TEMAT 6

CHROMATOGRAFIA TO TECHNIKA ANALITYCZNA LUB PREPARATYWNA
SEUZACA DO ROZDZIELANIA LUB BADANIA SKEADU MIESZANIN ZWIAZKOW
CHEMICZNYCH.

w zaleznosci od rodzaju eluentu
» chromatografia gazowa
« chromatografia cieczowa
» chromatografia nadkrytyczna

w zaleznosci od sposobu przygotowania fazy stacjonarnej
« chromatografia planarna
— chromatografia cienkowarstwowa tlc (ang. thin layer chromatography)
— chromatografia bibutowa
» chromatografia kolumnowa

w zalezno$ci od rodzaju fazy stacjonarnej
« chromatografia powinowactwa
» chromatografia jonowymienna
* saczenie molekularne

w zaleznosci od parametrow procesu:
» HPLC (ang. high performance/pressure liquid chromatography);
« FPLC (ang. fast protein/performance liquid chromatography) pharmacia
* UPLC (ang. ultra performance liquid hhromatography) waters.
» GPC (ang. gel permeation chromatography)

Chromatografia gazowa

Szacuje si¢, ze 10 — 20% znanych zwigzkow moze by¢é wykrywanych za pomoca
chromatografii gazowej. Zwiazki, ktore moga by¢ analizowane z wykorzystaniem tej metody
musza charakteryzowac si¢ wystarczajacg trwatoscig termiczng 1 odpowiednig lotnoscia.
Jezeli wszystkie albo niektdre czastki sktadnikéw znajduja si¢ w fazie gazowej lub w postaci
pary w 400-450 © C albo ponizej tej temperatury, i nie rozktadaja sic w tej temperaturze,
prawdopodobnie moga by¢ analizowane metoda chromatografii gazowe;.

Do chromatografu gazowego dostarczany jest gaz lub gazy odznaczajace si¢ wysoka
czystoscia. Jeden z gazdw (gaz nosny) ptynie od dozownika poprzez kolumng do detektora.
Probka wprowadzona jest do dozownika strzykawka albo zewnetrznym urzadzeniem
dozujagcym. Dozownik ogrzewany jest zazwyczaj do temperatury 150 — 250 ° C, co powoduje
odparowanie lotnych sktadnikow probki. Odparowane sktadniki przenoszone sg do kolumny
Za pomocg gazu nosnego.

Sktadniki przechodza przez kolumne z r6ézng szybkoscia, w zaleznosci od ich wlasciwosci
fizycznych 1 oddzialywania z wewngtrzng warstwg kolumny, a takze od temperatury i
zastosowanej kolumny. Kazdy sktadnik, ktory opusci kolumng¢ wprowadzany jest do
detektora. Detektor reaguje na poszczeg6lne sktadniki probki 1 wytwarza odpowiedni sygnat
elektroniczny. Niektore detektory dajg odpowiedzi na kazdag substancje opuszczajaca kolumneg
— detektory uniwersalne, podczas gdy inne reaguja tylko na anality o specyficznych
strukturach, grupach funkcyjnych i atomach — detektory selektywne.



Wielkos$¢ wytworzonego sygnatu zapisana jest w systemie danych, a nastepnie wykre§lona na
chromatogramie, ktory przedstawia zaleznos$¢ wielkos$ci piku do czasu wymycia sktadnikow.
Idealny chromatogram zawiera nie zachodzace na siebie, rozmieszczone blisko piki. Czas
wymywania oraz wielko§¢ piku sa bardzo wazne, poniewaz umozliwiaja identyfikacje i
oszacowanie ilo$ci analizowanych zwigzkéw w probce. Wielkos¢ otrzymanego piku jest
proporcjonalna do ilo$ci sktadnika w probce. Wigksze piki obserwuje si¢ wtedy gdy ro$nie
stezenie danego sktadnika.

Chromatografi¢ gazowa stosuje si¢ m.in. w:

u przemysle petrochemicznym - np. do oceny sktadu chemicznego
produkowanej benzyny;

" ochronie $rodowiska - do oceny stopnia zanieczyszczenia gleby,
powietrza i wody;

. kryminalistyce - np. do analizy Zrédta pochodzenia narkotykow na
podstawie sktadu zawartych w nich zanieczyszczen;

. kontroli antydopingowej - gdzie GC-MS jest podstawowa metoda

wykrywania niedozwolonych substancji w krwi, pocie, moczu i ekstrakcie
Z wlosow sportowcow;

L w przemysle spozywczym - do badania sktadu surowcow i produktow
zywnosciowych oraz do wykrywania zafalszowan zywnosci.

