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KOLOIDY V ZIVOTNIM PROSTREDI

Metody studia koloidnich systému:
» Metody izolace koloidnich castic
ultrafiltrace, ultrafiltry, membrany,

chromatografické gely, kolonova chromatografie, gelova filtrace,
gelova chromatografie

» Studium koloidu po jejich separaci
elektronova mikroskopie,
neutronova aktivacni analyza,
plynova chromatografie

» Studium koloidu bez separace

Thyndallv jev, optické metody, spektrofotometrie



KOLOIDY V ZIVOTNIM PROSTREDI

STUDIUM KOLOIDNi FAZE bez separace koloidni fize,
vyuzivajicich rdznych jevu - napf.

— rozptylu resp. difrakce svétla na Casticich (napf. Fitch a Watson
1979, Zollars 1980, Fedin 1983, Melik a Fogler 1983, Bowen et al.
1985, Gee et a1.1990, Penders et al. 1991, Schnablegger a Glatter

1993),

— spekter (Bottero et al. 1980, Cary et al. 1982, Browne a Driscoll
1992), nebo

— pohyblivosti éastic (napf. Asakava et al. 1992, Mangelsdorf a

White 1992).
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DalSi pouzivanou metodou je rozliseni jednoduchych latek od polymernich

(koloidnich) za pomoci spektrofotometrickych metod:

Jednoduché iony jsou stanoveny spektrofotometricky (kfemik - viz. napr.
Truesdale a Smith 1976, Tler 1979, Otterstedt et al. 1986; hlinik - viz.
Hydes a Liss 1976, Yokoyama et al. 1987, 1991) a celkovy obsah
sledovaného prvku se stanovi nékterou instrumentalni metodou (AAS,

ICP). Obsah vyssSich polymeru a koloidu Ize urcit z rozdilu.

Tato metoda je vSak vhodna spise pro modeloveé experimenty s jedinou, jasné
definovanou slozkou. Pfi analyze slozitych smési, napf. produktu
zvetravani, popf. prirodnich vod, muze dochazet k chybam, protoze

reakce spektrofotometrickych Cinidel jsou jen zfidka dostateCné selektivni.
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Druhou moznosti, je separace koloidni faze (bud' izolaci koloidnich ¢astic nebo naopak
odstranénim jednoduchych nizko-molekularnich latek z koloidnich roztoku) a jeji

zkoumani béznymi instrumentalnimi metodami —
« v roztoku (ICP, AAS)
« v tuheé formé (SEM, EDXR)

Kromé specialnich separacnich metod, jako jsou isotachoforéza, elektroforéza (Puls et
al. 1990, 1991, Puls a Powell 1992) a rliznych variant ultracentrifugace (Beckett et
al. 1988, Li a Caldwell 1990, Hoffman 1991) se nejbéznéji pouziva

— ultrafiltrace
— ruzné formy vylucovaci chromatografie

— ,,cross flow* separace
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Ultrafiltrace

K definovani horni hranice rozméru koloidnich ¢astic byva aplikovana ultrafiltrace.

Tato metoda (napr. Sigleo a Helz 1981, Hunter 1982, Sigleo et al. 1982, Means a
Wijayaratni 1982, VonGunten et al. 1987, Degueldre et al. 1988, Puls et al. 1990,
1991, Waber et al. 1990, Puls a Powell 1992) vyuziva k separaci membranové filtry
s presné definovanym rozmérem poru, kterymi mohou prochazet jen ¢astice do

urCitého rozméru (oblast déleni, délici hrana), resp. molekulovych hmotnosti (dale jen

MW).

Podrobny rozbor procesu a zdroju chyb pfi ultrafiltraci Ize nalézt v praci Danielsona

(1982).
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Zarizeni pro ultrafiltraci

Pripravek se sklada ze dvou sklenénych protikusu se zabrousenymi cely. V
Cele jednoho z nich je pritmelena frita, na niz je vkladana filtracni
membrana. Obe Casti zafizeni jsou spojeny pres pryzové podlozky

aluminiovou prirubou a Ctyrmi Srouby.

