Chromatograficzne
metody podziatu biatek

A WARNING

Materiaty publikowane w formie ,jest jak
jest”, mogg wymagac rozszerzenia lub
komentarzy.




Mechanizm rozdziatu chromatograficznego

(gaz lub ciecz)

FAZA RUCHOMA
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FAZA STACJONARNA

(ciato stafe lub film cieczy na ciele statym (nosnik)
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Chromatografia jest metoda rozdzielania substancji
polegajgcay na zroznicowanym podziale sktadnikow mieszaniny
pomiedzy duza objetosciowo faze ruchoma (ciecz lub gaz) i faze
stacjonarng (ciecz lub ciato state).

We wszystkich rodzajach chromatografii czgsteczki
rozdzielajg sie miedzy faze stacjonarng a ruchomg. Rozdziat zalezy
od wzglednej tendencji czgsteczek mieszaniny do ich silniejszego
wigzania sie z jedng z tych faz.

W kazdej technice chromatograficznej najpierw rozdziela
sie badang mieszanine, a nastepnie przeprowadza sie detekcje
poszczegolnych sktadnikow.
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Klasyfikacja metod chromatograficznych

A) Ze wzgledu na stan skupienia fazy ruchomej

» Chromatografia gazowa

» Chromatografia cieczowa

» Chromatografia fluidalna

B)Ze wzgledu na stan skupienia fazy stacjonarnej:

Gaz Ciecz GLC gas - liquid
chromatography

Ciecz Ciecz LLC liquid - liquid
chromatograhpy

Gaz Ciato state GSC gas - solid chromat

Ciecz Cialo stale LSC liquid - - solid

chromat
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Zaleznie od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podziat

chromatografowanych substancji wyrdznia sie:

chromatografie rozdzielcza (podzialowa) — o zachowaniu sie mieszaniny
poddanej rozdzieleniu decyduje wspoétczynnik podziatu poszczegdlnych
sktadnikéw pomiedzy dwie nie mieszajace sie ze soba ciecze

chromatografie adsorpcyjng - podstawa rozdziatu jest niejednakowa sktonnos¢
sktadnikow mieszaniny do adsorpcji fizycznej i chemicznej na powierzchni
fazy stacjonarnej (ciato state).

chromatografie jonowymienng - wykorzystywane jest zjawisko réznych
zdolnosci do wymiany jonéw przez sktadniki mieszaniny z wymieniaczem
jonowym

saczenie molekularne - rozdzielanie polega na zréznicowanej dyfuz;ji
czasteczek w pory fazy stacjonarnej. Czasteczki na tyle duze, ze ich dyfuzja jest
wykluczona, szybko s3 wyplukiwane przez faze ruchoma. Czasteczki mniejsze
zatrzymuja sie na materiale nosnym i s3 wyplukiwane w nastepnej kolejnosci.
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Ze wzgledu na sposob umieszczenia nosnika
mozemy wyroznic:
chromatografie kolumnowa — nosnik fazy stacjonarnej umieszczony
jest w kolumnie chromatograficznej, ktorg stanowi rura szklana,
przewezona w dolnej swej czesci. Faza ruchoma przemieszcza sie pod
wplywem sily grawitacyjne;.
chromatografie cienkowarstwowa - faza stacjonarna naniesiona jest na
odpowiednie podtoze (plytki szklane lub aluminiowe) w postaci

cienkiej warstwy. Faza ruchoma przenoszona jest w wyniku dzialania
sit kapilarnych.

chromatografie bibutowa. Faza stacjonarna jest bibuta (100% celulozy)
o izotropowym ukladzie wtokien.
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Ze-wzgledu na Nature zjawisk

odpowiedzialnych za rozdziat:

Chromatografia adsorpcyjna - powinowactwo adsorpcyjne sktadnikow
mieszaniny do powierzchni fazy stacjonarnej (adsorbent)

Chromatografia podziatowa - podziat skladnikéw mieszaniny miedzy dwie nie
mieszajace sie fazy (faza stacjonarna : ciecz na nosniku; faza ruchoma: ciecz, gaz, faza

fluidalna)

Chromatografia powinowactwa - réwnowagi reakcji chemicznej tworzenia
selektywnych kompleksow molekularnych

Chromatografia sitowa (filtracja molekularna (zelowa) - rozmiar poréw fazy
stacjonarnej i wielkosc¢ czasteczek rozdzielanych substancji decyduja o rozdziale
Chromatografia jonowymienna - reakcja wymiany jonowej miedzy jonami z
roztworu a jonami zwigzanymi z faza stacjonarna (jonit). Jonity - nierozpuszczalne
substancje wielkoczasteczkowe posiadajace ugrupowania jonowe

(MR-—Y+) + X+ (MR-—X4+) + Y+ kationit

(MR+—Y-) + X- (MR—X-) + Y- anionit
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Chromatografia adsorpcyjna

(affinity chromatography - AC) stosowana jest do rozdziatu
biatek ze wzgledu na ich duze powinowactwo do specyficznych
ligandow, ktore zwiazane sa z nierozpuszczalnym ztozem.

