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PREPARATYWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA,  
PODSTAWOWE ZASADY EFEKYTYWNEGO STOSOWANIA, 
ELEMENTY PRAKTYKI  
 
 

Preparatywna chromatografia cieczowa jest technik  u ywan  do wyodr b-
niania pojedynczej, lub kilku substancji z mieszaniny kilku, albo bardzo wielu sub-
stancji, szczególnie o bardzo zbli onych strukturach molekularnych, w tym, tak e do 
rozdzielania i otrzymywania izomerów optycznych. W pracy zamieszczono ogólne 
zasady optymalnego stosowania. Szczególn  uwag  zwrócono na wybór sorbentu, 
ekonomi  i problem rozpuszczalno ci próbki. Te problemy zosta y opisane w oparciu 
o rzeczywiste procedury rozdzielania, stosowane w praktyce w laboratorium przemy-
s u farmaceutycznego. 

 
S owa kluczowe: preparatywna chromatografia cieczowa, zasady ogólne stosowa-
nia, dobór sorbentu, rozpuszczalno  próbki. 
 
 
PREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY, PRINCIPLES 
AND EXAMPLES OF APPLICATION IN PRACTICE 
 

Preparative liquid chromatography has been used as a tool for isolation of pu-
re substances from a crude material first of all for separation of very complex mix-
tures and mixtures of similar compounds, e.g. isomers, optical isomers etc.. The gen-
eral principles of PLC application, sorbent selection, economy and sample solubility 
problems are described based on the fragments of the real experiments and proce-
dures. 

 
Key words: preparative liquid chromatography, general principles of application, sor-
bent selection, sample solubility. 

 
 

WST P 
 

Teoria preparatywnej chromatografii, zosta a sformu owana wiele lat 
temu. Podstawy tej dziedziny zawarte s  w godnej polecenia monografii [1]. 
Jest te  kilka innych publikacji o fundamentalnym znaczeniu, a w ród nich 
prace Hupe i Lauera [2]. Z polskich autorów nale y wymieni , nie yj cych 
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ju  - inicjatora rozwoju polskiej aparatury i opracowania metod wykorzysta-
nia preparatywnej chromatografii cieczowej, prof. Jerzego S. Kowalczyka [3]  
i dr Barbar  ledzi sk  [4].  

Ogólne zasady post powania w celu maksymalizacji efektywno ci 
wykorzystania chromatografii do rozdzielania i otrzymywania u ytkowych ilo-
ci substancji, w tym, szczególnie substancji o aktywno ci farmaceutycznej, 

zosta y m.in. opisane w cytowanych powy ej pracach [1-6]. Najwa niejsze 
wnioski tam zawarte mo na stre ci  w nast puj cy sposób: 
-  Produktywno  kolumn o jednakowej d ugo ci jest proporcjonalna do po-

wierzchni przekroju poprzecznego wype nienia. St d n-krotne zwi ksze-
nie rednicy kolumny powoduje ok. n2-krotny wzrost produktywno ci.  

-  Ze wzgl dów ekonomicznych wszystkie parametry procesu rozdzielania 
nale y optymalizowa  w skali kolumny modelowej o rednicy dc 4-8 mm, 
o d ugo ci (Lc) i wype nionej takim samym sorbentem, jak kolumna pre-
paratywna. W warunkach kolumny modelowej nale y dobra  optymalnie: 
uk ad chromatograficzny, tzn. rodzaj fazy stacjonarnej i sk ad eluentu, 
d ugo  kolumny (Lc), wielko  ziaren wype nienia (dp), pr dko  prze-
p ywu eluentu (u), obj to  dozowania (Vinj), st enie roztworu dozowa-
nego (Cinj), rodzaj rozpuszczalnika wsadu (najkorzystniejsze jest stoso-
wanie eluentu jako rozpuszczalnika wsadu), punkty kolekcji frakcji, 
zapewniaj ce okre lon  czysto  produktu, a tak e warunki detekcji za-
pewniaj ce wystarczaj c  czu o  oraz liniowo  odpowiedzi detektora. 

-  Najwa niejsze znaczenie dla uzyskania wysokiej produktywno ci kolum-
ny ma maksymalizacja selektywno ci uk adu chromatograficznego przy 
jak najwy szej sprawno ci kolumny oraz utrzymanie warto ci wspó czyn-
nika retencji rozdzielanych sk adników szybciej eluowanych z kolumny  
� w zakresie od 1 do 5 oraz sk adników najpó niej eluowanych z kolumny 
� w zakresie od 5 do 12; 

-  Nale y preferowa  elucj  izokratyczn , tzn. z zastosowaniem eluentu  
o sta ym sk adzie. Tylko w przypadku rozdzielania peptydów i bia ek, ko-
nieczne jest z regu y wykorzystywanie elucji gradientowej, poniewa  elu-
cja izokratyczna nie zapewnia najcz ciej dostatecznej selektywno ci 
rozdzielania tych substancji.  

