4. Separacni metody

Separacni (délici) metody vyuzivaji riznych fyzikalnich, fyzikalné-chemickych
1 chemickych vlastnosti slozek roztoku k tomu, aby byl vzorek rozdélen alespoii na dva podily
odlisného slozeni. Pti déleni se slozka distribuuje mezi dvé faze, ptiCemz se vzdy ustanovi

uréitd rovnovaha mezi fizemi.

Rozdéleni separac¢nich metod

D¢lici metody se nejCastéji tfidi podle typu rovnovahy (povahy sil piisobicich

distribuci slozek) nebo dle fazi, mezi nimiz k distribuci slozky dochézi (tabulka 1).

Princip separace Nazev metody

Rovnovéha plyn — kapalina Destilace, chromatografie GLC

Rovnovéha plyn — tuha latka Sublimace, chromatografie GSC

Rovnovéha kapalina — kapalina Extrakce z kapaliny do kapaliny,
chromatografie LLC

Rovnovéha kapalina — tuha latka Meénice iontil, chromatografie LSC

Rozdilné rozpustnost tuhych latek Extrakce tuh¢ latky kapalinou

v kapalinach

Uginkem elektrického pole Elektroforéza, izotachoforéza

Tabulka 1: Rozdé€leni separacnich metod [18]

Mirné odlisnym zplisobem déleni je déleni pouzivané na elektronickém portéle Stiedni
pramyslové Skoly chemické v Brné [19], kde jsou separacni metody déleny do dvou velkych

skupin:

1. Separacni metody, zalozené na kontaktu dvou fazi, mezi né€z se analyt distribuuje.
Tato skupina se dale déli na:
a) podskupinu, kdy vzdjemné nemisitelné faze jsou v pfimém kontaktu (viz tabulka

na portalu [19], kterd téméf kopiruje tabulku 1).



b) podskupinu tzv. membranovych separaci, zaloZenych na pfitomnosti membrany,
jez oddéluje obé faze, ale zadroven umoziuje prichod jen nékterym latkdm (Casticim)
z jedné faze do druhé.
2. Separa¢ni metody, zalozené na ptsobeni pole:
a) elektrického (elektromigracni separani metody)
b) magnetického (hmotnostni spektrometrie)

c) gravita¢niho (centrifugace).[19]

4.1. Chromatografie

Klasickou separa¢ni metodou je chromatografie. Jednd se o pojmenovani metod,

pti nichz dochazi k odd¢leni slozek v prostoru diky riizné rychlosti migrace.

Chromatografické metody lze rozdélit do né¢kolika skupin na zdkladé geometrického
uspofadani, probihajiciho déje a skupenského stavu mobilni fdze. Pojem mobilni faze je spolu
s pojmem stacionarni faze zakladem chromatografickych metod. Rozdil mezi obéma fazemi

je v jejich pohyblivosti, zatimco mobilni f4ze je pohybliva, staciondrni je pevné ukotvena.

Rozdéleni chromatografickych metod:
1. podle prostorového uspotadani
* sloupcové uspotadani
* plosné usporadani
2. podle skupenstvi mobilni faze
* kapalinova chromatografie (HPLC, LLC, LSC)
* plynové chromatografie (GLC, GSC)
3. podle povahy probihajiciho déje
* adsorp¢ni chromatografie
* rozdé¢lovaci chromatografie
* iontové vyménna chromatografie

* gelova permeacni chromatografie.

Chromatografické metody je mozné také rozdélit zplisobem uvedenym v tabulce 2.



Metoda Stacionarni faze Mobilni faze

LLC, HPLC Silikagel se zakotvenou .
i Vodny tlumivy roztok
— kapalinové chromatografie kapalnou fazi
LSC .
) Silikagel Cyklohexan, ethanol
— kapalinové chromatografie
GLC Silikagel se zakotvenou
Dusik, helium
— plynova chromatografie kapalnou fazi
GSC Alumina,
‘ ‘ Dusik, helium
— plynova chromatografie organické slouceniny
IEC — iontové vyménna o ‘ ‘
Me¢énice iontil — ,,ionexy* Tlumivé roztoky
chromatografie
GPC — gelova permeacni ' Voda, tlumivé roztoky,
Porovity gel
chromatografie toluen
TLC, HPTLC . Voda,
Silufolova deska, alumina ‘
— chromatografie na tenké vrstve organicka rozpoustédla
PC — papirova chromatografie | Celuldza filtraéniho papiru Alkoholy

