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1. Uvod

Afinitna chromatografia na imobilizovanych iénoch
kovu (IMAC, Immobilized Metal Ion Affinity Chromatog-
raphy), nazyvana tieZ aj ,,chelatové sorbenty v afinitnej
chromatografii“, je Specidlnym typom  afinitnej
chromatografie'™®. Pod IMAC je mozné ako 3pecificku
aplikaciu zahrnat' aj niektoré typy ligandovo-vymennej
chromatografie chiralnych ligandov™®. Princip IMAC je
zalozeny na Specifickych interakciach stanovovanej latky
alebo jej Specifickych interakénych miest (funkéne analy-
tickych skupin) s i6nmi kovu naviazanymi na nepohyblivil
(stacionarnu) fazu. Toto vzajomné posobenie medzi navia-
zanymi i6nmi kovu a povrchom separovanej latky je vyu-
Zité na adsorpciu a po malej zmene separacnych podmie-
nok na naslednu desorpciu latky z nepohyblivej fazy, t.j.
mé reverzibilny charakter’.

Prvé teoretické zaklady IMAC metody polozil uz
v roku 1961 Helfferich, ktory vo svojej praci popisal sepa-
raciu malych molekul na principe ligandovej vymeny'”.
V dalSej préci sa Everson a Parker venovali §tidiu viaza-
nia sa zino¢natého kationu na 8-hydroxy-chinolinovi aga-
rozu a vyuzitie tejto $tudie na separaciu metaloproteinov''.
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V roku 1975 Porath a spol. vo svojej praci'* ako prvi za-
viedli pojem novej LC pod nazvom ,,Afinitna chromato-
grafia chelatov kovov* (Metal Chelate Affinity Chroma-
tography). V tejto praci autori Gspesne popisali pouzitie
imobilizovanych dvojmocnych katiénov zinku a medi na
frakcionovanie proteinov nachadzajicich sa v l'udskom
krvnom sére, na zéklade ich rozdielnej afinity k tymto
kationom. Vzhl'adom na to, Ze sa nejedna len o chelaty,
bol v roku 1983 pdvodny nazov nahradeny tym istym au-
torom na sucasny, t.j. ,,afinitna chromatografia na imobili-
zovanych io6noch kovu®“. V nasledujucich vedeckych pra-
cach Porath™® " a Sulkowski'®™" polozili dobré zaklady
tejto metody, ktora si odvtedy ziskala velku popularitu
hlavne v  biochémii  pri  purifikacii  proteinov
z komplexnych biologickych matric*® .

V sucasnosti si IMAC metoda, okrem pocetnych apli-
kacii v biochémii a biotechnolégii, postupne nasla uplatne-
nie aj pri separacii a frakcionacii latok z environmental-
nych vzoriek (napriklad organickych ligandov resp. humi-
novych latok)> .

Tento prehl'adovy ¢lanok stru¢ne popisuje vSeobecny
princip separacie latok v IMAC metdde, vyhody
a nevyhody pouzitia réznych typov nepohyblivych faz
a moznosti vyuzitia IMAC pri analyze vzoriek Zivotného
prostredia (voda, pdda, sedimenty) (tab. I).

2. Afinitna chromatografia na imobilizovanych
ionoch kovu

2.1. Separaény princip

V IMAC je adsorpcia separovanej latky zaloZena na
tvorbe koordinacnych vizieb medzi imobilizovanymi ion-
mi kovu a volnymi elektronovymi parmi funkénych sku-
pin nachadzajucich sa na povrchu latky. V tomto type
chromatografie je nepohyblivd fiza tvorend z neroz-
pustného nosica (matrice), na ktorého povrchu su kova-
lentnou vézbou naviazané vhodné chelatotvorné ligandy.
Takto naviazané chelatotvorné ligandy potom poskytuju
volné elektronové pary na tvorbu stabilnych koordinac-
nych vidzieb s roznymi dvojmocnymi resp. trojmocnymi
kationmi kovov. Podmienkou IMAC separacie je, aby
imobilizované iény kovu chelatovo viazané na ligandy
poskytovali ako akceptory elektronov volné koordinacné
miesta pre viazanie sa elektron-donornych funkénych sku-
pin separovanej latky. Potom pri separacii zloziek vzorky
sa vytvaraju Specifické interakcie, ¢im dochadza k sorpcii
latok na nepohyblivii fadzu. Nasledné uvolnenie latok
z nepohyblivej fazy sa uskutociuje v zavislosti od typu ich
naviazania na nepohybliva fazu napriklad zmenou pohyb-
livej (mobilnej) fazy (zmenou pH, zloZenia atd’.) resp.
zmenou teploty separa¢ného priestoru. Po elucii zadrza-
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Tabul'ka I
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Vybrané aplikacie afinitnej chromatografie na imobilizovanych i6noch kovu na analyzu vzoriek zivotného prostredia

Vzorka Chelatotvorny ligand 16n kovu Separa¢né podmienky Lit.

