ANALITYKA MEDYCZNA — Chemia organiczna

CHROMATOGRAFIA

Chromatografia, , pisanie kolorem” (z greckiego chroma oznacza ‘kolor’ oraz graphe oznacza ‘pisanie’) jest
technika stuzacg do rozdzielania lub badania sktadu mieszanin zwigzkédw chemicznych. W metodzie tej nastepuje rozdziat
mieszaniny sktadnikow pomiedzy dwie fazy: faze nieruchomg — stacjonarng (bibuta filtracyjna, cienka warstwa adsorbentu
naniesiona na ptytke, wypetnienie kolumny) oraz duzg objetosciowo faze ruchoma —mobilng (ciecz lub gaz). Faza ruchoma
stanowi tu site napedowaq procesu, z kolei faza nieruchoma odgrywa role sity hamujacej migracje sktadnikdw. Rozdziat
substancji pomiedzy obie fazy nastepuje na skutek réznicy wspdtczynnikéw podziatu sktadnikdéw mieszaniny pomiedzy
obydwie fazy. Szybkosé migracji substancji jest tym wieksza, im mniejszy jest wspodtczynnik podziatu (mniejsze
powinowactwo sktadnika do danej fazy).

W ogdlnym przypadku, chromatograficzny rozdziat substancji nastepuje w wyniku przepuszczenia roztworu
badanej mieszaniny przez specjalnie przygotowang faze stacjonarng. Podczas przeptywu eluentu (fazy ruchomej) przez
faze stacjonarng nastepuje proces wymywania zaadsorbowanych (lub zwigzanych) substancji. Intensywnosc¢ tego procesu
jest rézna dla poszczegdlnych sktadnikow mieszaniny. Jedne skfadniki sg zatrzymywane w fazie stacjonarnej dtuzej, a inne
krdcej (inna jest retencja), dzieki czemu moze nastepowac ich separacja. Chromatografia stosowana jest zaréwno do
badan jako$ciowych, ilosciowych, jak i dla celéw preparatywnych. Sprzezenie, chromatografii gazowej z innymi metodami,
na przyktad spektrometriag masowg lub spektrofotometrig w podczerwieni, znacznie rozszerza mozliwosci identyfikacji
rozdzielanych sktadnikow.

PODZIAt METOD CHROMATOGRAFICZNYCH

Metody chromatograficzne mozna podzieli¢ stosujgc wiele kryteridw. W zaleznosci od stanu skupienia fazy
ruchomej, czyli medium wymywajgcego (eluentu), rozrdznia sie nastepujgce techniki chromatograficzne:
e chromatografia cieczowa, w ktdrej eluentem jest ciekty rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikéw,

¢ chromatografia gazowa, w ktorej eluentem jest gaz (zwykle wodér lub hel),

¢ chromatografia fluidalna, w ktérej eluentem jest ciecz w stanie nadkrytycznym (fluid).

Rodzaje metod w zaleznosci od stanu skupienia fazy nieruchomej podsumowuje Tabela 1.

Tabela 1. Podziat chromatografii ze wzgledu na stan skupienia fazy nieruchomej (stacjonarnej)

Faza ruchoma Faza stacjonarna Typ chromatografii

gaz ciecz GLC gas — liquid chromatography
ciecz ciecz LLC liquid - liquid chromatography
gaz ciato state GSC gas — solid chromatography
ciecz ciato stato LSC liquid — solid chromatography

Zaleznie od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podziat substancji wyrdznia sie:

a. chromatografie rozdzielczg (podziatowg) — o zachowaniu sie mieszaniny poddanej rozdzieleniu decyduje

wspotczynnik podziatu poszczegdlnych sktadnikéw pomiedzy dwie nie mieszajgce sie ze sobg ciecze. Faze
stacjonarng stanowi rozpuszczalnik bardziej polarny zaadsorbowany w postaci cienkiej warstwy na odpowiednim
nosniku, a fazg ruchoma jest uktad o mniejszej polarnosci (w chromatografii z odwrdéconymi fazami ukfad faz jest
odwrotny). Nosnikiem fazy stacjonarnej najczesciej jest zel krzemionkowy, celuloza, ziemia okrzemkowa, skrobia
ziemniaczana, kauczuk.

