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Mozliwosci wykorzystania kolumnowej
chromatografii cieczowej

Streszczenie

Chromatografia cieczowa to ogdlna nazwa rozdzialu skladnikéw mieszaniny, zachodzacego
w uktadzie dwoch niemieszajacych sie faz, z ktérych jedna (gazowa lub ciekta), nazywana faza
ruchoma, porusza sie wzgledem drugiej (ciektej lub statej), nazywanej faza stacjonarna.
Chromatograficzne rozdziaty analityczne i preparatywne réznia sie skala oraz zakresem zastosowan
w laboratoriach analitycznych i w réznych dziatach przemystu chemicznego, farmaceutycznego, czy
spozywczego [8].
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Stowa kluczowe: chromatografia, chromatografia cieczowa, chromatografia zelowa, chromatografia
jonowymienna, chromatografia powinowactwa, chromatografia hydrofobowa, HPLC

- - - - Wstep

Twoérca chromatografii jest Rosjanin Michait S. Cwiet (1872 - 1919), ktéry opracowat ja i ogtosit
w 1903 r. w Warszawie. Na swoj pomyst wpad! w czasie prob nad sposobem rozdzielania barwnikéw
- gléwnie chlorofiléw, zawartych w zielonych lisciach. Wyizolowywat barwniki ze sproszkowanych
lisci, wymywajac je eterem naftowym. Swoja metode nazwat chromatografia, od greckiego chroma -
barwa, grapho - maluje, pisze, a stupek z adsorbentem i z rozdzielonymi na nim substancjami nazwat
chromatografem [5].

W najwazniejszym dla biochemii typie chromatografii strefowej, mata objetos¢ (,strefa”) badanej
probki unoszona jest przez faze ruchoma. W trakcie przemieszczania sie wzgledem fazy stacjonarne;
poszczegdlne sktadniki mieszaniny ulegaja zréznicowanemu wyhamowywaniu, co wynika z réznic
w mocy ich oddzialywan z faza stacjonarng. Proces chromatograficzny pozwala na wielokrotne
wzmocnienie tych poczatkowo nawet bardzo drobnych réznic, gdyz poruszajaca sie strefa probki
kontaktuje sie kolejno ze swiezymi partiami fazy stacjonarnej i réznicujaca sktadniki probki
réwnowaga chemiczna kazdorazowo ulega odtworzeniu.

Przyjmujac za kryterium podziatu metod chromatograficznych stan skupienia fazy ruchome;j
wyrozniamy chromatografie gazowa i chromatografie cieczowa. W dalszym, najszerszym podziale
chromatografii cieczowej bierze sie pod uwage stan skupienia fazy stacjonarnej oraz nature
i fizykochemiczny mechanizm zjawisk decydujacych o rozdziale substancji. Na podstawie tych
kryteriow wyrdézniamy:

* chromatografie podzialowa (inaczej: chromatografie w ukladzie ciecz - ciecz), w ktorej faza
stacjonarng jest ciecz, a podstawa rozdziatu substancji jest zjawisko podziatu,

* chromatografie adsorpcyjna (inaczej: chromatografie w uktadzie ciecz - ciato state), w ktorej
faza stacjonarna jest faza stata, a rozdziat substancji zachodzi dzieki zjawiskom adsorpcji.

Ze wzgledu na roznorodnos¢ technik chromatografii cieczowej, zwlaszcza na gruncie biochemii,
potrzebne jest jednak bardziej szczegdtowe wyrdznienie technik:

* chromatografii zelowej, nazywanej tez saczeniem molekularnym,
* chromatografii jonowymiennej,

* chromatografii powinowactwa,

* chromatografii oddziatywan hydrofobowych.

Trzy ostatnie techniki zaliczy¢ mozna do szeroko rozumianego typu chromatografii adsorpcyjnej,
natomiast chromatografia zelowa jest technika unikalna, cho¢ przez niektérych uwazana za
specyficzny rodzaj chromatografii podziatowej [8]. Do chromatografii sita molekularnego stosuje sie
kolumne wypeiniona zelem Sephadex [7].