-  Gdy to tylko mo liwe, nale y d y  do stosowania warunków, tzw. prze-
adowania st eniowego kolumny (wysokie st enie i ma a obj to  do-
zowania), a nie obj to ciowego (niskie st enie i wysoka obj to  dozo-
wania, konieczne niestety, gdy rozpuszczalno  rozdzielanych substancji  
w eluencie jest bardzo niska). Korzystny jest wi c taki dobór eluentu, aby 
by  on dobrym rozpuszczalnikiem wszystkich sk adników wsadu do ko-
lumny i najkorzystniej jest dozowa  mieszanin  substancji rozdzielanych 
rozpuszczon  w eluencie. 

-  W praktyce istnieje optymalna warto  d ugo ci kolumny preparatywnej 
(Lc) oraz linowej pr dko ci przep ywu eluentu (u), zapewniaj ca maksy-
maln  produktywno  kolumny preparatywnej. Optymalna warto  Lc jest 
tym mniejsza, a optymalna pr dko  przep ywu eluentu oraz produktyw-
no  kolumny, a tak e konieczne maksymalne ci nienie pompowania 
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eluentu - tym wi ksze, im mniejsza jest rednica ziaren wype nienia ko-
lumny.  

W dalszej cz ci niniejszej pracy opisano kilka problemów praktycz-
nych zwi zanych z optymalnym stosowaniem cieczowej chromatografii pre-
paratywnej do rozdzielania i otrzymywania czystych substancji i podano 
optymalne, uzyskane w rezultacie bada , ich rozwi zania. 

Ka de zadanie zaczynaj ce si  od s ów �nale y wyodr bni  �, o czy-
sto ci nie gorszej ni  ��, posiada wiele uwarunkowa  lokalnych, poczynaj c 
od szczegó ów syntezy, w asno ci wyodr bnianej substancji, po warunki 
techniczne, jakimi dysponuje zamawiaj cy opracowanie. Wspomaganie 
komputerowe do wiadcze  [8, 9] oraz ocena elementów ekonomicznych 
chromatograficznego procesu przemys owego [10] s  niezb dne przy reali-
zacji postawionego zadania. Celem niniejszej pracy jest zwrócenie uwagi na 
niektóre elementy post powania (dobór sorbentu, rachunek ekonomiczny)   
i trudno ci, z jakimi spotyka si  eksperymentator (np. s aba rozpuszczalno  
sk adników próbki (wsadu)). W opisie przytoczono niektóre wyniki uzyskane 
w praktyce. 
 
Pierwsze polskie wdro enia 

Dr B. ledzi ska i wspó pracownicy [4,7] opracowali optymalne wa-
runki technologii otrzymywania lanatozydu C z ekstraktu alkoholowego digi-
talis lanata (z brunatnicy we nistej), a potem proscylarydyny otrzymywanej  
z ekstraktu alkoholowego, z tzw. cebuli morskiej. Obie technologie zosta y 
wdro one i stosowane w latach 80. ubieg ego wieku w KZF POLFA w Kut-
nie. Warto przy tym zwróci  uwag , e zastosowano wówczas chromatogra-
fi  w uk adzie faz normalnych z dynamicznie generowan  faz  stacjonarn  
bogat  w wod . �No nik� stanowi  el krzemionkowy typu H60, a faz  ru-
chom  mieszanina metanolu i chlorku metylenu w stosunku obj to ciowym 
94/6, zawieraj c  ok. 0.12% wody (poni ej granicy rozpuszczalno ci wody  
w uk adzie CH2Cl2-MeOH). W tych warunkach ma miejsce kondensacja kapi-
larna roztworu wody i metanolu w porach wype nienia kolumny i typowe wa-
runki chromatografii podzia owej [4]. Tego typu uk ady chromatograficzne 
charakteryzuj  si  szczególnie wysok  pojemno ci  sorpcyjn  i wysok  wy-
dajno ci  kolumny. S  te  one szczególnie odporne na wyst puj ce w la-
dowych st eniach zanieczyszczenia wsadu, silnie sorbowane do po-
wierzchni elu krzemionkowego. S  szczególnie przydatne do rozdzielania  
i otrzymywania, tak e w skali procesowej, glikozydów i alkaloidów. 
 