Morska voda IDA Cu*’ Tlmivy roztok, pH 7,0-8,0, a HCI, pH 2,0 23

Povrchova voda IDA Cu* NaCl, pH 4,5 a Glycin/NaCl, pH 9,0 24

z Ustia rieky

Jazerna voda IDA Cu** HCL a NaCl 25,26

Morska voda IDA Cu** Kyselina mrav¢ia, kyselina octova a NaCl 27

Podny roztok IDA Cu* Fosfatovy tlmivy roztok, pH 3,5 a NaCl 28,29

Fulvokyseliny Celuloza HYPHAN, Fe** Boritanovy tlmivy roztok, pH 6,0-12,00 31,32

a huminové kyseliny Chelex 100 a4,0-12,00

Fulvokyseliny IDA Cu?, Ni**  Boritanovy tlmivy roztok, pH 8,5-4,0, HCI 33,34
Co™", Cd* a glycin

Huminové kyseliny  Salicyl AP Octanovy tlmivy roztok, pH 8,9-3,9 a HC, 35

pH 2,0

nych latok z IMAC kolény je potrebné pred d’alsSim nadav-
kovanim vzorky uskuto¢nit’ jej regeneraciu.

V stcasnosti existuje viacero pracovnych postupov
pri separacii latok IMAC metddou, ale vo vécsSine pripa-
dov je mozné opisat’ ho nasledujucimi piatimi zékladnymi
krokmi:
naplnenie a zrovnovaznenie chromatografickej kolony,
imobilizacia idnov kovu,
davkovanie vzorky,
eltcia vzorky,
regeneracia chromatografickej kolony.

2.2. Nepohybliva faza

Délezitym krokom pred samotnou IMAC analyzou je
spravny vyber nepohyblivej fazy, t.j. nosica, chelatotvor-
ného ligandu a imobilizovaného iénu kovu®®. Informécie
o ich vlastnostiach, pouziti, vyhodach a nevyhodach mé-
Zeme Cerpat’ aj z mnoZstva publikovanych vedeckych prac
zameranych prevazne na vyuzitie IMAC v biochemickej
oblasti®*~**,

Prvé nosice v IMAC metode patrili do skupiny mék-
kych gélov, ako napriklad agardza, perlova celuloza alebo
zosietovany dextran. Vyhodou tychto nosicov je ich vyso-
ky hydrofilny charakter, ich l'ahkd derivatizacia, velka
porovitost’ ako aj velky rozmer porov. Vdaka uvedenym
vlastnostiam poskytuje tento typ nosicov moznost’ navia-
zat’ o najvacsi pocet chelatotvornych ligandov. Zaroven
sa u nich vyskytuje nizka neSpecifickd adsorpcia. Nevyho-
dou je ich lahka stlacitelnost, t.j. neposkytuju stabilné
16zko pocas LC procesu. Tym sa ich pouZzitie obmedzuje
len pre LC analyzy s nizkymi prietokmi pohyblivej fazy
a nie je ich mozné pouzit v HPLC™.

Vzhl'adom k uvedenym skuto¢nostiam bolo snahou
viacerych autorov vyvinut' nové pevnejSie nosi¢e pre
IMAC** . Jednou z moznosti je pouzitie upraveného
porézneho skla, ktoré spifia podmienku pevnosti nosiéa aj
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pri vyssich prietokoch pohyblivej fazy, vd’aka zlepsenému
prenosu makromolekul vo vnitri Gastic nosi¢a®. Nevyho-
dou tohto nosica je, ze sa na jeho povrchu nespecificky
adsorbuju latky, co je sposobené hydrofébnymi interakcia-
mi. Navyse porézne sklo je nestabilné v zasaditom prostre-
di pri pH hodnote vdcSej ako 8.

Riesenim tohto problému sa zaoberali viaceri autori,
ktori skibili vyhody porézneho skla a hydrofilnych poly-
mérnych gélov. Povrchovou tpravou porézneho skla na-
viazanim vrstvy hydrofilného polyméru ako napri-
klad chitosanu®, agar6zy®® a dextranu®' dosiahli zniZenie
nereverzibilnej sorpcie separovanych latok. ZvySenim
hydrofilnosti povrchu nosica sa tiez zvysila jeho chemicka
stabilita a jeho kapacita. Na zaver by sme mohli zhrniit, ze
okrem uz uvedenych vlastnosti, nosice pouzivané v IMAC
by mali byt fyzikélne, chemicky, mechanicky a tepelne
stale a mali by poskytovat’ moznost’ regeneracii nepohyb-
livej fazy bez degeneracie samotného nosica. Zaroven by
mali poskytovat’ moznost’ naviazat’ ¢o najvacsi pocet che-
latotvornych ligandov.

