jejich de-
rivdty, vybrané ze skupiny sestévajici ze skupiny epoxidévé, allylové, hydroxylové, ami-
nové, sulfonové, hydrogensulfdtové, sulfhydrilové, alkylové s Yetézcem obsahujicim a¥

18 C atomi.

5 vfkresﬁ
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