Buprenorfina 

Nale a o odzyska  cenny produkt - buprenorfin  (lek przeciwbólowy), 
a tak e nieprzereagowany cenny substrat z mieszaniny poreakcyjnej, gdy  
w czasie reakcji pojawi y si  produkty rozk adu buprenorfiny (MS). Podczas 
jednego rozdzielania i wyodr bniania, z zastosowaniem odpowiedniej ko-
lumny preparatywnej, zdo ano otrzyma  1500 mg czystego krystalicznego 
produktu w pierwszej zebranej frakcji oraz czysty substrat reakcji, zawarty  
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w drugiej frakcji. Nie by a to ogromna masa, ale by  to surowiec na prawie 
4000 tabletek leku (WZF POLFA).  
 
2-CDA 

Wilgotne kryszta y o brunatnym zabarwieniu by y surowcem, z którego 
po syntezie [11] wyodr bniano czyst  substancj  nazywan  w skrócie  
2-CDA (2-chlorodeoxyadenozyna, lek przeciw bia aczce kosmato-
komórkowej). Wykorzystano kolumn  produkcji Merck (Niemcy) o wymiarach 
Lc x dc � 20 x 5 cm, wype nion  sferycznym sorbentem C18, o ziarnie  
dp = 7 µm. W fazie ruchomej (ACN / MeOH / bufor), u ywanej do oznacze  
analitycznych, zamieniono bufor fosforanowy o pH = 2.50 na roztwór H2SO4 
w wodzie o takim samym pH. Wyniki rozdzielania wykonanego w warunkach 
braku prze adowania kolumny (w warunkach �analitycznych�) z zastosowa-
niem kolumny preparatywnej (dozowanie 3 ml roztworu, zawieraj cego  
30 mg surowca rozpuszczonego w fazie ruchomej, przep yw 30 ml/min, de-
tekcja 254 nm), by y nast puj ce: zanieczyszczenie 1 (k1 = 3.8, N1 = 11560), 
zanieczyszczenie 2 (k2 = 6.27), 2-CDA (k3 = 7.67, 32 = 1.22), dalsze zanie-
czyszczenia k>15. Po symulacjach z wykorzystaniem programu Craiga usta-
lono optymalne warunki rozdzielania preparatywnego (w warunkach st e-
niowego prze adowania kolumny). Wykonano nast puj c  procedur : do 
kolumny dozowano roztwór wsadu o obj to ci 2.6 V0, tzn. 2.6-krotno  tzw. 
obj to ci martwej kolumny (500 ml surowca rozpuszczonego w wodzie,  
w tym oko o 5 g 2-CDA), z kolei, po wprowadzeniu mieszaniny substancji 
zaadsorbowanych na powierzchni  wype nienia kolumny, procedura elucji 
by a nast puj ca: 7.7 V0 fazy ruchomej, 1.5 V0 metanolu (tzw., �mycie� ko-
lumny, tzn. elucja silnie sorbowanych zanieczyszcze  wsadu w formie jednej 
strefy), 1.5 V0 (reaktywacja zdolno ci sorpcyjnej kolumny z zastosowaniem 
eluentu). W opisanym post powaniu, po wprowadzeniu do kolumny rozdzie-
lanego roztworu (wsadu), ci nienie w uk adzie wzrasta o powoli od poziomu 
800 psig, nie przekraczaj c dopuszczalnej dla kolumny warto ci 1400 psig, 
a  do momentu, gdy zanieczyszczenie 1 opu ci o kolumn . W wycieku z ko-
lumny (eluacie) mo na by o zauwa y  �nietrwa  mgie k � wytr conej sub-
stancji. Po tym momencie ci nienie szybko wraca o do pierwotnego pozio-
mu. By o to nast pstwo �szoku st eniowego� wywo anego zmian  fazy 
wodnej, któr  stanowi  roztwór dozowany do kolumny, na du e st enie roz-
dzielanych substancji w fazie ruchomej, przewy szaj ce st enie roztworu 
nasyconego. Wyst pi a krystalizacja, jednak nie blokuj ca ca kowicie kolum-
ny chromatograficznej. 

Frakcja g ówna by a kierowana na grawitacyjn  kolumn  jonitow . 
Odkwaszony roztwór s u y  do wyodr bnienia czystej substancji (odzysk  
> 90%, zanieczyszczenia poni ej 0.2% ww.). Wydajno  procesu chromato-
graficznego: 3 g krystalicznej substancji 2-CDA/godz. lub 4.5 g podczas 
ka dego cyklu rozdzielania. Warto  dwóch chromatograficznych rozdziela  
zwraca a zakup kolumny. Obecnie parametry tego procesu chromatograficz-
nego s  ju  inne, sk adniki fazy ruchomej zosta y zast pione innymi sub-
stancjami, wydajno  jest nieco mniejsza, za  ryzyko niepowodzenia pod-
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czas rozdzielania zosta o sprowadzone do minimum, a 2-CDA s u y do wy-
twarzania leku (BIOTON).  
 