Tabulka 2: Rozdéleni chromatografickych separa¢nich metod s ptiklady stacionarnich

a mobilnich fazi [20, 21]

4.2. Elektromigracni separa¢ni metody

Elektromigra¢ni separacni metody vyuzivaji dvou elektrokinetickych jevi
— elektroforézy a elektroosmézy. Do kategorie téchto metod spadaji naptiklad kapilarni
zonova elektroforéza, gelova elektroforéza, izotachoforéza nebo kapilarni izoelektricka
fokusace. V prostiedi obsahujicim roztok s nabitymi ¢asticemi a pevné povrchy stykajicich
se s roztokem, které mohou nést elektrické naboje (stény kapilary, povrchy pifitomnych

castic), se vytvareji elektrické dvojvrstvy. Casem vzniké urcité rovnovazné rozdéleni naboji.

V elektromigracnich separacnich metodach je na toto prosttedi ptipojeno stejnosmérné

elektrické pole, které porusi jejich rovnovahu v rozlozeni naboji a vyvola jejich pohyb.



* Elektroforéza — po aplikaci napé€ti se nabité ¢asteCky pohybuji smérem k opa¢né nabité
elektrod¢.
* Elektroosmdza — po aplikaci napéti se v kiemenné nebo sklenéné kapilafe pohybuje

voda k zaporné elektrodé.

Principem separace slozek vzorku je rozdilnd rychlost jejich migrace, nebot’ nabité

Castice riznych slozek se v ur¢itém prostiedi liSi svou elektroforetickou pohyblivosti.

4.2.1. Elektroforéza

Elektroforéza spocivd v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném poli.
Toto elektrické pole se vytvari vkladanim konstantniho napéti mezi elektrody. V zénové
elektroforéze je prostfedi mezi elektrodami tvotfeno zdkladnim elektrolytem, ktery zajistuje
dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému. Vzorek je davkovan do urcitého mista
tohoto systému. Vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku se v pribéhu separace
vytvareji oddélené zdény jednotlivych slozek. Velikost nabitych Céastic mize byt rizna,

od jednoduchych iontl az po makromolekuly. [22]

V souvislosti s elektroforézou vystupuje fyzikalni veli¢ina zvana elektroforeticka
pohyblivost (p.) urcujici rychlost pohybu ¢astice v elektrickém poli o jednotkové intenzité.
Na zéklad¢ této vlastnosti dochazi k separaci jednotlivych ¢astic praveé tim, Ze Castice s veétsi
elektroforetickou pohyblivosti se dostavaji ,,dopfedu a castice s mensi elektroforetickou
pohyblivosti ,,dozadu®. Kone¢ny vztah pro vypocet elektroforetické pohyblivosti je po fadé

dosazeni a odvozeni tento:

pe) = -~ =

ol Lo

kde

p(e) ... elektroforeticka vodivost,
v ... okamzita rychlost ¢astice,

E ... intenzita elektrického pole,
Q ... naboj,
k

.. koeficient (z&visly na tvaru a velikosti ¢astice a viskozité prostiedi).

Dtive byla jako zakladni elektroforetickd metoda uzivdna volnd neboli klasicka
elektroforéza. Pojmenovana byla také i po svém zakladateli — S§védském chemikovi

Arne Tiseliovi — jako Tiseliova elektroforéza. Nejednalo se o laboratorni uspofadani, jako
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se pouziva dnes. Dé&je probihaly ve specialni sloupcové kyveté se dvéma rozhranimi mezi
bilkovinami v tlumivém roztoku (pufru) a mezi ¢istym tlumivym roztokem. Metoda byla
spojena s refraktometrickym méfenim na rozhrani po vloZeni stejnosmérného napéti. Kiivka
s maximy na stinitku umoznila urcit pohyblivost bilkovin. Metoda umoziovala kvalitativni
i kvantitativni urCeni. Tato klasicka elektroforéza byla vyuzivana ptfedev§im pro analyzu

smési bilkovin. [23]

4.2.1.1. Zonova elektroforéza

Modernéjsi podobu klasické elektroforézy ptredstavuje zonova elektroforéza. Zoéonova
elektroforéza se provadi na ploSném nosici napusténém tlumivym roztokem. Dtive se hojné
pouzival jako nosi¢ kvalitni filtracni papir, dnes se filtraéni papir jiz téméf nepouziva,
byl nahrazen gelovym nosi¢em, piipadné nejmodernéjSi podobou — kapilarni zénovou
elektroforézou. V ptipadé pouziti filtraéniho papiru byly oba konce zapustény do tlumivého

roztoku a zarovei piipojeny ke zdroji stejnosmérného napéti (obrazek 5).

