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PREPARATYWNA | PROCESOWA
CHROMATOGRAFIA CIECZOWA

WPROWADZENIE

Niniejszy artykut monograficzny zostat pomyslany jako swego rodzaju
podrecznik i przewodnik optymalnego stosowania kolumnowej elucyjnej
chromatografii cieczowej w skali preparatywnej lub procesowej do rozdziela-
nia mieszanin substanc;ji, lub grup substancji. Moze tez by¢ pomocny w pra-
cach nad optymalizacjg warunkéw preparatywnego stosowania kolumnowej
elucyjnej chromatografii gazowej oraz z eluentem nadkrytycznym, poniewaz
wiele ogdlnych regut jest wspdlnych dla optymalnego stosowania wszystkich
technik chromatografii w skali preparatywnej. Oczywiscie, chromatografia
gazowa, lub z eluentem nadkrytycznym, tak w skali analitycznej, jak i prepa-
ratywnej posiada wiele specyficznych cech i wlasciwosci. Stad tylko niektore
z opisanych dalej zasad optymalnego stosowania preparatywnej i proceso-
wej chromatografii cieczowej jest wspodlnych dla innych technik preparatyw-
nego stosowania chromatografii.

Chromatografia w sprzezeniu z detekcjg to niezastgpione techniki
analityczne o ogromnym i ciggle rosnacym zakresie zastosowan. Przede
wszystkim, jednak, jest to wazna grupa technik rozdzielania, ktére mogq stu-
zy6 do otrzymywania uzytkowych iloSci czystych substancji ze ztozonych
mieszanin. Istniejg takie problemy separacyjne, ktérych rozwigzanie jest do-
tychczas mozliwe tylko z wykorzystaniem chromatografii. Wéwczas chroma-
tografia jest niezastgpiona. Istnieje wiele innych problemoéw rozdzielczych,
ktére mozna ,rozwigzac” innymi technikami rozdzielania, takimi jak, ekstrak-
cja przeciwpradowa, metody stracania, membranowe i inne oraz ich kombi-
nacje. Czesto okazuje sie, ze chromatografia jest bardziej efektywng od in-
nych, technikg uzyskania uzytkowych iloSci substancji. Jest tak nie tylko
wtedy, gdy mozna zastosowaé warunki symulacji przemieszczania zioza
(Simulated Moving Bed) i otrzymywaé produkt w sposob ciagly, ale takze,
w przypadku periodycznego wykorzystywania tej techniki rozdzielania.

Nalezy na wstepie podkresli¢, ze proces rozdzielania i otrzymywania
substancji czystych, z wykorzystaniem chromatografii, jest tym bardziej efek-
tywny, im wyzsza jest selektywno$¢ zastosowanego ukfadu rozdzielczego,
a w przypadku chromatografii cieczowej, im mniejsze zapewni si¢ straty elu-
entu, tzn., im wiekszy bedzie stopien zawracanie eluentu do ponownego
rozdzielania. Stad, m.in., nalezy unika¢ stosowania warunkéw elucji gradien-
towej w przypadku wykorzystywania chromatografii cieczowej do otrzymy-



wania substancji, zwlaszcza, w skali procesowej, poniewaz to zawsze po-
draza tgczne koszty.

Warto tez zwrdci¢ uwage, ze doswiadczenia ostatnich lat wykazaty, iz
szczegoblnie efektywnag ekonomicznie technikg rozdzielania i otrzymywania
substancji w skali preparatywnej i procesowej jest chromatografia z eluen-
tem nadkrytycznym (P-SFC). Jednakze, mozna tg technikg rozdziela¢ tylko
substancje trwate termicznie oraz nisko i srednio polarne. Rozdzielanie sub-
stancji wysoko polarnych napotyka na trudno$ci zwigzane z konieczno$cig
stosowania polarnego modyfikatora cieczy nadkrytyczne;.

W konsekwencji chromatografia cieczowa w skali preparatywnej lub
procesowej (P-LC, albo P-HPLC) jest obecnie powszechnie i szeroko sto-
sowang technikg rozdzielania i otrzymywania czystych substancji i to nie tyl-
ko w laboratoriach, do uzyskiwania wzorcow i niewielkich iloSci okreslonych
zwigzkdw chemicznych dla mikrosyntez, czy zbadania wtasciwosci nowo od-
krytych lub zsyntetyzowanych indywiduéw chemicznych, ale takze w skali
procesowej, do produkcji, np., insuliny, antybiotykéw peptydowych, hormo-
néw, glikozyddw i innych substancji aktywnych biologicznie, w tym, lekow itp.