Chromatografia cieczowa

Nazwa chromatografia cieczowa obejmuje te metody, w ktorych fazg ruchoma jest ciecz.
HPLC rézni si¢ od zwyklej chromatografii cieczowej ci$nieniem pod jakim podawany jest
eluent na kolumny. Sg to do$¢ znaczne ci$nienia, przekraczajace 100 atm. Wysokie ci$nienie
w uktadzie HPLC wynika z budowy pomp HPLC (waskie przekroje kapilar), uziarnienia
wypetnienia kolumn (kilka mikrometrow) i przeptywu fazy ruchomej stosowanego w
aplikacji (od utamkow ml/min do nawet kilkudziesigciu ml/min w przypadku chromatografii
preparatywnej). Drobne uziarnienia zloza fazy stacjonarnej skutkuje korzystniejszymi
parametrami sprawnosci 1 rozdzielczosci uktadu HPLC, dzigki czemu uzyskujemy rozdziat
analizowanych mieszanin na poszczegoélne zwiagzki chemiczne w znacznie krotszym czasie,
przy mniejszym zuzyciu eluenta 1 mniejszej ilosci analizowanej probki, niz w klasycznej
chromatografii cieczowej. Zdolnosci rozdzielcze wspotczesnych aparatow i kolumn HPLC sg
niekiedy porownywalne do zdolnos$ci rozdzielczych chromatografii gazowe;.

Kolumna wraz z wypetlieniem stanowi element ukladu chromatograficznego, w ktorym
zachodzi wlasciwy proces rozdzielania. W zaleznosci od wielkosci probki mozemy wybraé
dla HPLC mikrokolumny, kolumny analityczne i1 kolumny preparatywne. Do celow
analitycznych z reguly stosuje si¢ kolumny analityczne. Sa to najczesciej rurki ze stali
nierdzewnej o wypolerowanej powierzchni zewngtrznej 1 dlugosci od 5 do 35 cm 1 $rednicy
wewngtrznej 4,6 mm. Diugo$¢ kolumny zalezy od $rednicy ziaren wypehienia. Im ziarno
mniejsze tym kolumna krotsza. Kolumny sg zamknigte z dwoch koncow filtrami i tacznikami
do potaczenia z dozownikiem i detektorem.

W HPLC stosowane sg powszechnie dwa rodzaje wypetien:

- wypetnienia krzemionkowe

- wypehienia wykorzystujace zywice porowate

Ze wzgledu na stosowanie wysokich cisnien i szybki przebieg proceséw w HPLC niezmiernej
wagi nabiera sprawa rozmiaru ziaren i ich ksztattu.



Detektory oceniajg ilo$¢ (analiza ilosciowa) 1 jako$¢ (analiza jakosciowa) uzyskanych
rozdziatow.  Uzywa  si¢  detektoréw  spektroskopowych  (spektrofotometryczne,
spektrofluorymetryczne, spektroskopii atomowej), elektrochemicznych, radioaktywacyjnych.
Uzyskane piki analizowane sg statystycznie.

Wysokocisnieniowa chromatografia cieczowa stosowana jest do rozdzielania i analizy tych
substancji, ktorych nie mozna analizowa¢ metodg chromatografii gazowej. Do najcze¢sciej
analizowanych zwigzkow ta metodg zaliczamy: zwigzki biologicznie czynne: biatka, peptydy,
aminokwasy, polisacharydy, witaminy, sterydy, skomplikowane mieszaniny kationow,
zwigzki metaloorganiczne i kompleksowe, kwasy nukleinowe i ich sktadniki znajdujace si¢
w:

- preparatach farmaceutycznych

- srodkach ochrony roslin, pestycydach

- paszy

- migsie

Saczenie molekularne

Zwana réwniez filtracjg zelowa stosowana jest do rozdzialu bialek rozniacych si¢ masg
czasteczkowa lub do oddzielania bialek od skladnikow niskoczasteczkowych np. soli
(odsalanie) lub zwigzkéw uzywanych do znakowania biatek np. J125, fluoresceina. Idealna
technika do usuwania substancji interferujacych z probek po ekstrakcji. Znajduje szerokie
zastosowanie dla probek srodowiskowych, zywnosci czy ekstraktow tkanek zwierzecych,
w szczegblnosci przed ich analizag metodami chromatografii gazowej czy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej.

Separacja makroczasteczek polega na wykorzystywaniu porowatej struktury ziaren zelu oraz
zjawiska dyfuzji, ktéremu podlegaja molekuty solwentu i separowane makromolekuty.

» faza nieruchoma = rozpuszczalnik zalegajacy wnetrze ziaren zelu

» faza ruchoma = rozpuszczalnik przemieszczajacy si¢ pomiedzy ziarnami zelu

Dysponujemy zelem, ktorego ziarna majg ksztatt kulisty, z jednoczesng gteboka porowatoscia,
przy czym S$cisle kontrolowane podczas produkcji zelu sg zar6wno rozmiary ziarna, jak i
wielko$¢ oraz jednorodno$¢ poréw.

Male makroczasteczki, mniejsze od porow, dyfunduja w porowatosci zloza.
Makromolekuty poruszajg si¢ tym wolniej, im sg mniejsze.

Makroczasteczki o wielkosci podobnej do porow i wieksze, przeptywaja wraz z solwentem,
nie wnikajac w porowatosci zelu. Te makromolekuty, ktore sg zbyt duze aby wnika¢ w
porowatg strukture ztoza, przemieszczaja si¢ rownie predko jak solwent.