Procedura obejmuje nastepujace etapy:
|. kowalencyjne przytaczenie ligandu do ztoza

2. natozenie mieszaniny biatek a nastepnie przemycie kolumny w
celu usuniecia niezwiazanych
czasteczek

3. elucja zwiazanych z kolumng biatek.
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Chromatografia podziatowa

W chromatografii podzialowej zjawiskiem decydujacym o przebiegu
procesu jest zjawisko podziatu substancji miedzy dwie ciekle, nie
mieszajace sie fazy. Ciekla faze stacjonarna uzyskujemy przez
osadzenie na ziarnach stalego nosnika cienkiej warstewki odpowiednio
dobranej cieczy (rowniez pod wzgledem parametréw fizycznych,
gtownie lepkosci i zwigzanej z tym sily przylegania - adhezji). Zgodnie
z prawem podzialu Nernsta, stosunek stezen w obu fazach w stanie
rownowagi jest wielkoscia stalg i charakterystyczng w danych
warunkach dla danej substancji. Tak wiec, gdy stezenie skladnika w
fazie ruchomej jest wieksze, niz to wynika z prawa podzialu, substancja
przechodzi do fazy ciektej stacjonarnej. Jesli po chwili naptynie faza
ruchoma o mniejszym stezeniu tej substancji nastapi czesciowe
przejscie z fazy stacjonarnej do fazy ruchomej (az do ustalenia
odpowiedniego stosunku stezeni w obu fazach).
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Chromatografia powinowactwa

Techniki chromatografii powinowactwa wykorzystuja
unieruchomione Ugandy, ktore reaguja ze swoistymi regionami
enzymu

Uderzajaca cecha chromatografii powinowactwa jest jej zdolnos¢ do
wybidrczego usuwania jednego okreslonego biatka lub, najwyzej, matej
liczby poszczegdlnych bialek z ich mieszaniny. Technika wykorzystuje
unieruchomiony ligand swoiscie reagujacy z enzymem, ktory
zamierzamy oczysci¢. Gdy mieszanina bialek jest poddana dziataniu
tego unieruchomionego ligandu, wowczas biatkami, ktoére przylacza
sie, s te, ktore silnie z nim reaguja. Niepozadane biatko wyptywa z
kolumny i jest odrzucane. Badane biatko jest wéwczas eluowane z
unieruchomionego ligandu. na ogot za pomoca duzych stezen soli lub
przeprowadzajac ligand w postac rozpuszczalna.



Chromatografia jonowymienna

* Separacja makromolekut polega na odwracalnej adsorpcji obdarzonych tadunkiem
elektrycznym makromolekut na ztozu jonowymiennym (jonowymieniaczu)

® jonowymieniacz — ztoze chromatograficzne z unieruchomionymi na powierzchni
polarnymi molekutami posiadajacymi tadunek elektryczny okreslonego znaku

* Anionowymieniacz kationowymieniacz
N R-so; e e N :
\\\Q 5 con «—= H' Na', K, Ca” RNH, R -NR, . - R-COO’ OH. CI §0,°

N R-NH;
n

® Jonowymieniacze mozna podzieli¢ tez na silne i stabe.

Protein mixture is added to
column containing cetion
exchengers

Proteinz mowve through the colun
at rate=s determaned by their net .

charge at the pH being used. With |
cation exchangers, proteins with |
& more negative net charge move
faster and elute carfies
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Chromatografia sitowa/filtracja zelowa

Czasteczki rézniace sie wielkoscig mozna bardzo dobrze rozdzieli¢
metoda filtracji zelowej zwana rowniez saczkiem molekularnym.