Obrazek 5: Schéma pro zénovou elektroforézu [24]



Vzorek byl nanesen do stfedu filtraénitho papiru a po pfipojeni ke zdroji
stejnosmérné¢ho napéti dochazi k migraci nabitych €astic. Dochézi také k seskupovani do zon,
pti¢emz kazda zona se pohybuje jinou rychlosti. Separace je ukon¢ena pted dosaZzenim konce
filtracniho papiru prvni zoénou. Velmi podobné je tomu v papirové chromatografii.
Elektroforeogram se nésledné¢ vysusi. Metoda je vhodnd pro kvalitativni stanoveni, opét
je zde podoba k chromatografické metod¢ — chromatografii na tenké vrstvé. Srovnanim
se standardem lze urcit castici ze smési [24]. Plosnd zdénova elektroforéza (obrazek 6)

se pouziva predevsim pro déleni bilkovin, nukleovych kyselin, hormonti apod. ¢i déleni iontii.

A AB
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Obrazek 6: Princip déleni smési v plosné zonové elektroforéze [25]

4.2.1.2. Gelova elektroforéza

Také zde metoda vyuzivd principu rizné migrace elektricky nabitych Ccastic
pfi pusobeni elektrického pole. Aparatura pro gelovou elektroforézu je témet shodnd
s aparaturou pro plosnou zénovou elektroforézu, kterd vyuziva filtraéni papir jako nosic.
Odlisnost je pouze v pouziti gelu jako nosiCe. Pouzivaji se nejcastéji dva typy gelu
— polyakrylamidovy a agar6zovy gel. Agar pro vyrobu agardzy je extrahovan z Cervené
moiské fasy. Vyhodou agar6zového gelu je jeho jednoduché ptiprava (bude popsana pozdéji),
nulova toxicita a bezpecnost pii praci i ndsledné likvidaci. Dalsi nespornou vyhodou
je moznost prace pii béznych laboratornich podminkach, tedy bézné teploté, tlaku a vlhkosti.
Nevyhodou je pfirodni pivod a tim paddem mozna odlisnost do laboratoti dodavanych smési
pro piipravu gelu. Agardézovy gel jako nosi¢ vyuziva tvorbu port pfi tuhnuti gelu. Velikost
téchto port je ovlivnéna koncentraci vytvoreného gelu. Pii pfili§ velké koncentraci maji pory

velmi malou velikost, a tudiz je prichod latek nebo ¢astic témito pory velmi znesnadnén.



Naopak pfi velmi nizké koncentraci (setiny procenta) by sice dosSlo k vytvofeni gelu,
ovSem za cenu prili§ velkych port, tim padem nebezpeci migrace az za hranu gelu do volného

tlumivého roztoku (opét obdoba chromatografie na tenké vrstve).

Polyakrylamidovy gel pracuje na bazi syntetickych molekulovych sit. Vyhoda
polyakrylamidového gelu spociva v citlivé rozliSovaci schopnosti, napt. pro analyzu molekul
DNA je polyakrylamidovy gel mnohem vhodnéj$i, protoze nekontaminuje, na rozdil
gel pro analyzu pfipravit — rychleji tuhne a je nutnd préace s rukavicemi a ochrannymi brylemi.
Prozatim nebyly potvrzeny karcinogenni uc¢inky jeho monomerni formy.

Jako vodivostni prvek je zde opét vyuzit tlumivy roztok, do kterého je gel ponoten.

Pfitomnost tlumivého roztoku je zddouci, nebot’ je po celou dobu nutné udrzet stilou

hladinu pH [26].

