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Chromatografia zelowa

Chromatografia zelowa, GPC (ang. Gel Permeation Chromatography) - odmiana
kolumnowej chromatografii cieczowe;j. Polega na rozdziale sktadnikdw mieszaniny na zelu
lub sitach molekularnych w zaleznosci od rozmiardéw czasteczek. Stosowana m.in. do
okreslania $rednich mas czasteczkowych polimerow.

Separacja makroczasteczek przy zastosowaniu techniki filtracji zelowej polega na
wykorzystaniu porowatej struktury ziaren zelu oraz zjawiska dyfuzji, ktoremu podlegaja
zaréwno molekuly solwentu, jak i separowane makromolekuly. Zatézmy, ze dysponujemy
zelem, ktérego ziarna majg ksztatt kulisty, z jednoczesng gltebokg porowatoscia, przy
czym $cisle kontrolowane podczas produkcji zelu byty zardwno rozmiary ziarna, jak i
wielkos¢ oraz jednorodnos¢ porow.

Sephadex G-200 widziany pod skaningowym moskopem elektronowym. Uwagg zwraca kulisty ksztalt ziaren
(A) oraz porowato$¢ powierzchni ziarna (B).

Po uwodnieniu takiego zelu, we wszystkich porach ziaren oraz wokot nich znajda si¢
czasteczki wody. W takiej postaci zel mozna tatwo upakowacé w kolumnie chromatograficznej
o odpowiednio dobranych rozmiarach. Zwykle przed rozpoczgciem rozdziatu
chromatograficznego dokonuje si¢ rownowazenia kolumny (ztoza) solwentem odpowiednio
dobranym dla separowanego materiatu wyjSciowego. W trakcie rownowazenia kolumny
dochodzi do wymiany wody na solwent - najszybciej w otoczeniu ziaren zelu, a dopiero
pozniej - dzigki zjawisku dyfuzji, w calej objetosci porowatego ziarna ztoza. Wiasnie proces
dyfuzyjnej wymiany solwentow w porowatosciach zelu decyduje o tym, ze zrbwnowazenie
kolumny wymaga przepuszczenia przez nig solwentu w ilosci roéwnej kilku jej objetosciom.
Gdy kolumna jest juz zrbwnowazona, czyli gdy cala obje¢tos¢ kolumny jest rownomiernie
wypetiona wybranym solwentem, mozna na nig nanie$¢ materiat przeznaczony do separacji.

Krytycznym parametrem w technice filtracji zelowej jest objeto$¢ naniesionej na
kolumng probki. Objetos¢ ta nie powinna przekraczaé 3-5% objetosci kolumny. W
przeciwnym razie wynik separacji moze by¢ zupelnie niezadowalajacy. Po naniesieniu na
kolumng¢ materialu przeznaczonego do separacji dochodzi do jego wniknigcia w zloze. Mate
makroczasteczki, o rozmiarach mniejszych od rozmiaréw poréw, moga dyfundowaé w
porowatosci ztoza.
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rozdzielane biatka
roéznigce sie wielkoscia

Makroczasteczki o rozmiarach porownywalnych z
rozmiarami porow 1 wieksze, przeptywaja przez kolumne wraz z
solwentem, nie wnikajac w porowato$ci zelu. Im mniejsze sg
makromolekuty tym glebiej moga penetrowac porowatosci ztoza.
Obszar zajmowany przez stref¢ naniesionej probki przemieszcza
si¢ wzdtuz kolumny wraz z solwentem, ale predkosc
przeplywu makromolekut jest mniejsza badz réwna predkosci
przeptywania solwentu. Te makromolekuty, ktore sg zbyt duze aby
wnika¢ w porowatg strukture ztoza, przemieszczaja
si¢ rownie predko jak solwent. Pozostate makromolekuty poruszaja
si¢ tym wolniej, im s3 mniejsze. W zwigzku z tym, pierwsze
kolumng opuszcza te makroczasteczki, ktore byty zbyt
duze aby wnika¢ w porowatosci ziaren, a pdzniej beda wymywane
coraz mniejsze makromolekuty, w porzadku podyktowanym ich
rozmiarami.

Zastosowanie chromatografii zelowej

Glowny zakres zastosowan chromatografii zelowej to rozdzielanie substancji
r6éznigcych si¢ ciezarem czasteczkowym (i zwigzang z nim wielko$cig czasteczek), a w
pierwszej kolejnosci roznego

typu polimerow, a na mniejsza skale smaréw, olejow, kosmetykoéw. Poza badaniem
sktadnikow podstawowych (gtownych) chromatografia zelowa wykorzystywana jest takze do
oznaczania zawartosci dodatkow modyfikujacych i uszlachetniajacych, a zatem do oznaczania
zawartos$ci plastyfikatorow, antyutleniaczy, konserwantoéw, barwnikow. Stuzy woéwczas do
wyodrebnienia sktadnikow probki, ktore r6znig si¢ zasadniczo masg molowa od pozostatych,
np. plastyfikatora w polimerze, zaggszczacza w oleju smarowym, modyfikatora
polimerowego w masie bitumicznej (np. asfalcie drogowym)itp.

Inng grupg zastosowan chromatografii zelowe;j
jest przygotowanie probek do oznaczania
niskoczasteczkowych zanieczyszczen w zywnosci,
produktach naftowych i w §rodowisku. Zasada
postepowania polega na wydzieleniu frakcji o niskich
wartos$ciach ci¢zaru czasteczkowego 1 poddaniu
wyizolowanej frakcji analizie z zastosowaniem innego
rodzaju uktadu chromatograficznego, najczesciej w
uktadzie odwroconych faz. Mozna w ten sposob
przygotowac probki do oznaczania
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych,
pestycydéw, toksycznych zwigzkéw
metaloorganicznych (tetraetylootoéw)i podobnych im
zanieczyszczen w glebie, Zywnosci (migsie, warzywach i
owocach, zbozach, mleku 1 przetworach), w materiale
biologicznym pochodzenia roslinnego, zwierzgcego i

ludzkiego (analiza toksykologiczna i kryminalistyka) a takze w olejach technicznych,
asfaltach (zwigzki siarki i azotu, tzw. trucizny katalizatora).



Chromatografi¢ zelowa wykorzystuje si¢ powszechnie do wstepnego frakcjonowania
badanych materialdéw w badaniach biochemicznych, mikrobiologicznych i w biotechnologii, a
takze w preparatyce, np. przy pozyskiwaniu substancji biologicznie czynnych w medycynie,
chemii kosmetykow, czy do odsalania roztwordw peptydoéw 1 biatek, otrzymanych po
zastosowaniu wysalania frakcyjnego, albo stragcania w punkcie izoelektrycznym.

Zalety i wady techniki filtracji zelowej
Zalety:
- technika tatwa do zastosowania oraz interpretacji wynikow
- mozna separowac¢ wszystkie rodzaje biomolekut
- probka moze by¢ naniesiona na kolumng¢ i eluowana z niej w tym samym
solwencie
- proces separacji bardzo stabo zalezy od sktadu solwentu
Wady:
- objeto$¢ nanoszonej probki jest ograniczona i zawsze musi pozostawa¢ w odpowiedniej
proporcji do objetosci kolumny
- rozdzielczo$¢ metody jest znacznie gorsza w poréwnaniu z metodami
adsorbcyjnymi, szczeg6lnie gdy stosowane sg techniki elucji gradientowe;.