Existuje niekol’ko spOsobov naviazania chelatotvor-
nych ligandov na nosic, ktoré sa prevazne realizuje pomo-
cou kovalentnych vizieb®®. Vyber najvhodnejsiecho sposo-
bu zavisi od vlastnosti nosi¢a ako aj od typu ligandu.
V IMAC sa kovalentné viazanie ligandu na vhodny nosi¢
realizuje vacsinou prostrednictvom odd’al’ujuceho ramena
(angl. spacer arm), aby sa zabréanilo sterickym prekézkam
vizbe separovanej latky (vacsinou makromolekuly) na
chelatotvorny ligand (védcSinou nizkomolekulova zluceni-
na) a to dvoma sposobmi. V prvom spdsobe je nosi¢ akti-
vovany vhodnym aktiva¢nym ¢inidlom a potom odd’al’uju-
ce rameno, zvycajne kratky alkylovy retazec, je kovalent-
ne prichyteny cez aktivne miesta na nosi¢. Samotny chela-
totvorny ligand je potom naviazany na opacny koniec
molekuly odd’al'ujuceho ramena. V druhom spdsobe je uz
vopred syntetizovany ligand s odd’alujucim ramenom
a potom je v jednom kroku naviazany priamo na nosi¢*.
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Dolezité je, aby naviazany chelatotvorny ligand bol stabil-
ny pocas adsorpénych a desorpénych procesov aj v pri-
pade opakovaného pouzitia. Ako chelatotvorné ligandy pre
IMAC st vhodné zluceniny, ktoré s latkami tvoria reverzi-
bilné, $pecifické a pevné komplexy. Navyse musia obsaho-
vat’ taku funkénua skupinu, ktorti je mozné pouzit' pre ich
kovalentné naviazanie na nosi¢. V poslednej dobe sa
v IMAC metode kladie Coraz CastejSie vacsi doraz na uni-
verzalnost’ chelatotvornych ligandov, ¢o by malo priniest
zjednodusenie charakterizacie IMAC separa¢ného procesu.

V stcasnosti sa v IMAC pouziva viacero komercne
vyrabanych nepohyblivych faz s r6znymi chelatotvornymi
ligandami. Medzi najpouzivanejSic v IMAC patria tieto
chelatotvorné ligandy: 8-hydroxychinolin (8-HQ), kyseli-
na iminodioctova (IDA), kyselina salicylova (Sal), kyseli-
na nitrilotrioctovd (NTA), kyselina N-karbamoyl-
asparagova (CM-Asp) a triskarboxymetyletyl diamin
(TED), ktoré sa liSia maximalnym poctom donorovych
skupin, napriklad IDA je trojdonorova, NTA je $tvordono-
rova a TED je patdonorova (obr. 1). Podl'a ich molekulo-
vej Struktary a chelatotvorného mechanizmu moézeme
zoradit’ ligandy podl’a ich klesajticej sily imobilizovat’ iony
kovov a to v poradi od viacdonorovych po jednodonorové
ligandy®.

Treba si vSak uvedomit’, Ze ak bude i6n kovu chelato-
tvornym ligandom imobilizovany prili§ silne, nezostane
mu dost’ afinity na vytvorenie vizby so separovanou lat-
kou. Naopak ak bude i6n kovu naviazany na ligand prili§
slabo, moze dojst’ k jeho konkurenénému naviazaniu sa na
viac ligandov separovanej latky do vysitenia koordinac-
nych schopnosti a vytvorenie cheldtu v pohyblivej faze.
Na druhej strane, prili§ slabé naviazanie i6nu kovu na li-
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gand moze viest az k jeho neziaducemu uvolneniu do
eluéného roztoku. Preto je doleZité ponechat’ ionu kovu
prave taky pocet stupiiov vol'nosti, aby mohol definovane
viazat’ molekulu latky. Imobilizacia i6nov kovu prebieha
najcastejsie vo vhodnom vodnom tlmivom roztoku, v deio-
nizovanej vode alebo v slabej kyseline.