Schéma pro gelovou elektroforézu je prakticky shodné se schématem pro zénovou

elektroforézu s filtracnim papirem (viz obrazky 7 a 8 potizené na institutu CEITEC).

Obrazek 7: Aparatura pro gelovou elektrofrézu — tuhnouci gel a vanicka s elektrodami
(bez tlumivého roztoku)
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Obrazek 8: Aparatura s gelem i tlumivym roztokem ptipojend ke zdroji

stejnosmérného napéti

4.2.1.3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je pravdépodobné nejnovejsi variantou z elektroforetickych
separacnich metod a predstavuje vysoce Gfinnou separaci iontll v Uzké kapilafe o priméru
do 100 pum. Pfistrojové vybaveni pro kapilarni elektroforézu tvoti zdroj vysokého napéti
(az 30 kV), kiemenna kapilara, elektrody (nejcastéji platinové), vialky (zasobni ,lahve*

na tlumivy roztok) a detektor (viz obrazek 9).
Princip kapilarni zonové elektroforézy je shodny s principy uvedenymi jiz vySe, neni
tedy nutné jej znovu opakovat. Popis prib&hu analyzy za pomoci kapilarni elektroforézy bude

popsan pozdéji v experimentalni ¢asti.



=drog wysokého
.y napeti

sepatracni kapilara

/ deteltor UZemnena
anoda eleltroda
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Obrazek 9: Schéma kapilarni elektroforézy [27]

Vyhodou kapildrni elektroforézy je mala spotieba vzorku a také pomérné rychla
analyza vzorku, zatimco jako nevyhodna se jevi relativné vyS$i pofizovaci cena piistroje

pro méfeni.

Elektroosmoticky tok

V souvislosti s kapilarni elektroforézou je nezbytné zminit jev, ktery nastava
pfi migraci iontil v kapilatre. Ve velké vétsSiné pripadu ma kfemenna kapilara vlivem vysokého
napéti a nasledné ionizace silanolovych skupin zaporny naboj. Elektroosmoticky tok
je zalozen na tvorbé elektrické dvojvrstvy, kdy zaporny naboj kiemenné kapilary vyvazuje
vrstva kladné nabitych iontd, jeZ umoziuji ndslednou migraci nabitého vzorku. V ptipade,
ze by po vlozeni vysokého napéti kladn€ nabitd vrstva u stény kapilary nevznikla, mohlo
by dojit k ,prilepeni* kladné¢ nabitého vzorku ke stén¢ zaporné nabité kapilary,
coz by zpusobilo ucpani kapilary, jejimu znehodnoceni a také zcela Spatnym vysledkim
analyz. Eliminace pfitomnosti elektroosmotického toku byva pifi analyzach eliminovana
promyvanim kapildry tlumivym roztokem jeSté pied samotnym analyzovanim vzorku
elektroforézou. Promyvani byvé casto zastoupeno pouzitim povrchové aktivnich latek.
Piekro¢i-li se kriticka micelarni koncentrace, dochazi k vytvoieni micel. Castymi povrchové
aktivnimi latkami pouzivanymi pro tyto ucely byvaji DDAB (didecyldimethylamonium
bromid), CTAB (cetyltrimethylamonium bromid) nebo SDS (dodecylsiran sodny).



Nejcastejsimi typy vyuzivanych detektori ve spojeni s kapilarni elektroforézou byvaji
optické UV/VIS detektory zalozené na meéfeni absorbance. Alternativou je také spojeni

s hmotnostni spektrometrii. [28]

Piikladem Sirokospektralniho vyuziti metody kapilarni elektroforézy mohou
byt analyzy souvisejici s hygienickymi kontrolami, piipadné kontroly pii ochrané Zivotniho
prostiedi. Spojenim muze byt piiklad analyzy bakterie Escherichia Coli kapilarni zénovou
elektroforézou. Tato bakterie je normovanym indikatorem fekalniho zneciSténi vody,
do niz se dostava diky ptitomnosti v lidském stfevé, pfi¢emz v piipadé vyrazného vyskytu
v jinych orgdnech miize mit za nasledky nepiijemné zdravotni nasledky. Analyza kapilarni
zénovou elektroforézou se ukazala jako velmi u¢inny ndstroj pti kontrolni ¢innosti znec€iSténi

vod a n€kterych farmaceutickych ptipravka. [29]

Modifikaci kapilarni elektroforézy je tzv. kapilarni gelova elektroforéza, kde se jedna

o spojeni kapilarniho uspofadéani a pouziti gelu jako nosice.