Probe naktada sie na kolumne chromatograficzng wypetniong
nosnikiem w postaci ziarenek o srednicy ok. 0,1 mm, zbudowanych z
nierozpuszczalnego, lecz silnie uwodnionego polimeru typu dekstranu
lub agarozy (oba sa weglowodanami) lub poliakryloamidem.
Powszechnie stosowanymi zelami w tej chromatografii s preparaty
handlowe: sephadex, sepharose i bio-gel, ktorych ziarna majq typowaq
srednice o,ymm mate czasteczki wnikaja do wnetrze tych ziaren, duze
natomiast nie mogg.

Do rozdzielenia duzej ilosci biatka stosuje sie raczej filtracje zelowg, a
nie elektroforeze zelowa, jednakze za cene gorszej rozdzielczosci



Teoria filtracji zelowej
» czgsteczki o okreslonych rozmiarach dyfundujg

w gtab ziaren zelu tylko na okreslong gtebokosc¢ Priomedrs i
 wieksze czgsteczki sg eluowane wczesniej niz [ e

mniejsze
» faza nieruchoma = rozpuszczalnik zalegajgcy

199V o\a ¢
wnetrze ziaren zelu
« faza ruchoma = rozpuszczalnik A A

przemieszczajgcy sie pomiedzy ziarnami zelu | Q
duze czgsteczki
@ ¥ - nie moga

ziarno polimeru
weglowoda-
nowego

/ wnikngé

do ziaren zelu

Rys. 3-8. Rozdzielanie przez filtracje zelowa
trzech biatek r6zniacych si¢ wielkoscia. Duze
biatka wyptywaja wczesniej od matych,
poniewaz nie moga wnikna¢ do wnetrza
ziaren zelu
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Po nalozeniu na zel mieszaniny, biatka o matych rozmiarach wnikaja do

Mechanizm dziatania
wnetrza ziaren duze natomiast nie mogg. Droga do momentu wycieku z
kolumny, ktora musi pokonac kazdy ze sktadnikow prébki jest wiec nieréwna.
Czasteczki o najmniejszym ciezarze czasteczkowym maja do pokonania
najdtuzsza droge i dlatego wyptywaja najpézniej z kolumny. Biatka o duzej
masie czasteczkowej i o efektywnej srednicy wiekszej niz pory ziaren ztoza
majq do pokonania krotsza droge w zelu i wedruja najszybciej. Pojawiaja sie
zatem jako pierwsze u wylotu kolumny.

mieszanina
biatek bufor

=
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biatko o biatko o
bufor bufor bufor wigkszej bufor mniejszej
masie masie
czagsteczkowej czasteczkowej
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Warunki rozdziatu

Do filtracji zelowej najczesciej stosuje sie kolumny o
dtugosci 50-9o cm, wraz ze wzrostem dlugosci
kolumny zmniejsza sie szybkos¢ rozdziatu biatek.
Objetosc¢ nakladanej proby nie powinna przekraczac
5% catkowitej objetosci kolumny.

Skiad buforu elucyjnego nie wptywa bezposrednio na
rozdziat biatek, ale w celu zmniejszenia oddziatywan
jonowych pomiedzy zlozem a rozdzielanymi
zwigzkami nie stosuje sie buforow o sile jonowej
stabszej niz 0,02M.
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Podstawy teoretyczne - parametry retencyjne

Catkowity czas retencji (tg) = czas liczony od momentu wprowadzenia prébki do momentu
pojawienia sie na chromatogramie maksimum piku (momentu pojawienia sie na wyjsciu z kolumny
maksymalnego stezenia wymywanego zwigzku)

Catkowita objetos¢ retencji (Vi) = objetos¢ fazy ruchomej potrzebna do wymycia sktadnika, mierzona
od momentu wprowadzenia prébki do momentu pojawienia sie na chromatogramie maksimum piku:

VR = FO & tR
F, - predko$¢ wyptywu fazy ruchomej z kolumny (cm3/min)

Zerowy czas retencji (ty;) = czas przebywania w kolumnie substancji, ktéra nie oddziatuje z faza
stacjonarng (np. He w chromatografii gazowej)

Zerowa objeto$¢ retencji (Vy,):
Vi =F, -ty
Zredukowany czas retendji (t'z) = réznica miedzy catkowitym i zerowym czasem retencji

g =ty — ty
Zredukowana objeto$¢ retencji (V'g):
Ve
Zredukowany czas retencji i zredukowana objetosc retencji charakteryzuja zatrzymywanie sie probki na
fazie stacjonarnej i s wielkosciami charakterystycznymi dla danej substancji.