Vznik komplexu imobilizovany i6n kovu — latka, ako
aj jeho stabilita, sa 1iSi od typu pouzitého iénu kovu.
V IMAC metdde existuje viacero klasifikacii ionov kovov.
NajpouzivanejSou klasifikiciou je rozdelenie podla ich
polarizovatel'nosti, ktora popisal Pearson*. Podl’a neho sa
povaha i6nov kovov, ako Lewisovych kyselin resp. zasad,
rozdeluje do troch zakladnych kategérii na zéaklade ich
roznej afinity k nukleofilnym skupindm biopolyméru, a to
na:
—  tvrdé (najvyssia afinita),
stredne tvrdé (stredna afinita),

Do skupiny tvrdych ionov kovov patria napriklad
Fe*', Ca®", AI¥, a Mg, ktoré sa prednostne viazu
s kyslikom, alifatickym dusikom a fosforom. Stredne tvr-
dé i6ny kovov su prevazne dvojmocné kationy Cu®’, Ni**,
Zn*"a Co®*, ktoré prednostne vytvaraji koordinaéné vizby
s aromatickym dusikom, kyslikom resp. sirou. Mékké i6ny
kovov, akymi st napriklad Cu’, Hg*" a Ag" sa prednostne
viazu na siru.

Vizby medzi separovanymi latkami a tvrdymi i6nmi
kovov maji vidcSinou idnovy charakter, zatial co
s mikkymi i6ny kovov st predovSetkym kovalentnej po-
vahy. Stredne tvrdé iony kovov tvoria hlavne koordinacné
védzby. Okrem tychto typov vézieb sa mdzu vyskytovat’ aj

IDA /9 NTA o
C 0
I C/ \O' \C—_O- C////OH
2 i = /
\ | OH2 / CH2 AN ¥
OR—N.._ 1} 7 N 2+ OHy
\\\\\\ Vi OR—HC— —Hi¢
H2C\ / \\\OI‘IZ \ // \\\\
/O- 2 HZO I(l) O-
ﬁ CHy— ¢~
0
SALICYL
TED o 0
Ne—oLon
N / 24— OHZ OR/QN
OR—HC\I\,I ....... Me SN oH
\ H,0 0 0" Cc=0
CHy— ¢ HO

Obr. 1. Struktiry vybranych chelatotvornych ligandov pouZivanych v IMAC metéde; IDA — kyselina iminodioctova, NTA — kyseli-
na nitrilotrioctova, TED — triskarboxymetyletyl diamin, SALICYL — kyselina salicylova, N — nosi¢ a OR — odd’al’'ujuce rameno
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hydrofobne interakcia a elektrostatické coulombovské sily.
V sucasnosti st najpouzivanejSie dvojmocné kationy pre-
chodnych kovov (Cu®*, Ni**, Zn**a Co*") a trojmocné ka-
tiony kovov (Fe’" a AN,

K doélezitejsim krokom v IMAC metode patri aktivo-
vanie, premyvanie nepohyblivej fazy a zrovnovéZzne-
nie (ekvilibrovanie) pohyblivej fazy a nepohyblivej fazy
v IMAC kolone, ktoré sa realizuju réznymi tlmivymi roz-
tokmi alebo vodnym roztokom kyseliny EDTA. Existuje
popisanych viacero moznosti tychto krokov, ale momen-
talne neexistuje ziadny postup, ktory by bol akceptovany
za Standardnu proceduru.

3. Aplikacie afinitnej chromatografie na imobi-
lizovanych iénoch kovu na analyzu vzoriek
Zivotného prostredia

3.1. Organické ligandy

Schopnost’ viacerych organickych ligandov tvorit’
komplexy s r6znymi i6nmi kovov bola uz v minulosti ve-
I'akrat detailne popisana***’. Sila koordina¢nej vizby me-
dzi ur¢itym organickym ligandom a idbnom kovu zavisi od
viacerych faktorov, napriklad od pH, i6nove;j sily, ale pre-
dovsetkym je charakterizovana konstantou stability kom-
plexu. Tvorba rozne stabilnych komplexov organickych
ligandov bola vyuZitd aj pri ich izolécii resp. separicii
pomocou IMAC metody. Prace venované tejto problema-
tike vacSinou len prebrali IMAC separatné podmienky
(nosice, chelatotvorné ligandy, iony kovov a elu¢né ¢inid-
l4) zprac publikovanych v oblasti biochémie resp.
biotechnologie™ *. Ich ciefom bolo skér podrobnejsie
charakterizovanie ziskanych IMAC frakcii d’al$imi analy-
tickymi metodami. V tychto pracach bol najpouzivanejsi
overeny IDA-Cu®" systém, aj vzhladom na jeho Siroku
komer¢nti dostupnost’.

Tento systém pouzili vo svojej praci aj Midorikawa
a Tanoue®, ktori sa zaoberali izolovanim organickych
ligandov z rozpustenych organickych latok (DOM, dissol-
ved organic matter) z morskej vody na zéklade ich interak-
cii s med’natymi kationmi. Extrahované organické ligandy
potom d’alej charakterizovali na zaklade ich r6znej afinity
ku Cu®" a z nameranych dat fluorescenénych spektier.