4.2.2. Micelarni elektrokineticka chromatografie

Jednd se o dalsi modifikaci kapilarni elektroforézy, jez umoziuje stanovit také
neutralni latky, a sice ptidavkem tenzidu, tedy povrchov¢ aktivni latky do roztoku zakladniho
elektrolytu. Dochazi ke shlukovani do tzv. micel, kde hovofime o hydrofobnim jadru
a hydrofilnim zbytku, coz tvoii zéklad separace. Separace probihd na zaklad€ rtizné afinity
slozek analytu k nabitym miceldm a tim padem rizné délce interakce s nimi, cehoz disledkem
je rizny cas migrace jednotlivych slozek analytu. Latky, jez ztrati vice casu interakci
s micelami, potfebuji logicky del§i ¢as pro migraci do pole detekéniho zatfizeni nez latky,

které s micelami témef neinteraguji. [30]

4.2.3. Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace je separacni metoda uzivana pro separaci amfolytd, tedy latek
obsahujicich jak kyselou funkéni skupinu, tak také zésaditou funkéni skupinu. Velmi
dillezitym parametrem uplatiiujicim se pii této metodé je kromé elektroforetické pohyblivosti
také pH prostiedi. Hodnota pH, kdy je amfolyt pfitomen v neutrdlni formé, se rovna
izoelektrickému bodu slouceniny. Pfi vyS$si hodnoté pH pievlada zapornd forma slouceniny,

kladna ptevazuje pti niz§i hodnoté pH nez je hodnota izoelektrického bodu.
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Tato separa¢ni metoda existuje v uspofddani ploSném i kapilarnim. Diive castéji
pouzivané plo$né uspoiadani vyuzivalo sklenénou desku s agarovym ¢i akrylamidovym
pokrytim. Vrstva na sklenéné desce byla napusténa tlumivymi roztoky s cilem rovnomérné
zmény pH po celé ploSe vrstvy. Ke kazdému konci se ptipoji elektroda — k nizkému pH
anoda, k vys$$imu katoda. Pfi migraci amfolyt dosdhne mista, kde pH odpovida jeho
izoelektrickému bodu, coz je zaroven bod, kde se amfolyt stava elektroneutrdlni, ¢imz

je zajisténa moznost kvalitativniho uréeni amfolytu.

Kapilarni uspotfadani vyuziva proti ploSnému uspofadani navic jesté tlak. Tlak hraje
dillezitou roli pfi zastaveni migrace po vyrovnani pH a izoelektrického bodu. Po tomto
vyrovnani je analyt rozseparovan a tlakem jednotlivé segmenty protlaceny pies pole

detektoru. [22]

4.2.4. Izotachoforéza

Izotachoforéza je separatni metoda zndma jiz vice nez 40 let. Prvni zminky
pfiSly ovSem jiz na konci 19. stoleti. Velkym rozdilem izotachoforézy je oproti jinym
elektromigra¢nim metodam pouziti dvou elektrolytii — vedouci elektrolyt (leading electrolyte)
a koncovy elektrolyt (terminating electrolyte). Druhym velmi vyznamnym rozdilem
je moznost separace bud’ pouze aniontl, nebo pouze kationtd. Po vlozeni napéti se jako
pfi ostatnich metodach separuji ionty na zdkladé svych elektrolytickych mobilit. Z celé
elektrolytu, hodnoty pohyblivosti analyzovanych iontd se nachazeji v intervalu mezi
hodnotami pohyblivosti elektrolytl. Separace je tim zaloZena na tvorbé¢ jasné oddélenych zon,
kter¢ se pohybuji stejnou konstantni rychlosti (od tohoto principu ndzev metody).
Dnes je vyuzivano pifedevSim kapilarni uspofadani. Zejména prave kapilarni usporadani
nalezlo velké vyuziti v potravinaistvi, respektive chemickych analyzach potravin, naptiklad
pfi stanoveni sifi¢itanll ve ving, stanoveni dusi¢nani ve viné nebo pfi izotachoforetickém

stanoveni fluoridi v zubni pasté. [31]
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