b. chromatografie adsorpcyjng — podstawg rozdziatu jest niejednakowa sktonnosé sktadnikéw mieszaniny do

adsorpcji fizycznej i chemicznej na powierzchni fazy stacjonarnej (ciato state). Jako faze stacjonarng stosuje sie
tlenek glinu, zel krzemionkowy, wegiel aktywny, syntetyczne i naturalne krzemiany, tlenki, siarczany i fosforany
wapnia i magnezu. Faze ruchoma stanowi ciecz lub gaz.
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chromatografie jonowymienng — wykorzystywane jest zjawisko réznych zdolnosci do wymiany jondw przez

sktadniki mieszaniny z wymieniaczem jonowym. Faze stacjonarng stanowi odpowiednio przygotowana zywica
jonitowa.
chromatografie zelowg (sitowa lub sgczenie molekularne) — rozdzielanie polega na zréznicowanej dyfuzji

czgsteczek w pory fazy stacjonarnej. Czasteczki na tyle duze, ze ich dyfuzja jest wykluczona, szybko sg wyptukiwane
przez faze ruchoma. Czasteczki mniejsze zatrzymujg sie na materiale nosnym i sg wyptukiwane w nastepnej
kolejnosci.

Kolejny podziat metod chromatograficznych wynika z réznego sposobu umieszczenia nosnika:

chromatografia kolumnowa — nosnik fazy stacjonarnej umieszczony jest w kolumnie chromatograficznej, ktérg

stanowi rura szklana, przewezona w dolnej swej czesci, o stosunku wysokosci fazy stacjonarnej (L) do kwadratu
wewnetrznej $rednicy kolumny (D?) wynoszacym co najmniej 20. Lepsze warunki rozdziatu otrzymuje sie, gdy
stosunek L/D? przyjmuje wieksze wartosci (od 90 do 150). Faza ruchoma przemieszcza sie pod wptywem sity
grawitacyjnej.

chromatografia planarna — mozliwa tylko w chromatografii cieczowej. W jej ramach mozna wyrdéznic:

a. technike cienkowarstwowg TLC (ang. Thin Layer Chromatography) — faza stacjonarna naniesiona jest na

odpowiednie podtoze (ptytki szklane lub aluminiowe) w postaci cienkiej warstwy. Faza ruchoma przenoszona jest
w wyniku dziatania sit kapilarnych.
b. technike bibutowg — fazg stacjonarng jest bibuta (100% celulozy) o izotropowym uktadzie wtdkien, fazg ruchoma

— homogenna mieszanina rozpuszczalnikéw zawierajgca wode. Wykonuje sie technikg wstepujgca (rozpuszczalnik
migruje od dolnego konca bibuty zanurzonego w eluencie) lub zstepujaca (sptywowa; rozpuszczalnik migruje od
gornego konca bibuty zanurzonego w eluencie). Stosowana jest gtéwnie do rozdziatu aminokwaséw, peptydow,
sacharydow i nukleotyddw.

W preparatywnej chemii organicznej najwieksze zastosowanie majg chromatografie: adsorpcyjna i rozdzielcza, ze

wzgledu na przydatnos¢ tych technik do catkowitego lub cze$ciowego rozdzielania sktadnikdw mieszanin reakcyjnych.

ADSORBENTY STOSOWANE W CHROMATOGRAFII

Adsorbenty stosowane w chromatografii powinny wykazywac¢ odpowiednig selektywnosé i aktywnos¢ w stosunku

do rozdzielanych substancji oraz nie mogg z nimi reagowac.

Adsorbenty mozna podzieli¢ na dwie grupy:

a.

adsorbenty polarne — wykazujg zmienng aktywnos$¢ w zaleznosci od zawartosci w nich wody i rozpuszczalnikéw

organicznych. Nalezg do nich przede wszystkim tlenek glinu, zel krzemionkowy oraz siarczany, fosforany i weglany
magnezu i wapnia, celuloza. Adsorbujg sie na nich dobrze zwigzki o charakterze polarnym.
adsorbenty niepolarne — wykazujg zdolnos¢ do silnego wigzania rozpuszczalnikéw weglowodorowych. Nalezg do

nich wegiel aktywny, grafit, talk. Adsorpcja zwigzkéw zalezy od wielkosci czasteczek i od dtugosci taricuchéw
weglowych.
Adsorbenty stosowane w chromatografii adsorpcyjnej winny charakteryzowaé sie szczegdlnie rozwinietg

powierzchnig, gdyz substancja adsorbowana wigze sie z nig pod postacig warstewki monomolekularnej. Takie wtasciwosci

wykazujg zwtaszcza tlenek glinu i wegiel aktywny.