V tom istom roku Gordon a spol. uverejnili &lanok?*,
v ktorom IDA-Cu** IMAC systémom izolovali organické
ligandy zriecnej vody pri usti do Atlantického oceanu.
V praci Studovali vplyv pH, rychlosti prietoku a objemu
eluéného ¢inidla (chloridu sodného a  glycinu)
a skladovania vodnej vzorky na vytaznost organickych
ligandov. Ziskané dve frakcie boli detekované diferencne
pulznou anodickou stripping voltampérmetriu (DPASV)
a d’alej charakterizované UV-VIS spektrami.

V nasledujiicich dvoch pracach®?® autori Wu
a Tanoue opit’ pouzili IDA-Cu®” systém na frakcionaciu
organickych ligandov z jazernej vody Lake Biwa. Analy-
zou IMAC frakcii na zéklade distribucie podla velkosti
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molekul zistili, Ze z celkového mnozstva organickych li-
gandov (t.j. 1,4—4,0 % vSetkych rozpustenych organickych
latok) sa 67—79 % nachadza vo frakcii s relativnou molo-
vou hmotnost'ou do 5000, zatial’ ¢o zvySok sa nachadza vo
frakcii s relativnou molovou hmotnost'ou od 5000.

Vachet a Callaway”’ vyuzili na charakterizaciu slabo
a silne zadrzanych IMAC frakcii organickych ligandov
s afinitou na Cu®" vysokouginni rozmerovo-vylucovaciu
chromatografiu (HPSEC) a MS. Z nameranych vysledkov
vyplyva, ze frakcie s vy$ou afinitou ku Cu*" maji niz§iu
relativnu molov hmotnost’ (okolo 270).

Posledné dve prace vyuZivajuce IDA-Cu** IMAC
systém na separaciu rozpustenych prirodnych ligandov
z pddnych vzoriek publikovali Paunovic a spol.”**. Roz-
hodujiicim faktorom pre zadrzanie ligandov na IMAC
koléne bola tvorba terciarnych komplexov IDA-Cu®'-
ligand. Zaujimavym zistenim bolo, Ze konStanty stability
komplexov Cu®'-ligand nehrali vyznamnii Glohu na zadr-
zanie latok®®. Tie ligandy, ktoré obsahovali len karboxylo-
vé funkcné skupiny (napriklad EDTA — log K 18,8 resp.
kyselina salicylova — log K 10,6) neboli zadrzané na kol6-
ne, zatial' ¢o zadrzana Cast’ latok vykazovala pritomnost’
N-heterocyklickych aromatickych Struktur. To moze byt
vysvetlené tym , ze latky s N-heterocyklickou aromatickou
Struktirou majt silnt schopnost’ tvorit’ tercidlne med’naté
komplexy typu ligand1-Cu*'-ligand2, kde mt-viizby medzi
N-heterocyklickymi aromatickymi jadrami a Cu®" stabili-
zuju tento komplex. Vyvinutda IMAC metoda bola pouzita
na frakciondciu organickych ligandov z pédnych roztokov.

Na rozdiel od predchadzajicich prac, Baldwin
a spol.”” pouzili IDA-AI’" systém na izolaciu prirodnych
organickych ligandov z huby Pisolithus tinctorius. Hlini-
ty kation bol zvoleny z doévodov, ze hlinik je vo forme
hlinito-kremicitanov najcastejSie sa vyskytujici kovovy
prvok v zemskej litosfére a ma vysoku afinitu interagovat’
s organickymi ligandami za vzniku komplexnych zlucenin.
Na elticiu zadrzanych zloziek bol pouzity 1 mol I"' vodny
roztok hydroxidu aménneho a zozbierané frakcie boli cha-
rakterizované technikou ESI-MS.