Techniki chromatograficzne sa wykorzystywane do separacji makromolekut na podstawie takich
parametréw, jak: wielkos$¢ i ksztatt, hydrofobowosc¢, tadunek powierzchniowy czy powinowactwo.

Pierwsza z tych technik - saczeniem molekularnym zwanym takze filtracja zelowa - rozdziela sie
biatka

na podstawie wielkosci i ksztattu ich czasteczek. Separacja biatek za pomoca chromatografii
jonowymiennej polega na wykorzystaniu réznic w tadunku powierzchniowym czasteczek biatka.
W chromatografii oddziatywan hydrofobowych uwzglednia sie réznice w hydrofobowosci biatka,
natomiast w chromatografii powinowactwa wykorzystuje sie powinowactwo dwoch substancji, np.
enzymu i substratu, z ktérych jedna jest unieruchomiona na nosniku [13].

Chromatografie mozna podzieli¢ ze wzgledu na ksztattu zloza na kolumnowa i planarna. Istotne
znaczenie ma takze sposéb prowadzenia procesu rozdzielania oraz sposéb przemieszczania
mieszaniny wzdtuz kolumny wypetnionej faza stacjonarng. Najbardziej rozpowszechnione sa metody,
w ktérych przemieszczenie mieszaniny nastepuje na drodze elucji, tj., gdy faza ruchoma
przemieszcza sie ciagle przez zloze chromatograficzne lub wzdtuz niego a prébka jest wprowadzana
do uktadu w postaci okreslonej porcji. W chromatografii elucyjnej do okreslenia fazy ruchomej uzywa
sie terminu eluent. W technice elucyjnej eluent ptynie nieprzerwanie przez aparature. Probka
badanej mieszaniny wprowadzana jest do uktadu przez dozownik (zwykle jest to uktad z petla
dozownicza o pojemnosci od kilku do kilkuset ul, do ktérego wprowadza sie probke strzykawka)
a nastepnie przenoszona przez eluent do kolumny i tam rozdzielana na sktadniki. Podczas analizy
temperatura kolumny i predkos¢ przeptywu eluentu moga by¢ state (elucja izokratyczna) lub
zmieniac¢ sie w czasie (elucja gradientowa). Pojawienie sie poszczegolnych sktadnikow w detektorze
wytwarza sygnaty elektryczne rejestrowane przez komputer sterujacy praca chromatografu [11].
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Rys 1. System HPLC lub IC z najwazniejszymi sktadnikami [4].

Wspotczesna chromatografia jonowymienna na matych czasteczkach w wysokosprawnych kolumnach
z uzyciem detektorow konduktometrycznych, amperometrycznych lub spektro - fotometrycznych jest
nazywana chromatografia jonowa (Ion Chromatography, IC). Jest to technika, w ktorej rozdzielanie
jest gtéwnie wynikiem réznej zdolnosci sktadnikéw probki do ulegania wymianie jonowe;.

Do podstawowych zalet chromatografii jonowej naleza:

* mozliwos¢ jednoczesnego oznaczania kilku jonow w probce,

+ krotki czas analizy (od kilku do kilkunastu minut),

* niskie progi wykrywalnosci (1 ng/ml), ktére moga by¢ dodatkowo obnizone o 2-3 rzedy przez
zastosowanie kolumny zageszczajacej,

* szeroki zakres oznaczanych substancji, mozliwos¢ stosowania réznych detektorow,

* niewielka ilo$¢ probki potrzebna do analizy (0,1-1 ml),

* latwos¢ przygotowania probki do analizy,

* wysoka selektywnos$¢ oznaczanych jonéw w prébkach o ztozonej matrycy.