Roztoky vzorku byly vpravovany do horni Casti zarizeni injekCni strikackou a
pak, po pfipojeni privodu z tlakové lahve, filtrovany pod pretlakem 30kPa

dusiku.
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Ultrafiltrace — membranoveé filtry

Obr.3.4. Pripravek pro ultrafiltraci
| - membranovy filtr
2 - Srouby
3,4 - sklenéné protikusy se

zabrousenym celem

5 - kovové priruby
6 - vsadka vzorku, resp. privod N
7 - odvod prefiltrovaného vzorku
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Separace ¢astic aerosolu

Atmogeochemicka aparatura

Filtracni kolac
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Chromatografické metody
— kolona
— stacionarni faze

— mobilni faze

Déleni na principu rozdilnych
afinit rozpusténych latek (v
mobilni fazi) ke stacionarni fazi

davkovaci
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Gelova filtracni chromatografie

Chromatograficka metoda, Castice jsou separovany podle velikosti
(hydrodynamického objemu)

Size Exclusion Chromatography (SEC)

— Gel Permeation Chromatography (GPC)
Mobilni faze: organicka rozpoustedla
Distribuce organickych polymeru

— Gel Filtration Chromatography (GFC)

Mobilni faze: vodné roztoky
Frakcionace proteint a dalSich ve vodé rozpustnych polymeru

Déleni koloidnich ¢astic
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Stacionarni faze: Dextranovy gel
Dextran

polysacharid — molekuly glukézy spojenych do fetézcu rtizné délky
Sephadex

obchodni nazev pro ,cross-linked" dextranovy gel
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Kfizem pospojované retézce polymeru.

Polymerace do 3-rozmérné sité - labyrint poru
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Sigma-Aldrich

Catalog Number Description
Sephadex Gel-Filtration Resins

Bead size (p)

27.103-9 Sephadex G-10 40-120
27.104-7 Sephadex G-15 40-120
27.106-3 Sephadex G-25 20-50
27,1071 Sephadex G-25 20-80
27.109-8 Sephadex G-25 50-150
27.,110-1 Sephadex G-25 100-300
27.112-8 Sephadex G-50 20-50
27.113-6 Sephadex G-50 20-80
27.114-4 Sephadex G-50 50-150
27,115-2 Sephadex G-50 100-300
27.116-0 Sephadex G-75 20-50
27.117-9 Sephadex G-75 40-120
27.118-7 Sephadex G-100 20-50
27.119-5 Sephadex G-100 40-120
27.121-7 Sephadex G-150 40-120
27.123-3 Sephadex G-200 40-120


http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271039&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271039&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271039&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271047&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271047&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271047&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271063&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271063&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271063&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271071&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271071&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271071&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271098&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271098&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271098&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271101&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271101&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271101&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271128&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271128&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271128&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271136&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271136&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271136&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271144&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271144&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271144&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271152&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271152&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271152&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271160&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271160&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271160&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271179&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271179&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271179&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271187&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271187&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271187&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271195&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271195&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271195&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271217&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271217&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271217&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271233&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271233&Brand=ALDRICH
http://www.sigmaaldrich.com/ProductLookup.html?ProdNo=271233&Brand=ALDRICH
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Sephadex

* ruzny stupen porozity
« prumér perel 20 az 300p.