Analog prostaglandyny 

Z zastosowaniem siedmiu wybranych sorbentów (handlowe analitycz-
ne  kolumny wype nione 5 m sorbentem, w tym przypadku pe ni ce funkcj  
kolumn modelowych), przeprowadzono pomiar wspó czynników pojemno-
ciowych produktu i najbli szych s siaduj cych zanieczyszcze  (z1, z2), wy-

liczono selektywno  kolumny ( ), sprawno  badanych kolumn (N) oraz 
oceniono wzgl dn  pojemno  sorbentów w stosunku do produktu (k2X/k2G). 
Pomiary prowadzono stosuj c wcze niej dobran  faz  ruchom  w uk adzie 
faz normalnych (NP). Przy doborze sk adu fazy ruchomej obserwowano 
zmniejszanie si  selektywno ci rozdzielania ze wzrostem udzia u moderato-
ra fazy. Wyniki pokazano w tabeli 1. 

 
Tabela 1. Badanie sorbentów 
 

 
 

Im mniejsza selektywno  sorbentu tym mniejsza wydajno  otrzy-
mywania czystej substancji. Im wi ksze k-tym wi ksze zu ycie fazy rucho-
mej. Wybrano kolumn  analityczn  wype nion  sorbentem G i wykonano 
chromatogram w warunkach prze adowania kolumny. Dozowano 500 µL roz-
tworu surowca (10 mg/mL) w heptanie. Ka de dozowanie zosta o poprze-
dzone dozowaniem do kolumny 500 l czystego heptanu, przep yw fazy ru-
chomej 0.5 ml/min, chromatograf Shimadzu LC-6A pracowa  w warunkach 
izokratycznych. Na rysunku 1 pokazano chromatogram z tego do wiadcze-
nia. Zebrano frakcj  g ówn  poczynaj c od maksimum piku do 1/3 wysoko-
ci rejestrowanego piku. Odebrany roztwór zosta  poddany pomiarom HPLC 

na rutynowej kolumnie analitycznej i kolumnach stereospecyficznych z uwa-
gi na struktur  analogu prostaglandyny. Dalsze do wiadczenia by y prowa-
dzone na wi kszej kolumnie wype nionej 5 µm sorbentem G. 

 

Kolumna  
analityczna 
wype niona  
sorbentem 

k1 
z1 

k2 
produkt

k3 
z2 21 32 N2 

Wzgl dna 
pojemno  

A (silica gel) 12.25 13.66 16.17 1.12 1.18 8900 2.28 
B (silica gel) 7.40 8.14 9.56 1.10 1.17 6500 1.36 
C (silica gel) 9.42 10.32 12.19 1.096 1.18 8100 1.73 
D (silica gel) 8.94 9.74 11.53 1.089 1.18 9000 1.63 
E (silica gel NH2) 10.13 11.17 12.62 1.10 1.13 10500 1.87 
F (silica gel CN) 4.36 4.85 5.37 1.11 1.11 12300 0.81 
G (silica gel) 5.27 5.98 6.88 1.14 1.15 10200 1.00 
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Rysunek 1. Preparatywny chromatogram surowca po syntezie analogu prostaglandyny wyko-
nany z zastosowaniem kolumny analitycznej (modelowej) wype nionej 5 µm sorbentem G 
 
 
AZT 

Przyk adem opisu doboru warunków i oceny wielkoskalowego procesu 
wyodr bniania na kolumnie 10x25 cm by o otrzymanie AZT (azydotymidyna, 
lek o dzia aniu anty-HIV) z surowca po syntezie, zawieraj cego ok. 90% 
AZT. Do wiadczenia wykonano z wykorzystaniem kolumny mikroprepara-
tywnej 1x25 cm wype nionej sorbentem sferycznym DAISOGEL C8,  
o dp = 13 µm, firmy DAISO CO LTD, na chromatografie Shimadzu LC-6A 
oraz BIO-RAD, z faz  ruchom  MeOH/H2O = 20/80 (v/v). Planowanie roz-
dzia ów preparatywnych by o poprzedzone wyliczeniami opartymi na modelu 
idealnej chromatografii. Na rys. 2 przedstawiono chromatogram z analitycz-
nym naniesieniem wykonany na mikropreparatywnej kolumnie (20 µl wod-
nego roztworu surowca o st eniu 10 mg/ml, roztwór prawie nasycony). 