Pierwsze kolumn¢ opuszczg te makroczasteczki, ktore byly zbyt duze aby wnika¢ w
porowato$ci ziaren, a poézniej beda wymywane coraz mniejsze makromolekuty, w porzadku
podyktowanym ich rozmiarami.

Wplyw réznych czynnikdw na rozdziat

< LEPKOSC
Zalezy od stezenia Solwentu i rozmiaru molekut
Zbyt wysoka lepkos¢ probki pogarsza rozdzielczo$¢ metody, moze uniemozliwic¢ separacjg
molekut, zatykajac 1 niszczac zloze.
% ROZMIARY KOLUMNY
Im kolumna jest dluzsza, tym rozdzielczo$¢ metody jest lepsza, ale niestety odbywa
si¢ to kosztem czasu potrzebnego na dokonanie separacji. Konieczny jest w tym przypadku



kompromis pomi¢dzy oczekiwaniami w stosunku do rozdzielczo$ci metody i czasu trwania
separacji. Tym bardziej, ze ze wzrostem dtugosci kolumny czas separacji wzrasta liniowo, a
rozdzielczos¢ tylko jak pierwiastek kwadratowy z tej dlugosci.

% NIE MAJA ZNACZENIA: pH, wartos¢ sity jonowej, stezenie jonow, sktad buforéw

Stosowane zele:
1. Sepharose - granulowana forma agaru
2. Sephacryl - catkowicie syntetyczne sito molekularne
3. Sephadex - na bazie dekstranu
- moze by¢ stosowany w wodnych roztworach soli oraz w niskich stezeniach alkoholi
(do 20%), wysoka odporno$¢ termiczna
- moze by¢ stosowany w obecnos$ci rozpuszczalnikow organicznych

Zalety:

- technika tatwa do zastosowania oraz interpretacji wynikow

- mozna separowac wszystkie rodzaje biomolekut

- probka moze by¢ naniesiona na kolumng 1 eluowana z niej w tym samym solwencie
- proces separacji bardzo stabo zalezy od sktadu solwentu

Wady:

- objetos¢ nanoszonej probki jest ograniczona i1 zawsze musi pozostawaé W
odpowiedniej proporcji do objetosci kolumny

- rozdzielczos¢ metody jest znacznie gorsza w poroéwnaniu z metodami
adsorbcyjnymi.

Zastosowanie
* Usuwanie sktadnikéw o malej masie z probki (odsalanie). Zastosowanie w przypadku
wymiany buforéw bez znacznego rozcienczania probki.
* Wyznaczanie masy probki (np. natywnego bialka) przy znanych masach markerow
naktadanych na kolumne razem z probka lub osobno
* Rozdziat peptydow, biatek, kwaséw nukleinowych, kompleksow biatkowych 1
wirusOw ze wzgledu na réznice mas.

Rysunek 1. Liczenie kropli w poszczegélnych frakcjach



Rysunek 2. Obecno$¢ biatka we frakcjach wyplywajacych z kolumny — metoda biuretowa
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Rysunek 3. Frakcje z rozdzialu chromatograficznego mieszaniny bialka i siarczanu amonu — powyzej
frakcje zawierajace siarczan amonu; ponizej frakcje zawierajace biatko



Chromatografia powinowactwa i jonowymienna roznig si¢ od saczenia molekularnego
sposobem rozdzialu mieszaniny, co jest zwigzane z charakterem chemicznym rozdzielanych
mieszanin. Zatem doboru chromatografii dokonuje si¢ na podstawie wiasciwosci sktadnikéw
mieszaniny, ktore maja by¢ rozdzielone. O ile saczenie molekularne wykorzystuje wielko$¢
molekut to chromatografia powinowactwa opiera si¢ na oddziatywaniu pomigdzy sktadnikami
mieszaniny a selektywnie dobranymi ligandami znajdujacymi si¢ w fazie stacjonarnej.
Wykorzystuje si¢ tu oddzialywania enzym-substrat, antygen-przeciwciato. Interesujgce nas
czasteczki zostaja ,,zatrzymane” na kolumnie i wymywane sa w drugiej kolejnosci po
czasteczkach, ktore nie miaty powinowactwa do liganda z fazy stacjonarnej. Metoda pozwala
na ,,wyciagniecie” pojedynczego biatka z mieszaniny.

W chromatografii jonowymiennej faza stacjonarng jest anionit lub kationit, ktory
odpowiednio ,,zatrzymuje” czgsteczki o tadunku odwrotnym do tego z fazy stacjonarnej, a
»przepuszcza” o podobnym. Metoda ta najczesciej stosowana jest do rozdzialu mieszaniny
aminokwasow.
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Rysunek 4. Zasada chromatografii powinowactwa
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Ryc. 6.2. Zasada chromatografii jonowymiennej
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Rysunek 5. Zasada chromatografii jonowymiennej