Zastosowanie tlenku glinowego jako adsorbenta z reguty ogranicza sie do zwigzkdéw o niezbyt wielkiej polarnosci.

Zwigzki silnie polarne (cukry, aminokwasy), zwigzane z Al,0s, z trudem ulegaja elucji.

Wegiel aktywny wykazuje szczegdlne powinowactwo do zwigzkdéw aromatycznych; ich elucja moze byc

przeprowadzona przy uzyciu rozpuszczalnikéw o budowie aromatycznej.

Szereg aktywnosci adsorbentéw pod wzgledem wigzania zwigzkdéw organicznych przedstawia sie nastepujgco:

celuloza < skrobia < sacharoza < CaSO; < silikazel < MgO < Al,O; < wegiel aktywny



ANALITYKA MEDYCZNA — Chemia organiczna

Zdolnos¢ adsorpcyjna zwigzkdw organicznych zalezy wiec od ich polarnosci oraz wielkosci i polaryzowalnosci
czgsteczek. Poszczegblne grupy zwigzkdw mozna utozy¢ w nastepujacy szereg, w zaleznosci od ich wzrastajgcego
powinowactwa do polarnych srodkéw adsorbujacych:
chlorowcopochodne weglowodoréw < etery < aminy trzeciorzedowe, zwigzki nitrowe < estry < ketony, aldehydy <
aminy pierwszorzedowe < amidy kwasowe < kwasy karboksylowe

ROZPUSZCZALNIKI STOSOWANE W CHROMATOGRAFII

Podobne obserwacje odnoszg sie do stosowanych rozpuszczalnikdw. Wynika z nich, ze zaadsorbowana substancja
moze zostaé wyparta z adsorbenta przez rozpuszczalnik wykazujgcy wieksze powinowactwo do tego adsorbenta niz
wymywana substancja.

Rozpuszczalniki mozna zestawi¢ w szereg eluotropowy (Tabela 2) wedtug ich wzrastajgcych zdolnosci wymywania
(eluowania) adsorbowanej substancji z powierzchni adsorbenta polarnego:

Tabela 2. Szereg eluotropowy rozpuszczalnikdw

1. eter naftowy 7. chlorek metylenu 13. n-propanol
2. cykloheksan 8. chloroform 14. etanol

3. disiarczek wegla 9. tetrahydrofuran 15. metanol

4. tetrachlorek wegla 10. octan etylu 16. woda

5. toluen 11. aceton 17. kwas octowy
6. benzen 12. butan-2-on 18. pirydyna

Zastosowanie niepolarnego adsorbenta (np. wegla aktywnego) wymaga uzycia rozpuszczalnikdw (wymienionych
w powyzszym szeregu eluotropowym) w odwrotnej kolejnosci, a wiec elucje nalezy rozpoczynaé rozpuszczalnikami
najbardziej polarnymi. Najczesciej jednak stosuje sie odpowiednio dobrang mieszanine dwodch lub wiecej
rozpuszczalnikow.

CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC — thin layer chromatography) stuzy jako niezwykle efektywna i wygodna
metoda szybkiej analizy jakosciowej oraz w preparatyce do rozdziatu niewielkich ilosci substancji. Termin ten oznacza
proces chromatograficzny prowadzony na cienkiej warstwie fazy stacjonarnej naniesionej na podtoze z ptytek szklanych
lub folii aluminiowych czy polimerowych. Przede wszystkim stosuje sie jg do:

a. okreslania liczby sktadnikow w mieszaninie,

b. potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci danej substancji,

Cc. monitorowania postepu reakcji chemicznych,

d. znalezienia optymalnych warunkéw dla chromatografii kolumnowej,
e. analizy frakcji uzyskanych technika chromatografii kolumnowej.