Porównanie chromatogramów uzyskanych z analitycznego i prepara-
tywnego naniesienia wykonanych na tej samej kolumnie przedstawiono na 
rys. 3. Oba chromatogramy s  tak z o one, e czasy ko ca zastrzyku s  
wspólne. Tam, gdzie znajduje si  koniec etapu dozowania, pojawia si  w ko-
lumnie chromatograficznej prawie zerowe st enie substancji i ten punkt 
�w druje� wzd u  kolumny tak samo wolno jak strefa substancji dozowana  
w warunkach braku prze adowania. Oba takie punkty opuszczaj  kolumn   
w tym samym czasie liczonym od ko ca czasu dozowania mieszaniny do ko-
lumny. 
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Rysunek 2. Chromatogram AZT po syntezie, kolumna 1x25 cm, faza ruchoma  
MeOH/H2O = 20/80, przep yw 1.2 ml/min, detekcja 265 nm, ci nienie ok. 3 bary, V0 = 12.76 ml, 
chromatografia izokratyczna do 140 minuty, potem 20-minutowa elucja gradientowa do 100% 
MeOH i dalej 100% MeOH. 

 
Rysunek 3. Chromatogram preparatywny (a) i analityczny (b) zosta y tak zestawione, aby pokry  
si  czas ko ca dozowania. Przep yw 2.5 ml/min, detekcja 300 nm (a), 265 nm (b), ci nienie 
oko o 17 bar, obj to  dozowania Vinj = 80 ml (800 mg) (a), Vinj = 20 µl (0.2 mg) (b). Regenera-
cj  kolumny (a) w czono oko o 107 minuty. 
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Opracowana procedura mia a nast puj ce parametry: przep yw  
5 ml/min, d ugo  fali detekcji 300 nm, cienienie oko o 35 bar, obj to  do-
zowania Vinj = 120ml (Vinj/V0 = 9.40, czas iniekcji 24 min, masa 1200 mg,  
120 mg surowca na 1 g sorbentu). Obj to  fazy ruchomej pompowana do 
wyst pienia frontu piku AZT wynosi a 25 ml (Vfront/V0 = 1.96, czas 5 min). 
Frakcj  g ówn  odbierano pomi dzy absorbancj  2.56 (sygna  detektora po-
za zakresem pomiarowym), a absorbancj  0.5 (koniec frakcji). By a to obj -
to  Vfrakcja = 69 ml (Vfrakcja/V0 = 5.4, czas 13.8 min). Regeneracja kolumny: 
26 ml MeOH (VMeOH/V0 = 2.04, czas 5.2 min), regeneracja wod : 13 ml 
(VH2O/V0 = 1.02, czas 2.6 min). Ca kowity czas rozdzielania z regeneracj  
kolumny wynosi  51 minut. Po odparowaniu do sucha frakcji g ównej i po 
krystalizacji pozosta o ci z wody, uzyskano 1.02 g AZT.  
Wykonano 5 ró nych chromatogramów, a ich wyniki pos u y y do wyznacze-
nia pojemno ci st eniowej kolumny C0 [M]. Pos u ono si  zale no ci  opi-
suj c  w modelu idealnej chromatografii czas pojawienia si  frontu prze a-
dowanego piku (rys. 3): 
 

frontinj
front g
t
t

 v1
0

 (1) 

 
oraz zale no ci  wi c  bezwymiarow  mas  minj dozowanego AZT  
z wspó czynnikiem pojemno ciowym gfront charakteryzuj cym po o enie fron-
tu piku AZT na chromatogramie pojedynczej substancji w przypadku izoter-
my Langmuira:  
 

AZT

frontinjinj
injinjinj k

g
VMC
VMC

cm  1
][
][

v
0

0  (2) 

 
Wyniki zestawiono w tabeli 2 i na rysunku 4. Wyznaczona metod  najmniej-
szych kwadratów st eniowa pojemno  kolumny wynosi C0 = 0.78 [M], a to 
oznacza, e 1 litr badanej kolumny posiada 0.78*V0/Vgeom = 0.51 mola miejsc 
aktywnych do adsorpcji AZT. 
 