3.2. Huminové latky

Huminové latky (HL) su vdaka svojmu chemickému
zlozeniu a heterogenite chemickej Struktiry schopné inter-
agovat’ s latkami nepolarneho ako aj polarneho charakteru.
V dosledku pritomnosti viacerych typov funkénych sku-
pin (napriklad karboxylovych, fenolickych, dusikovych,
enolovych, hydroxylovych a pod.) maju HL zaporny naboj
atym aj predpoklad zvysenej afinity viazat iony réznych
kovov*®. Schopnost HL viazat kovy je jednou z najvy-
znamnejSich vlastnosti HL a vyuziva sa vo viacerych ob-
lastiach zivota. V prirodnych systémoch tieto latky mozu
viazat’ napriklad znecCistujuce kovy, a nasledne tak vyz-
namnym spdsobom ovplyviiovat' také procesy, ako su
transportné javy, biodostupnost, toxicita, regeneracné
a &istiace procesy tychto systémov a pod.*. Stidiami moz-
nych interakcii réznych iénov kovov s HL sa venovalo
viacero autorov a na tto tému bol uverejneny velky pocet
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vedeckych prac®**. Uceleny prehlad danej problematiky
uverejnil Tipping vo svojej monografii*’. Napriek velké-
mu suboru informacii a nameranych experimentalnych dat,
poznatky o tychto interakcidch stdle nie st Uplne jedno-
znacné. Vplyv prostredia (voda, poda a sedimenty),
v ktorom sa HL prirodzene nachadzaj(, zohradva tieZ dole-
zita lohu pri popise tychto mechanizmov. V podnom
prostredi, vzajomnym posobenim produktov rozli¢ného
stupnia premeny organickych zvySkov a HL s mineralnym
podielom pody dochadza k tvorbe organomineralnych
zluCenin. Vznik organomineralnych zli¢enin zavisi hlavne
od chemickej struktury HL t.j. od poctu a typu funkénych
skupin, stupna polymerizicie, stupna huminifika-
cie, stupna oxidacie a pomeru medzi aromatickou zlozkou
jadra a periférnymi retazcami s hydrofilnymi funkénymi
skupinami. Podla typu viazania sa HL s minerdlnym po-
dielom p6dy mozeme organomineralne zluceniny rozdelit’
na**:

—  heterepolarne soli,

komplexo-heteropolarne soli,

adsorpcné komplexy.

Z pohladu naSej problematiky su pre nds zaujimavé
komplexo-heteropolarne soli, ktoré vznikaji reakciou HL
(huminovych kyselin a fulvokyselin) s komplexotvornymi
i6onmi kovov. Tie sa vytvoria, ak sa dve alebo viac koordi-
na¢nych miest okolo iénu kovu obsadi donorovymi skupi-
nami ligandu za vzniku vnuatornej kruhovej Struktary
(chelatu). V pode plnia funkciu ligandu najmé jednoduché
organické zluceniny ako aj chelatotvorné funkéné skupi-
ny HL. Komplexacnéd schopnost HL zavisi predovset-
kym od mnoZstva funkénych skupin, ktoré obsahuji
kyslik (—~COOH, fenolické —OH a C=0O skupiny). Zasti-
penie tychto funkénych skupin je okrem iného ovplyvnené
aj pH hodnotou prostredia a tym aj mierou disociacie. Na-
priklad v slabo kyslom prostredi sa na vzniku koordinacnej
vizby prevazne podielaji karboxylové skupiny ale so
zvySujicim sa pH sa k nim pridavajli aj fenolické skupiny
v désledku disociacie protonu z—-OH skupiny. Kazda
funk¢né skupina ma in afinitu ku ré6znym katiénom ko-
Vov.

V8eobecne znizovanie afinity funkénych skupin ku
ionom kovov méze byt zoradené nasledovné™: enolova >
aminova > azo > N v cykle > karboxylova > éterovd >
karbonylova.

Na druhej strane poradie klesajucej schopnosti idnov
kovov podiel'at’ sa na tvorbe chelatov je nasledujiice™:
Fe' > AP > Cu?t > Ni2* > Co?* > 7Zn?* > Fe?* >
Mn*".

Je pravdepodobné, ze v prirodnych systémoch pri
urcitej hodnote pH a idnovej sile s pritomnymi kovmi
prednostne reaguju vzdy urcité typy molekal HL, ich urci-
té frakcie™. Tieto vlastnosti HL sa daju potom vyuZit’ aj na
ich separaciu a charakterizaciu IMAC metodou.

V stcasnosti existuju dva pristupy pre separaciu HL
pouzitim IMAC metddy. Prvy pristup vyuZziva klasické
chelatotvorné sorbenty s imobilizovanymi i6onmi kovu
(napriklad systém IDA-Cu®" resp. Salicyl-Al*")****. Dru-
hy pristup vyuZiva naviazanie Fe*" na ionexovom gély*'*%.
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Wu a spol.**** pouzili komeréne dostupny chelato-
tvorny ligand IDA kovalentne naviazany na sefar6zovom
gély ako nosi¢i. V prvej praci® autori tudovali vplyv pH
aionovej sily na zadrzanie HL s pouzitim rdznych dvoj-
mocnych kationov kovov (Cu, Ni, Co a Cd). Zistili, ze
zvySovanim pH a iénove;j sily sa zvySuje zadrZanie HL na
IMAC koléne. Vizbova kapacita HL aretenény objem
Studovanych Styroch kovovych kationov v IMAC bola
v nasledujicom poradi: Cu*" > Ni** > Co*" > Cd*. Auto-
rmi vybrany IDA-Cu*" IMAC systém bol pouzity na frak-
cionaciu HL pri r6znych pH hodnotach (4,1; 6,9 a 8,5). Na
eluciu zadrzanych frakeii HL bol pouzity eluent s nizkym
pH (pH 2,0). Zozbierané frakcie HL boli d’alej charakteri-
zované UV-VIS a fluorescencnymi spektrami. Namerané
spektralne udaje ukazuju, ze frakcie HL s vysSou afinitou
ku Cu’" mézu mat’ vyssiu relativnu molovii hmotnost’
a vyssiu proporciu zlacenin, ktoré absorbuju resp. fluores-
kuju Ziarenie pri vysSich vinovych dizkach. Rozdielna
schopnost HL zadrziavat’ sa v IDA-Cu®" systéme pri roz-
dielnom pH elu¢ného prostredia bola autormi pouzitd na
navrhnutie IMAC met6dy s gradientovou eltiiciou so sko-
kovou zmenou pH pohyblivej fazy.