Obecnie w krajach wysokorozwinietych wiekszos¢ rutynowych analiz jondéw nieorganicznych
i organicznych wykonuje sie ta technika. Pélnocnoamerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (EPA)
juz od konca lat siedemdziesiatych zaleca stosowanie chromatografii jonowej do badania stanu
srodowiska. Technika chromatografii jonowej nieustannie sie rozwija i stale podaza za rozwojem,
stanowiacych jej baze, dziedzin takich jak: fizykochemia, mechanika precyzyjna, inzynieria
materiatowa, elektronika i informatyka. Z drugiej strony IC wychodzi na przeciw stale rosnacym
wymaganiom stawianym metodom analitycznym przez dziedziny takie jak np. biotechnologia czy
technologia materiatéw potprzewodnikowych.

Chromatografia jonowa jest technika analityczna wykorzystujaca wiele rodzajow separacji oraz
detekcji w celu uzyskania rutynowych oznaczen indywiduéw jonowych w zakresie od ng/l (sub ppb)
do mg/l (ppm). Wielo$¢ dostepnych metod pozwala na prawidtowe wybranie sposobow rozdziatu
i detekcji ,a w rezultacie optymalne rozwiazanie szczegdétowych problemoéw analitycznych. We
wszystkich przypadkach, rozdzial w chromatografii jonowej odbywa sie z wykorzystaniem réznic
w potozeniu rownowagi podziatu sktadnikéw prébki pomiedzy faze ruchoma i stacjonarna. Sktad
i budowa fazy stacjonarnej sa kluczowe dla procesu rozdziatu chromatografii jonowej. Obecnie
w chromatografii jonowej stosuje sie trzy gtéwne sposoby rozdziatlu, rézniace sie rodzajem materiatu
wypekienia kolumny, jego zdolnoScia wymienng, a przede wszystkim mechanizmem wymiany.

Sa to:

*  Wysokosprawna Chromatografia Jonowa (High Performance Ion Chromatography,
HPIC)

*  Wysokosprawna Chromatografia Jonowykluczajaca (High Performance

Ion Chromatography Exclusion, HPICE)

* Chromatografia Par Jonowych (inaczej Chromatografia Jonowa z Faza

Ruchoma) (Ion Pair Chromatography, Mobile Phase lon Chromatography, MPIC) [11].

Rozdziat chromatograficzny moze by¢ dokonywany w celu:
* analitycznym, gdy interesuje nas wytacznie identyfikacja oraz oznaczenie ilosciowe sktadnikéw

mieszaniny,
* preparatywnym, gdy co najmniej jeden z rozdzielonych sktadnikow zostaje wyodrebniony



w postaci czystej, np. jako ostateczny produkt jakiejs technologii przemystowej [8].

Analityka sSrodowiskowa nalezy do najwazniejszych zastosowan chemii analitycznej i obejmuje
badania wdéd, gleb i powietrza. Do najczesciej oznaczanych analitéw w tego rodzaju prébkach
zaliczy¢ nalezy metale, w tym metale alkaliczne, metale ziem alkalicznych, metale ciezkie
i przejsSciowe, a takze lantanowce i aktynowce. Stosowanie klasycznych metod mokrych jest
zazwyczaj praco- i czasochtonne, ponadto wymaga stosowania duzych ilosci drogich i toksycznych
odczynnikow. Obecnie metody te sa z powodzeniem zastepowane przez techniki instrumentalne,
ktore sa szybsze, bardziej dokladne i powtarzalne. Zastosowanie znalazly tu metody chromatografii
cieczowej, ze szczegolnym uwzglednieniem metod chromatografii jonowej do oznaczania jonow
metali w probkach srodowiskowych [10].

Metodami chromatograficznymi, stuzacymi do oznaczania pestycydéw moga by¢ zardéwno
chromatografia gazowa (GC), ktora jest stosowana najczesciej, jak i chromatografia cieczowa
(HPLC), cienkowarstwowa (TLC) oraz chromatografia z ptynem w stanie nadkrytycznym (SFC) [3].