 
Tabela 2. Po o enie frontu prze adowanego piku AZT na chromatogramie 
 

F  [ml/min] V inj  [ml] t front  [min] v inj =V inj /V 0 g front m inj
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Rysunek 4. Zale no  zastrzykni tej masy AZT od po o enia frontu piku 
 
Nale y zwróci  uwag  na st enie AZT w maksimum piku chromato-

graficznego oko o 30 mg/mL. Jest to st enie du o wy sze ni  w roztworze 
dozowanym, wy sze ni  rozpuszczalno  AZT w wodzie, lub fazie ruchomej. 
Taki �szok st eniowy� ma miejsce w czasie kontaktu fazy ruchomej z sub-
stancj  zaadsorbowan  z fazy bogatszej w wod  ni  faza ruchoma. Ten 
szokowy wzrost st enia jest nast pstwem bilansu masy i równowagi ter-
modynamicznej obowi zuj cej substancj  adsorbuj c  si  pomi dzy po-
wierzchni  sorbentu i faz  ruchom . W tym przypadku ustala si  równowaga 
procesu adsorpcji�desorpcji pomi dzy powierzchni  sorbentu bogatego  
w AZT zaadsorbowany z fazy wodnej roztworu dozowanego 
 AZT

faza
AZT
OH kk 2 , a faz  MeOH/H2O = 20/80, daj c w efekcie st enie AZT 

w fazie ruchomej du o wy sze ni  w roztworze nasyconym. Trwa o  roz-
tworu przesyconego zale y od wielu czynników, dlatego w takich post po-
waniach wymagana jest daleko posuni ta ostro no  i ci g a kontrola ci-
nieniomierza chromatografu. 

Badanie czysto ci produktu na p ytce TLC (fluorescencja) wykaza a obec-
no  jednego zanieczyszczenia, którego zawarto  oceniono na mniej ni  
0.5%. By o to zanieczyszczenie zawieraj ce rdze  tyminy, nie nale ce do 
zanieczyszcze  wymienianych przez farmakopee. Na wykonanym wg far-
makopei chromatogramie stwierdzone zanieczyszczenie znajduje si  na 
ko cu zbocza piku AZT.  

Taka sytuacja wymaga dodatkowych bada . S  to: wyodr bnienie za-
nieczyszczenia, aby stwierdzi  jego struktur  (MS, NMR), sprawdzenie, czy 
nie jest to produkt reakcji  zanieczyszczenia, którego  z g ównych substra-
tów, procesu otrzymywania AZT, podzia u frakcji g ównej na dwie frakcje,  
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z których jedna poddana by aby dodatkowej obróbce, itp.  Wykonanie takich 
bada  wymaga pracy na wi kszej kolumnie z wykorzystaniem wi kszej ilo ci 
materia u po syntezie. 
 
Tabela 3. Dane kolumny mikropreparatywnej, prognoza dla kolumny prepa-
ratywnej 
 

 
Wyniki do wiadcze  przeliczono i zestawiono niektóre parametry ko-

lumny 1x25 cm i procesu z kolumn  (oferowan ) 10.1x25 cm wype nion  
badanym sorbentem (tabela 3). Sporz dzono ocen  udzia u ró nych czynni-
ków w koszcie chromatograficznego oczyszczania 1 kg AZT na drodze pre-
paratywnej chromatografii na jednej kolumnie 10.1x25 cm, pracuj cej 5000 
godzin w ci gu roku (praca trzyzmianowa). Ocena zosta a sporz dzona do 
dyskusji w kierownictwie firmy, w warunkach ekonomicznych roku 1998 przy 
kursie: 3.54 pln/USD. Wynik przedstawiono na rysunku 5. 
 

 
 
Rysunek 5. Rozk ad ró nych udzia ów w cenie uzyskania 1 kg AZT oczyszczonego w procesie 
chromatografii preparatywnej 
 

Wyszczególnienie Kolumna mikro  
preparatywna 

Kolumna 
produkcyjna 

Masa sorbentu w kolumnie 10 [g] 1.01 [kg] 
Obj to  geometryczna z o a 19.6 [ml] 2.00 [l] 
Obj to  w asna kolumny V0 12.76 [ml] 1.30 [l] 
Przep yw fazy przez kolumn  5.0 [ml/min] 0.51 [l/min] 
Obj to  dozowania  Vinj 120 [ml] 12.24 [l] 
Dozowana masa Minj 1.2 [g] 0.122 [kg] 
Obj to  fazy r. do frontu AZT 25.0 [ml] 2.55 [l] 
Obj to  frakcji g ównej 69.0 [ml] 7.04 [l] 
Masa odzyskanego AZT 1.02 [g] 0.104 [kg] 
Regeneracja metanolem 25.5 [ml] 2.60 [l] 
Regeneracja wod  12.8 [ml] 1.30 [l] 
Czas ca kowity 1 cyklu rozdzielania 51 [min] 51 [min] 
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Wzorce EMC 
Produkcja erytromycyny A (EMC A, antybiotyk) w TZF POLFA, do 