Dalsia praca tych istych autorov’* sa zamerala na
frakcionaciu a charakterizaciu dvoch vzoriek prirodnych
vodnych fulvokyselin a jednej komeréne dostupnej fulvo-
kyseliny Suwannee River, kde IMAC separa¢né podmien-
ky boli prebraté z predchadzajucej prace®. Zozbierané
IMAC frakcie HL boli d’alej charakterizované SEC resp.
RP HPLC. Namerané vysledky z SEC potvrdzuju predcha-
dzajiice tvrdenie, 7e frakcie HL bez afinity k Cu®" maju
nizsiu relativnu molovi hmotnost ako frakcie HL s vySSou
afinitou k Cu®*. Zaroven, frakcie HL so silnej$ou afinitou
k Cu” vykazujii relativne vys3i hydrofobny charakter, o
bolo potvrdené RP-HPLC analyzou prislusnych frakeii
HL. Rozdiel v relativnej molovej hmotnosti HL bol pozo-
rovany aj pri zmene elucného roztoku, kedy pri pouziti glyci-
nu oproti vodnému roztoku HCI boli namerané vyssie relativ-
ne molové hmotnosti frakcii HL s vy$$ou afinitou k Cu?".

Odlisny pristup na frakciondciu HL bol pouzity
v praci®® (obr. 2). Pre tento pripad boli vybrané AI’" na
naviazanie na nepohyblivil fazu. Ako chelatotvorny sor-
bent sa autori rozhodli pouzit Iontosorb Salicyl, ktory
obsahuje salicylova skupinu viazani cez azo skupinu
v bo¢nom retazci modifikovanej celulozy. Tento sorbent
obsahuje len neutralne skupiny a selektivita sorpcie latok
zavisi len od ich reaktivity s kyselinou salicylovou. Okrem
uz uvedeného ddovodu, bol tento sorbent vybrany aj
z d’alSich dvoch doévodov. Prvy dovod je, ze salicylova
funk¢nd skupina je jednou z funkénych skupin, ktoré sa
prirodzene vyskytuju v HL. Po druhé, chelat Sal-Al** m4
vysoku hodnotu konstanty stability (log K = 14,1). Zadrza-
nie HL na koldéne bolo studované pri troch rd6znych hodno-
tach pH elu¢ného prostredia ato pH 8,9; 6,7 resp. 3.9.
Zadrzana cast HL bola eluovana s 0,01 mol I'! HCl
s pH 2,0. Z nameranych vysledkov je zrejme, Ze najviac
HL sa zadrzalo pri pH 6,7. D4 sa predpokladat’, ze HL
s velkym poctom funkénych skupin budi mat’ vacsiu afi-
nitu ku A’ pri tejto hodnote pH prostredia.



Chem. Listy 106, 357-364 (2012)

Referat

Bl pH=89 pH=6,7 pH=3,9 pH =2,0
3
<
E
£ 3
S -~
(=3
Q
s
=
Qo
5 ol
210
o
2
<<
o
0. frakcia 1. frakcia 2. frakcia 3. frakcia
0 5 10 15 20 25 tq (min)

Obr. 2. Chromatograficky ziznam separicie huminovych latok v Salicyl-AP* IMAC systéme; zadrzané &asti huminovych latok boli
eluované s eluénym roztokom skokovou zmenou hodnoty pH od 8,9 po 2,0 (cit.>)