Sephadex® G-100
for gel filtration, 20-50 ym
Replaced by G10050, Sephadex® G-100
®Pharmacia Biotech AB
Properties: for gel filtration
bead size:  20-50 pm
pore size: 1,000-100,000 fractionation range: M.W.
Sephadex is a registered trademark of Amersham Biosciences, Inc.
WGK Germany 3

Prichod mobilni faze kolonou:
— malé molekuly difunduji do péru gelu, jsou zadrzovany

— velké Castice se tam nevejdou a prochazi pfimo. Vysledek: velké
Castice jsou rychleji eluovany!
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SEM images of air dried LH-20 resin beads coated with AuPd. (Magnifications: Top
row: Left 878X, middle 7000x, right 28100x%. Bottom row:
Left 37500%, middle 75000x, right 120000x%)
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(a) SEM images of the SP-30 resin coated with AuPd at different magnifications (10000xon the left and
40000xon the right). (b) AFM images of SP-30 resin with different scan sizes (2 um on the left and 10 ym on
the right).
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Princip gelové permecni chromatografie
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o SR - m
+l . I e =

Zarizeni pro gelovou permeacni
chromatografii.

Analyzovany roztok je tlaCcen pres
kolonu naplnénou gelem

|||||||||||||||||
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Log Molecular Weight
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Elucni kfivka: latky z nejvyssi MW jsou vyluCovany nejdrive
— v nejmensim elucnim objemu
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Gelova filtrace

Koloidni faze |ze z roztoku separovat gelovou filtraci (dale jen GF), - specielni
varianta gelové filtracni/permeaéni chromatografie (dale jen GFC),
(podrobné viz. napf. Determann 1967, Kirkland 1979, Yau et al. 1979,
Ragel a Janson 1992, Faimon a Ondracek 1993).

Na rozdil od bézné GFC, pfi které dochazi k rozdéleni makromolekul s
rozdilnou molekulovou hmotnosti (MW) do rady objemovych frakci (napfr.

Crerar a Axtmann 1981), se v GF rozdéluje vzorek pouze na dveé frakce:
(1) makromolekularni (koloidni,obsahujici vy$Si polymery, resp. koloidy

(2) nizkomolekularni (monomerni, obsahujici jednoduché molekuly, ionty, popf.

polymery s nizkou MW.



Obr.3.6. Plnéni GFC kolony
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Kolona pro gelovou filtraci

Kalibrace kolony:
(1) Vysokomolekularni latka

Blue dextran: Vysokomolekularni dextran
obsahujici modreé barvivo chlorotriazin
(Cibacron Blue)

Blue Dextran: Void volume marker for gel filtration
columns

Descriptions:

Average mol. wt. of 2,000,000 D

Extent of labeling:

~ 0.1 mmol Reactive Blue 2 per g dextran
WGK Germany

(2) Nizkomolekularni latka

* rhodanid zeleza
* metyloranz
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; Zarizeni pro gelovou

- chromatografii

6

Obr.3.5. Schema zarizeni pro gelovou filtraci
1,4 - pomocné rezervoary eluentu
2 - reguldtor eluentu
3 - hlavni rezervoar eluentu
3 - detektor
6 - sbérac frakci
7 - tricestny ventil
8 - zasobnik vzorku
9 - sklenéna kolona s gelovou ndaplni
10 - zapisovac



Odezva detektoru
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Obr.3.7. Délici charakteristika GF a elucni
objemy pro kolonu V=50ml a gel G-50-150.
Objem koloidni frakce Vy =22 az 38 ml

Objem monomerni frakce V, = 38 az 70 ml

KOLOIDY V ZIVOTNIM
PROSTREDI

Déleni koloidnich ¢astic
gelovu filtraci
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(Asymmetric) Field-Flow Fractionation, FFF

(Déleni v systemu pole-tok)
Princip: rychlost laminarniho proudéni u stény kanalu se blizi nule!

Pohyb rozpusténych molekul/koloidnich Ccastic je v tomto regionu
zpomalovan ve srovnani se stredem kanalu

Molekuly/castice jsou tlaceny ke sténe kanalu externim polem
aplikovanym kolmo k ose toku v kanalu. Rizné c¢astice/molekuly
jsou zadrzovany riznou silou, podle intenzity interakce s polem.