Technika chromatografii cienkowarstwowej fgczy w sobie dwa zjawiska: podziatu substancji miedzy dwie rézne fazy
ciekte — obowigzuje tu prawo podziatu Nernsta i adsorpcji substancji na nosniku, czyli fazie stacjonarnej. W metodzie tej
substancje chromatografowane poruszajg sie z rédzng predkoscig wraz z ciektg fazg ruchoma przez cienkg warstwe statego
adsorbenta naniesionego na ptytke. Towarzyszg temu procesy adsorpcji i desorpcji oraz podziat miedzy ciektg faza
organiczng i wodg, ktéra w niewielkich ilosciach znajduje sie na no$niku. W zwigzku z tym warunki procesu sg trudne do
jednoznacznej definicji i kontroli eksperymentalnej.

W chromatografii cienkowarstwowej adsorbent (zazwyczaj z dodatkiem gipsu) naktadany jest w postaci papki na
odttuszczong ptytke za pomocga specjalnych urzadzen (powlekaczy). Grubosé warstwy adsorbenta uzalezniona jest od
rodzaju przeznaczenia:

a. do analizy jakosciowe]j uzywa sie ptytek o grubosci nosnika ok. 0,25 mm,
b. przy analizie ilosSciowej grubos$¢ warstwy wynosi ok. 2 mm.
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Ptytki do chromatografii cienkowarstwowej mozna przygotowywaé samodzielnie. Jednakze dostepne w handlu gotowe
produkty charakteryzujg sie duzo lepszg jakoscig (rownomierno$¢ warstwy nosnika, aktywnosé adsorbenta) z czym wigze
sie lepsza powtarzalnos¢ wynikdéw analizy chromatograficznej.

Prébke nanosi sie na ptytke TLC w postaci roztworu o bardzo matej objetosci, tworzgc matg plamke w punkcie
startowym. Ptytki umieszcza sie w komorze chromatograficznej, w ktdrej na dnie znajduje sie faza ruchoma. W wyniku
dziatania sit kapilarnych faza ruchoma wedruje w goére ptytki. Jest to proces rozwijania chromatogramu metoda
wstepujacg. Oddziatywanie substancji znajdujgcych sie w prébce z adsorbentem oraz z poruszajgcym sie
rozpuszczalnikiem powoduje rozdzielenie sie sktadnikdéw probki na ptytce i poszczegdlne sktadniki tworzg oddzielne
plamki. Plamki rozdzielanych sktadnikdw nalezy uwidoczni¢, by ostatecznie zidentyfikowac sktad proéby.

Tok postepowania przy wykonywaniu chromatografii cienkowarstwowej jest nastepujacy:
1. Przygotowanie ptytki i naniesienie subtsancji na ptytke

Za pomocg specjalnych mikropipet lub kapilar na linii startu nanosi sie substancje w postaci ok. 0,5-3%-ego
roztworu (w tatwo lotnym rozpuszczalniku) w odlegtosci ok. 15-20 mm od krawedzi ptytki, na wezszym jej boku. Zbyt
duze ilosci naniesionych substancji prowadzg do pogorszenia efektu rozdzielania, a mianowicie do tworzenia tzw.
,0gonoéw”. Srednica powstatej plamki powinna by¢ jak najmniejsza (1,5-2 mm, maksymalnie 5 mm) i znajdowac¢ sie
okoto 15 mm od bocznej krawedzi ptytki. Plamke naniesionej prébki nalezy odpowiednio wysuszy¢.

2. Rozwijanie chromatogramu

Rozwijanie chromatogramu prowadzi sie w specjalnych komorach chromatograficznych, w ostateczno$ci mozna
uzywac duzych stoi ze szczelng pokrywka. Do komory wlewamy rozpuszczalnik do wysokosci ok. 0,5 cm zwracajgc przy
tym uwage, aby poziom rozpuszczalnika znajdowat sie ponizej linii startowej na ptytce. Wewnatrz komory ustawia sie
bibute, ktéra nasigkajac rozpuszczalnikiem utrzymuje nasycenie komory jego parami. Ptytke wstawiamy do komory
linig startowa do dotu i zakrywamy szczelnie pokrywa. Gdy rozpuszczalnik osiggnie wysokos¢ ok. 1 cm od gdrnej
krawedzi ptytki, wyjmujemy jg z komory i pozostawiamy do wyschniecia. Otdwkiem zaznaczamy linie, do ktérej dotart
rozpuszczalnik (,,czoto rozpuszczalnika”).