Na frakcionaciu vodnych HL autori v pracach®'-

pouzili rozdielny pristup v naviazani iébnov kovov na nepo-
hybliva fazu. Namiesto chelatotvorného ligandu kovalent-
ne naviazaného na vhodny nosi¢ si zvolili systém, kde Fe**
boli priamo naviazané na rézne ionexy. Ako ionexy boli
pouzité sorbenty na baze prirodného celulozového vlakna —
Cell, celulézy typu — HYPHAN a chelatového menica —
Chelex 100. Vsetky sorbenty boli naplnené do preparativ-
nej HPLC kolony. Pracovny postup frakcionacie HL bol
podobny ako v predchadzajicich pracach. Na zadrzanie
HL boli pouzité boritanové tlmivé roztoky pri roznych pH
hodnotach  (6,0~12,0) v prostredi 0,1 mol I"'  NaCl.
V tomto pripade mechanizmus separacie HL bol zalozeny
na ich viazani sa s Fe'"-ionexom, ktoré je silnejsie so zvy-
Sujicim sa poctom funkénych skupin v molekulach HL.
Pokial’ ide o vézbovy mechanizmus, silné vodikové mosti-
ky medzi hydroxy skupinami hydroxidu Zelezitého
a fenolovymi a karboxylovymi funkénymi skupinami mo-
lekal HL hraju vyznamnu tGlohu a ich vazbova sila zavisi
hlavne od pH hodnoty prostredia. Priebezné stadium vied-
lo k ndvrhu chromatografickej metddy na frakcionaciu HL
s pouzitim skokovej gradientovej eliicie zvySovanim pH
s boritanovym tlmivym roztokom od pH 8 do 12,5 pre
Cell-Fe’" a od pH 4 do 12,5 pre HYPHAN a Chelex 100.
Pri vy$Som pH eluované frakcie HL mdzu zahfiiat’ nie len
samostatné molekuly HL, ale aj ich komplexy s kationmi
kovu. V pripade pouzitia Cell-Fe** bolo ziskanych aZ se-
dem frakcii HL. V pripade HYPHAN bolo ziskanych do
Sest’ frakcii. VSetky ziskané frakcie HL boli nasledne po-
drobené d’alSiemu S§tidiu ich vlastnosti zameranému hlav-
ne na ich komplexa¢nu schopnost’ (viazat' med’naté iony)
a spektralne charakteristiky (pomer absorbancie pri
265/365 nm resp. FTIR spektra).

362

4. Zaver

Vzhladom na uz publikované prace, IMAC metoda
moZe predstavovat’ vhodny néstroj na izolaciu a separaciu
organickych ligandov ako aj HL. Ziskané vysledky dovo-
l'ujt lepsie porozumiet’ povahe tychto latok a ich charakte-
rizacii na zaklade afinity s kationmi kovov a tak moznost’
modelovat’ ich spravanie sa v zivotnom prostredi. Vysled-
ky tiez poukazuju na to, Zze IMAC je vhodnou metédou na
ich frakcionaciu, kde ziskané frakcie mozu byt d’alej cha-
rakterizované viacerymi analytickymi metodami (SEC,
RP-HPLC, MS, UV-VIS resp. fluorescenc¢nou spektromet-
riou). Pomocou tychto metdod sa mozu ziskat’ ucelenejSie
informacie o charaktere, Struktare, funk¢nosti
a moznostiach tychto latok aich pouziti v rozli¢nych ob-
lastiach Zivota.

Napriek uvedenym skuto¢nostiam IMAC metoda ma
aj niekol’ko nedostatkov resp. niekolko potencidlnych
problémov. Jeden z hlavnych nedostatkov je ¢asova naroc-
nost analyzy, zahrilujuca hlavne proces pripravy
aregeneracie chromatografickej kolony. V pripade HL si
musime uvedomit, Zze IMAC metdda bola pévodne vyvi-
nutd pre separaciu malych molekul (napriklad proteinov,
organickych ligandov), preto pri separacii HL treba poci-
tat’ aj s existenciou rozmerovo-vylucovacieho efektu. Za-
roven vIMAC systéme sa mdze vyskytovat problém
s vymyvanim imobilizovanych iénov kovu z chromato-
grafickej kolony a tym aj problém s presnym charakterizo-
vanim pouZitého systému. Rapidna zmena pH elu¢ného
prostredia, napriklad od 2 do 12, méze hlavne v pripade
HL spdsobovat’ zmeny ich Struktiry alebo usporiadania
nabojov.
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R. Halko and M. Hutta (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Natural Science, Comenius Univer-
sity, Bratislava, Slovakia): Application of Metal Ion Af-
finity Chromatography in Analysis of Environmental
Samples

This article reviews the advances in metal ion affinity
chromatography (IMAC). The method is widely used for
separation and characterization of a variety of biological
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macromolecules in biochemistry, molecular biology and
related sciences. This review describes basic principles of
the method. Various types of matrices, chelating ligands
and immobilized metal ions, their utilization and ad-
vantages or disadvantages are discussed. Applications of
IMAC to isolation, fractionation and separation of natural
organic ligands from aquatic or soil environment are pre-
sented.
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