Jedna z mozliwosci wykorzystania chromatografii powinowactwa jest metoda oczyszczania biatek
wigzacych DNA. Metoda ta wykorzystuje zdolnos$¢ biatka do wiazania sie z okreslong sekwencja.
W metodzie tej fragment DNA lub lub syntetyczny oligonukleotyd jest wiazany z kolumna, zazwyczaj
przez potaczenie jednego konca DNA ze ztozem krzemionkowym. Przez kolumne przepuszcza sie
ekstrakt biatek w buforze o malym stezeniu soli, ktéry umozliwia zwigzanie biatek z rozpoznawanymi
przez nie sekwencjami. W kolumnie pozostaja biatka specyficznie wiazace sie ze zwigzanym
fragmentem DNA, pozostate biatka sa z niej wyptukiwane. Po catkowitym wyptukaniu biatek
niezwiazanych z kolumng, ptucze sie ja buforem o duzym stezeniu soli, ktéry destabilizuje kompleksy
DNA. W ten sposéb mozna otrzymac czyste biatko wiazace sie z konkretnym fragmentem DNA [1].

W ciagu kilku ostatnich lat liczne nowe metody chromatograficzne staty sie dostepne w analizie
chemicznej flawonoidéw i saponin. Metody te nie tylko skracaja czas rozdziatu tych zwiazkéw, lecz
umozliwiaja izolacje wczesniej nieznanych lub niestabilnych sktadnikow ekstraktow surowcow
roslinnych.

Preparatywna chromatografia kolumnowa

Do rozdziatu frakcji octano-etylowej otrzymanej z ekstraktu metanolowego z rosliny Lepechinia
graveolens, zawierajacej m.in. flawonoidy, w tym 7-O-glukouronid luteoliny, zidentyfikowany po6zniej,
jako jeden z gléwnych zwigzkéw wymiatajacych wolne rodniki w tej roslinie zostata zastosowana
kolumna Sephadex LH-20.

Metody rozdziatu i identyfikacji flawonoidow oraz saponin metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest metoda analityczna pozwalajaca na rozdziat
réznorodnych mieszanin zwigzkow chemicznych. Jest powszechnie wykorzystywana w analizie
substancji pochodzenia roslinnego ze wzgledu na dobra czuto$¢ i uniwersalnos¢. HPLC jest metoda
caly czas rozwijana, rowniez poprzez taczenie jej z innymi technikami jak np. spektrometria masowa
czy spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego [9].

Przyktadem taczenia metod chromatograficznych z innymi metodami jest przedstawiona metoda
oznaczania dwunastu lekéw przeciwdepresyjnych (amitryptyliny, chlorpromazyny, klomipraminy,
doksepinu, fluoksetyny, lewomepromazyny, maprotyliny, paroksetyny, perazyny, promazyny,
sertraliny, tiorydazyny) we krwi z uzyciem chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometria
masowa (LC/MS). Badane zwiazki ekstrahowano z préby krwi za pomoca acetonitrylu. Rozdziat



chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Eclipse XDb C18 (150 x 4,6 mm, 5 pm). Jako faze
ruchoma zastosowano mieszanine acetonitrylu i 0,1%tFA w wodzie (50:50 v/v) z przeptywem 0,4
ml/min. Analize prowadzono w trybie monitorowania pozornych jonéw molekularnych [MH+]
charakterystycznych dla analizowanych zwiazkéw [12]

Analiza flawonoidow metoda HPLC

Prawie kazda ze 199 metod rozdziatu HPLC opisanych w publikacjach poswieconych identyfikacji
flawonoidéw, posiada wtasny schemat separacji [9].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) znalazla tez zastosowanie w analizie zawartosci
kwasu fitynowego (IP6) w réznych produktach [6].

Analizy kwasu fitynowego oraz nizszych fosforanéw mio - inozytolu dokonano réwniez przy
wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii jonowej (HPIC) z elucja gradientowa, detekcja UV
oraz systemem postkolumnowej derywatyzcji [2].

Obecnie techniki chromatograficzne, dzieki ich mozliwosciom wykrywania analizowanej substancji
i oznaczania jej ilosci w prébce na bardzo niskim poziomie, w obecnosci szeregu innych substancji,
staty sie jedna z najbardziej rozpowszechnionych metod instrumentalnych w biochemii [8].
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