3. Wywotywanie chromatogramu

Wywotywanie chromatograméw przeprowadza sie w przypadku zwigzkéw barwnych w swietle widzialnym. Dla
zwigzkow z grupami chromoforowymi stosuje sie naswietlanie promieniowaniem ultrafioletowym. Zwigzki bezbarwne
wywotujemy przez wstawienie chromatogramu do pojemnika z jodem. Wiekszos¢ zwigzkdéw, z wyjatkiem nasyconych
weglowodoréw i chlorowcopochodnych, tworzy z parami jodu barwne kompleksy, ukazujace sie w postaci brunatnych
lub fioletowych plam. Niekiedy mozna chromatogramy spryskiwaé odpowiednimi roztworami substancji, ktére reaguja
z rozdzielanymi zwigzkami. W temperaturze pokojowej lub po ogrzaniu pojawiajg sie barwne produkty.

4. |dentyfikacja substancji

Podstawowym parametrem w chromatografii cienkowarstwowej, ktdry okresla potozenie substancji na
chromatogramie, jest wspdtczynnik opdznienia Rs (ang. Retardation factor). Jest to stosunek drogi migracji substancji
(a) do drogi przebytej przez faze ruchomg (b): R = a/b. Inaczej mowigc, substancje rozdzielane identyfikuje sie na
podstawie stosunku szybkosci przemieszczania sie badanej substancji do szybkosci wedrowania rozpuszczalnika
(Rys. 1).

X

Rys. 1. llustracja pomiaru wspotczynnika R.
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a - odlegtos¢ od linii startu do $rodka plamy;
b - odlegtos¢ od linii startu do czota rozpuszczalnika.

Wspodtczynnik Re w danych warunkach doswiadczalnych oraz w danym uktadzie chromatograficznym jest wartoscig
statg i charakterystyczng dla danej substancji, cho¢ jako kryterium tozsamosci zwigzku nie moze byé stosowany
bezposrednio, a tylko w poréwnaniu z substancjg wzorcowg, naniesiong na tym samym chromatogramie. Uktad
rozwijajacy (faza ruchoma) musi dobrana by¢ tak, aby byta wyrazna réznica pomiedzy Rf analizowanych zwigzkdéw, aby
zwigzki nie zostawaty na miejscu natozenia plamki, oraz aby nie migrowaty z czotem rozpuszczalnika (wtedy wartos¢ R¢
wynosi 1).

W praktyce rzadko udaje sie odtworzy¢ warunki chromatografii tak, by uzyskac identyczne wartosci R, gdyz zalezg one
od, nawet niewielkich, zmian w nastepujgcych czynnikach:
a. wymiary ziaren adsorbenta,
sktad rozpuszczalnika i stopien nasycenia atmosfery komory parami rozpuszczalnika,

o

aktywacja i warunki przechowywania ptytek,
grubos¢é warstwy adsorbenta,

temperatura otoczenia.

Do zalet chromatografii cienkowarstwowej mozna zaliczy¢:
krétki czas wykonania chromatogramu,

dobry rozdziat zwigzkéw,

wygodna obserwacje we wszystkich stadiach rozdziatu,

2 0o T o O oo

duzg szybkos¢ przeptywu rozpuszczalnika, co skraca czas rozwijania chromatogramu.

Chromatografia cienkowarstwowa znalazta réwniez zastosowanie w preparatyce. W wersji preparatywnej TLC
rozdziat mieszaniny prowadzi sie na ptytkach o grubszej, na przyktad 3 mm, warstwie adsorbentu. Rozdzielang mieszanine
nanosi sie nie punktowo, ale w linii na dtugosci kilkunastu centymetréw. Po rozdziale warstwe adsorbentu zawierajgca
wyodrebniony sktadnik mieszaniny zeskrobuje sie, a sam sktadnik ekstrahuje (wyptukuje) rozpuszczalnikiem i po zatezeniu
oraz odsgczeniu adsorbentu otrzymuje w stanie czystym.