kontroli post pu biosyntezy i procesu oczyszczania produktu wymaga a wie-
lu analiz dziennie. Ca y proces technologiczny otrzymywania EMC A by  
kontrolowany metodami chromatograficznymi korzystaj cymi z wzorców 
(HPLC metoda farmakopealna w rodowisku oboj tnym, trwaj ca 60 minut, 
HPLC w rodowisku alkalicznym 20 minut, HPLC z detekcj  elektroche-
miczn  10 minut i TLC). Sprawdzano obecno  EMC innych ni  EMC A. 
Proces technologiczny charakteryzuj  nast puj ce stwierdzenia. Erytromy-
cyna B powstaje obok EMC A w warunkach niedotlenienia hodowli Sterpto-
myces erythreus. Przyjmuje si , e EMC C jest prekursorem EMC A, EMC D 
jest prekursorem EMC B, EMC F jest prekursorem EMC E. Anhydro EMC A 
(EMC P), enoloeter EMC A (EE), enoloeter pseudo-EMC A (EMC X) powsta-
j  w wyniku kwa nej hydrolizy EMC A [12, 13]. Na rysunku 6 przytoczono 
przyk adowy chromatogram pokazuj cy po o enia pików zanieczyszcze . 

 
Rysunek 6. Chromatogram EMC w rodowisku alkalicznym (20 mM K2HPO4/ACN = 1/1,  
pH = 10.5, kolumna Suplex PKB-100), pokazuj cy rozk ad zanieczyszcze  EMC A [14] 
 

Te lokalne wzorce o czysto ci powy ej 95% czystej substancji otrzy-
mywano na drodze preparatywnej chromatografii z odpadów po krystalizacji 
przeznaczonych do utylizacji. By y to wzorce EMC: C, E, F, N-demetylo-
EMC A (NdA). Do otrzymania wzorców EMC A i EMC B wykorzystywano 
handlow  EMC A oraz 70% substancje z do wiadczalnej produkcji EMC B. 
Substancje EMC P, EE, EMC X otrzymywano na drodze prostych prze-
kszta ce  chemicznych EMC A [12,13] z wykorzystaniem preparatywnej 
chromatografii po syntezie. 

Opis warunków wyodr bniania EMC z odpadów: chromatograf Delta 
Prep Waters, przep yw 25 ml/min, detekcja 270 nm, droga optyczna 0.2 cm, 
zakres 2.0 AUFS, kolumna DAN Process 25x5 cm wype niona sorbentem 
Daisogel C8, dp = 13 µm, faza ruchoma: 38% bufor (0.1 M (NH4)HCO3  
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o pH = 10.0) oraz 62% MeOH (v/v), dozowanie 200 ml przesyconego roz-
tworu 10 g rodanku EMC (post powanie wg specjalnej procedury), faza  
regeneruj ca kolumn : 20 mM NaHSO4/EtOH = 25/75, faza �postojowa� 
podczas przechowywania kolumny: H2O/EtOH = 30/70. Przyk adowy chro-
matogram preparatywny oraz wynik analizy TLC otrzymanych frakcji poka-
zano na rysunku 7. 

 

 
 
Rysunek 7. Chromatogram preparatywny. Markery: 1-2 zakres dozowania, 3-4 frakcja 1 (60 ml; 
65 mg), 4-5 frakcja 2 (125 ml; 375 mg), 5-6 frakcja 3 (100 ml; 424 mg), 6-7 frakcja 4 (180 ml; 
1100 mg), marker 8: pocz tek zrzucania faz  regeneruj c , 7-9 frakcja 5 (200 ml; 1000 mg). 
Marker 10 koniec regeneracji i pocz tek stabilizacji kolumny faz  ruchom  (2 V0).  Chromato-
gram TLC: frakcje od 1 do 5 i materia  wyj ciowy 

 
 
Z ka dej odebranej frakcji usuwano MeOH na wyparce pró niowej  

w temperaturze 50oC, a produkt ekstrahowano chlorkiem metylenu z wod-
nego roztworu.  