Aplikovana pole
— Teplotni gradient (thermal FFF)
— Elektrickeé pole
— Sedimentacni/gravitacni pole (SFFF)
— Flow/prutokovy gradient (FFFF)

Vyhody oproti ostatnim konvenénim metodam separace castic:

— Vysoke rozliseni srovnatelné s ultracentrifugaci
— Flexibilni separace nehomogennich/polydisperznich vzorku
— Velky rozsah od nékolika nanometrl k nékolika mikrometrim
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A. Tnjectio

Smeés velkych a malych ¢astic na
pocCatku déleni

Aplikace ,pfricného” pole tlaci ¢astice
ke sténe kanalu

s

""_,,, Flow Field * - Velké Castice jsou pritlaceny vetsi
—> profile { —%ee—p Silou=jsou blize st&ny, mensi
— ® ?::; © Geeee rychlost transportu, zpomaleni

prichodu kanalem
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CHAMMEL
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Field-flow fractionation channel showing laminar flow profile
and field perpendicular to flow (Chittleborough et al. 2004)
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Flow Field-Flow Fractionation (FFFF / 4 F)
(deleni v systému ,,tokové pole“ - tok)

Metoda byla vyvinuta pro separaci makromolukul a koloidnich €astic.
Roli pricného pole prebira pricné proudéni média/rozpoustédla. Pricné
proudéni prochazi semipropustnou membranou (nepropustna pro

délené molekuly/Castice)
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List of Membranes (ConSenxus):

Order-No:.

CMO01Y
CM01Y A4
CM 02Y
CM02Y A4
CM 03Y
CM 03Y A4
CM 04C
CM 04C A4
CM 05C
CM 05C A4
CM 06C
CM 06C A4
CM 07C
CM 07C A4
CM 08S
CM 08 S A4
CM 09S
CM 09S A4

Type

Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose
Reg. Cellulose

PES
PES
PES
PES
Polysulfon
Polysulfon
Polysulfon
Polysulfon

Cut off

1.000
1.000
3.000
3.000
10.000
10.000
5.000
5.000
10.000
10.000
5.000
5.000
10.000
10.000
5.000
5.000
10.000
10.000

Quantity

1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
1
DIN A4
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Schematic diagram of AFFFF system.

Song et al., 1999. (Bull. Korean Chem. Soc., 20(10), 1159-

seeepe MEasurement

1164)
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Sample
Injection
UV Data
FFF channel waste

M5 data

ICP Pump |

Pump ﬁ
Carrier 1 1
Liquid ‘ ICP ‘

General setup of the Flow FFF channel for elemental analysis
by ICP-AES and ICP-MS (Chittleborough et al. 2004)

AES Data
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The Eclipse is a state-of-the-art separation system using the

Asymmetric Flow Field Flow Fractionation (AFFFF) technique.
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The Eclipse is a state-of-the-
art separation system using
the Asymmetric Flow Field
Flow Fractionation (AFFFF)

technique.
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The Eclipse is a state-of-the-art separation system using the

Asymmetric Flow Field Flow Fractionation (AFFFF) technique.

\
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Time/min

(a)

25

Fractograms of a mixture
of carbonic anhydrase and
alcohol dehydrogenase

« cross flow rates of 2.0 (first
curve) and 3.0 (secon curve)
ml min~?

(a) UV detection

(b) ICP-MS detection

Siripinyanond and Barnes, 1999.
(J. Anal. Atom. Spectrom., 1999,
14, 1527-1531)
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A sample fractogram showing the size distributions for suspensions
of three different size beads

Eluted with a power-programmed cross-flow field.

Vaillancourt and Balch, 2000. (Limnol. Oceanogr., 45(2), 485-492.
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Element based size distribution
of the 0.06-0.08 um and <0.06
pm fractions of the Willalooka
illite.

Separation in a FFFF channel and
on-line analysis by ICP-MS and
ICP-AES (Chittleborough et al.
2004)