W ostatnich latach opracowano nowy sposdb rozwijania chromatogramow na cienkich warstwach w pozycji
poziomej (Rys. 2). Sposdb ten wymaga mniejszej ilosci uktadu rozwijajgcego i umozliwia wielokrotne uzycie ptytek.

Rys. 2. Komora pozioma do chromatografii cienkowarstwowej
SACZENIE MOLEKULARNE

Saczenie molekularne po raz pierwszy zostato wprowadzone w roku 1959 przez P. Flodina. Jest to rodzaj
chromatografii cieczowej, w ktérej wykorzystuje sie fizyczne i chemiczne witasciwosci odpowiednio spreparowanego
polisacharydu znanego pod nazwg Sephadex (SEparation PHArmacia DEXtran). Technika ta umozliwia analityczny badz
preparatywny rozdziat substancji réznigcych sie masg czasteczkowa.

Sephadex jest handlowg nazwg ztoza stanowigcego poprzecznie usieciowane tancuchy dekstranu (roslinnego
polisacharydu glukozy), w ktérym wystepuja wigzania a-1,6-, a-1,3-, a-1,4-glikozydowe. Zel ten ma postaé granulek o
Srednicy 10-300 um. Czasteczki sefadekséw zawierajg liczne grupy hydroksylowe, dlatego substancje te tatwo peczniejg
w wodzie i roztworach elektrolitdéw, gdyz czasteczki wody bez przeszkdd wnikajg w przestrzenie sieci molekularne;j.

Usieciowanie wptywa na zdolnos$¢ wchtaniania wody. Cecha ta decyduje o wtasciwosciach rozdzielczych zelu. Czgsteczki
5
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te posiadajg tréjwymiarowg strukture sieci przestrzennej. Im wiecej tworzy sie , oczek” tej sieci, tym sg one mniejsze.
Produkowane sg ztoza, w ktérych stopien usieciowienia okresla cyfra znajdujaca sie przy duzej literze ,G” (od G-10 do G-
200), przy czym im wieksza cyfra tym nizsze usieciowienie. Im mniejszy stopien usieciowania, tym wiecej wody wchfania
sefadeks. Na przyktad 1 g sefadeksu G-10 wigze 1 g wody (usieciowanie jest wyjatkowo geste i przestrzenie mate).
Natomiast 1 g sefadeksu G-200 wigze 20 g wody, co wskazuje na duze ,,oczka” sieci.

Jesli przez kolumne wypetniong sefadeksem przeptywa roztwér zawierajgcy czasteczki o réznej wielkosci, to
molekuty wieksze od najwiekszych przestrzeni sieci bez przeszkdd wyptywajg z kolumny, omijajac ziarna zelu. Czasteczki
0 mniejszych rozmiarach przenikaja do wnetrza sieci przestrzennej, tym gtebiej, im mniejsze sg ich wymiary w poréwnaniu
ze srednicg ,oczek”. Usuwanie tych czgsteczek z wnetrza ziaren sefadeksu jest tym trudniejsze im mniejsze sg te
czasteczki. Z tego wzgledu elucja sktadnikdw mieszaniny na sefadeksie przebiega w kolejnosci ich malejgcych rozmiaréw
czasteczek, co pokrywa sie z ich malejgcymi masami czgsteczkowymi (Rys. 3).

mieszanina biatek porowate ziarna
protein mixture porous heads

najwigksze czgsteczki najmniejsze czgsteczki
the largest molecules the smallest molecules

Rys. 3. Mechanizm separacji czgsteczek na podstawie wielkosci i ksztattu przy zastosowaniu sgczenia molekularnego.

Metoda sgczenia molekularnego jest bardzo uzyteczna do analizy iloSciowej mieszanin zwigzkéw naturalnych o
duzej masie czgsteczkowej, takich jak biatka, peptydy, enzymy, hormony, kwasy nukleinowe itp.
Tok postepowania przy wykonywaniu sgczenia molekularnego jest nastepujacy:
1. Przygotowanie zelu
Nalezy odwazy¢ odpowiednig ilo$¢ zelu do Zaroodpornego naczynia i dodaé roztwor petnigcy role eluenta. Catos¢

trzeba ogrzewad do wrzenia przez pewien czas, celem usuniecia zaadsorbowanego powietrza i napecznienia zelu,
po czym pozostawi¢ do swobodnego ochtodzenia.