Otrzymane frakcje, po uzyskaniu odpowiedniej masy substancji, re-
chromatografowano raz, dwa lub trzy razy w warunkach podobnych do opi-
sanych. Produkt ko cowy krystalizowano otrzymuj c dwu-wodzian konkret-
nej EMC. Otrzymanie 1 g spodziewanej EMC F, do analiz identyfikacyjnych 
MS i NMR i jako wzorca, wymaga o wielu powtórze . czne otrzymanie np. 
100 g wzorców wg wybory laboratorium Kontroli Jako ci wymaga o pracy  
3 osób i czasu oko o 3 miesi cy. Stosowano te  naniesienie 30 g rodanku 
EMC oraz faz  ruchom  o sk adzie 45%bufor/55%MeOH. Erytromycyna A 
charakteryzuje si  s ab  rozpuszczalno ci  i ujemnym wspó czynnikiem 
temperaturowym rozpuszczalno ci w wodzie i wodno metanolowych roztwo-
rach. We wszystkich post powaniach z EMC, roztwór do naniesienia na ko-
lumn  by  roztworem silnie przesyconym, sporz dzanym wg nast puj cej 
procedury. Nawa ka preparatu by a rozpuszczana w MeOH, s czona  
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i sch adzana do -23oC. Ten zimny roztwór by  mieszany z podobnie sch o-
dzonym roztworem buforu, tak by ko cowe obj to ciowe st enie metanolu 
by o ni sze ni  w danej fazie ruchomej (np. 50% MeOH). Sporz dzony roz-
twór by  natychmiast wprowadzany na kolumn  chromatograficzn , a osoba 
wykonuj ca t  czynno  pilnowa a, aby aden ma y pojawiaj cy si  kryszta-
ek nie zosta  zassany do pompy chromatografu.  

Ujemny wspó czynnik temperaturowy rozpuszczalno ci EMC wskazu-
je na mo liwo  istnienia termodynamicznie nietrwa ej formy krystalograficz-
nej [15]. Takie podejrzenia potwierdza y ró ni ce si  rentgenogramy prosz-
kowe wykonane w roztworze b d cym zawiesin  wytr conych w niskiej 
temperaturze kryszta ów oraz po wysuszeniu ich na powietrzu. Stwierdzono 
te , e wodny roztwór EMC A otrzymany z frakcji g ównej, po usuni ciu me-
tanolu na wyparce, nie krystalizowa , cho  jego st enie w 50oC si ga o  
140 mg/ml, za  stwierdzona rozpuszczalno  (równowaga roztworu z krysz-
ta ami preparatu wyj ciowego) wynosi a w tych warunkach mniej ni   
1 mg/ml. wiadczy to o trudno ciach w powstawaniu znanej struktury orto-
rombowej kryszta u dwu-wodzianu erytromycyny A [16, 17], pod nieobec-
no  innych podobnych zwi zków lub ladów kwasów t uszczowych z pro-
cesu biosyntezy.  
 
Pik X doksycykliny 

Na pocz tku farmakopealnego chromatogramu doksycykliny (antybio-
tyk) wyst puje tzw. pik X. Wyodr bnienie tej substancji z odpadów po pro-
dukcji formy leku dla potrzeb Kontroli Jako ci by o beznadziejnym przedsi -
wzi ciem. Na podstawie sugestii o tym, co powoduje powstanie tej 
substancji i kilku prób, wykonano poni sze do wiadczenie. W wodnym roz-
tworze (200 ml) rozpuszczono 10 g doksycykliny (hyclate), 50 g Na2SO4, 
100 mg Na2S2O5 (przeciwutleniacz). Roztwór umieszczono na 48 h w tempe-
raturze 50oC. Do roztworu dodano 50 ml fazy ruchomej (woda/EtOH =  
= 80/20) i wprowadzono na kolumn  5x25 cm wype nion  sorbentem Daiso-
gel C8. Z otrzymanej frakcji g ównej (2 V0) usuni to etanol na wyparce,  
a roztwór wodny poddano liofilizacji. Otrzymano 500 mg br zowawej sub-
stancji zawieraj cej wg HPLC 95.3% substancji X. Pomiar MS pokaza  iden-
tyczno  doksycykliny i substancji X. Na podstawie 13C NMR potwierdzono 
wniosek z MS. Na podstawie 1H NMR stwierdzono, e podwojone sygna y  
6-CH3 nale  do dwóch epimerów doksycykliny. Pik X jest mieszanin   
4-epidoksycykliny i 4,6-epidoksycykliny.  
 
To opracowanie po wi camy pami ci tragicznie zmar ej Pani mgr Gra yny Osmól-
skiej, Kierowniczki Laboratorium Badawczo-Rozwojowego Insuliny TZF POLFA,  
a tak e nie yj cym ju  pionierom praktycznego stosowania preparatywnej chromato-
grafii do otrzymywania farmakopealnie czystych leków nasercowych � Pani dr Barba-
rze ledzi skiej i twórcy w roku 1964 pierwszego w Polsce semi-preparatywnego 
wysokoci nieniowego chromatografu cieczowego - Panu prof. Jerzemu S. Kowalczy-
kowi. 
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