2. Przygotowanie kolumny
Szklang rure nalezy umiesci¢ pionowo w statywie i zamkna¢ dolny wylot przy pomocy polietylenowego wezyka i

zaciskacza. Na dno kolumny uktada sie odrobine waty, przy zamknietym zaciskaczu wlewa niewielkg porcje
rozpuszczalnika, przez otwarcie zaciskacza wpuszcza sie rozpuszczalnik do przewezenia kolumny, po czym zamyka
zaciskacz. Dtugg bagietka nalezy wycisng¢ powietrze z waty i nastepnie wlac jednorodng zawiesine zelu do kolumny.
Wierzch zelu zabezpieczy¢ trzeba krgzkiem bibuty filtracyjnej, po czym upakowaé zel w kolumnie przez otwarcie
zaciskacza i przepuszczenie przez kolumne porcji rozpuszczalnika o objetosci réwnej objetosci ztoza zelu.

3. Naniesienie prébki substancji
Prébke substancji w postaci roztworu (wskazane jest sporzgdzenie roztworu w rozpuszczalniku przeznaczonym do

elucji) nalezy nanie$¢ na powierzchnie zelu za pomocg odpowiedniej pipety. Trzeba wykonywac to bardzo ostroznie,
tak by nie zburzy¢ wierzchniej warstwy zelu (substancja jest wtedy wymywana réwnomiernie). Otwierajgc wylot
kolumny nalezy poczeka¢ do catkowitego wnikniecia probki w zel, zamkna¢ wylot i nanies¢ niewielkg porcje
rozpuszczalnika, sptukujac resztki substancji z wewnetrznych $cianek kolumny, znéw poczekaé az wniknie, po czym
wprowadzi¢ delikatnie kolejng porcje fazy ruchome;j.
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4. Zbieranie frakcji
Od momentu naniesienia substancji oczyszczanej do catkowitego jej wyeluowania nalezy zbiera¢ wyptywajace

frakcje w scisle okreslonych objetosciach do niewielkich naczyn (probdéwki, kolby stozkowe).
5. Wyznaczenie wspodtczynnika podziatu stosuje sie szczegdlnie w analizie iloSciowej mieszanin zwigzkéw naturalnych

o duzej masie czgsteczkowej, takich jak biatka, peptydy, enzymy, hormony, kwasy nukleinowe itp.

Przyktadowe pytania sprawdzajace:

Wymien techniki chromatograficzne zalezne od stanu skupienia fazy ruchome;j.

Wymien typy chromatografii zalezne od stanu skupienia fazy stacjonarnej.

Podaj rodzaje chromatografii zalezne od rodzaju zjawisk odpowiedzialnych za podziat substancji.
Jakie znasz rodzaje chromatografii? Jakie s3 miedzy nimi réznice?

Wymien adsorbenty stosowane w chromatografii.

Podaj szereg aktywnosci adsorbentéw pod wzgledem wigzania zwigzkéw organicznych.

Co to jest szereg eluotropowy?

NV A WN PR

Podaj szereg 5 rozpuszczalnikdw wedtug ich wzrastajgcych/malejgcych zdolnosci wymywania adsorbowanej
substancji z powierzchni adsorbenta polarnego.
9. Co to jest wspdtczynnik R¢? Jak sie go wyznacza?
10. Od czego zalezy wartos¢ wspdtczynnika R¢?
11. Co moze wptywaé na wartos¢ wspdtczynnika R¢?
12. Scharakteryzuj sefadeksy. Co oznaczajg symbole G-10 i G-257?
13. Omodw zasade rozdziatu substancji na sitach molekularnych.
14. Podaj zalety chromatografii cienkowarstwowej.
15. Jakie sg kryteria doboru rozpuszczalnika do chromatografii?
16. Opisz krétko technike chromatografii preparatywnej.