GLOWNE OBSZARY ZASTOSOWAN CHROMATOGRAFII W SKALI
PREPARATYWNEJ | PROCESOWEJ

Chromatografia w zastosowaniu do otrzymywania czystych substanc;ji
ma dwie nazwy:

- chromatografia preparatywna, gdy iloSci otrzymywanych substancji sg
niewielkie i otrzymywanie ma charakter sporadyczny;

- chromatografia procesowa (produkcyjna, przemystowa), gdy proces prowa-
dzony jest systematycznie, w sposéb cykliczny lub ciagty, a ilo§¢ produktu
jest znacznie wieksza (np. otrzymywanie leku, produktu handlowego itp.).

Od poczatku stosowania chromatografii technika ta byta wykorzysty-
wana dwukierunkowo: jako technika analityczna i jako sposéb na wydziele-
nie z mieszaniny interesujgcego sktadnika (lub skfadnikéw) mieszaniny.
Przez wiele lat, w okresie poprzedzajgcym automatyzacje i mikroprocesory,
detekcja, analityka iloSciowa, a takze preparatyka, z zastosowaniem chro-
matografii cieczowej, opierata sie na stosowaniu szklanej kolumny, wypet-
nionej sorbentem i zbieraniu kolejnych frakcji eluatu, ich analizie typowymi
technikami analitycznymi, np. spektrofotometrycznie, czy refraktometria.
Analityk musiat czesto uzy¢ do analizy catg iloS¢ wydzielonej substanciji,
szczegolnie, w przypadku wykonywania analizy $ladowej, albo wydzielania
skfadnikow wystepujacych w bardzo niskich zawarto$ciach. Im lepsze uzy-
skiwat rozdzielenie od sktadnikéw towarzyszacych, tym wynik byt bardziej
rzetelny. Na tym etapie rozwoju chromatografii granica pomiedzy chromato-
grafig, jako technika analityczna, czy stuzacg do otrzymywania czystych
substancji nie byta wyrazna. Wprowadzenie detektoréw przeptywowych i re-
jestratoréw, a pozniej komputeréow, wyraznie rozdzielito te dwa obszary za-
stosowan chromatografii.
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W chromatografii analitycznej celem jest uzyskanie rozdzielenia inte-
resujacych (czasem wszystkich) substancji w jak najkrotszym czasie, z roz-
dzielczoscig R = ok. 1. Dazy sie do zmniejszenia skali procesu i oszczedno-
Sci drogich sktadnikow eluentu przez zmniejszenie wymiaréw kolumny,
zwlaszcza Srednicy, dbajac rownoczeénie o jak najwyzszg sprawnos¢ roz-
dzielania. Stosuje sie niewielkie objetosci roztworu dozowanej mieszaniny,
by obnizyé do minimum tzw. rozmycie poza-kolumnowe. Ze wzgledu na wy-
sokg czuto$¢ wspotczesnych detektorow iloS¢ dozowanej probki moze by¢
bardzo mata (poza przypadkami analityki $ladowej) i eluat traktowany jest
jako &ciek, ktéry zostaje poddany utylizacji.
W skali preparatywnej, lub procesowej stosuje sie, natomiast, kolum-
ny o duzych Srednicach i wysokie natezenia przeptywu eluentu.
Chromatografia w zastosowaniu preparatywnym jest powszechnie
uwazana za szczegodlnie efektywng technike rozdzielania wielosktadniko-
wych mieszanin w celu otrzymywanie czystych substancji do zastosowan
badawczych lub mikrosyntez, gdy problem rozdzielczy nalezy do trudnych,
lub bardzo trudnych, gdy mozliwy do osiagniecia wspétczynnik rozdzielenia
interesujacej nas substancji i pasm towarzyszacych jest nizszy od 1.05.
Roéwniez, w skali procesowej znajduje coraz wiecej zastosowan do otrzymy-
wania substancji w ilosci nawet do kilkudziesieciu kilogramow na dobe.
Szczegodlnie, w nowoczesnym przemy$le farmaceutycznym mozna dzisiaj
spotka¢ hale produkcyjne, gdzie znajduja sie, wytgcznie, kolumny chromato-
graficzne i ich oprzyrzgdowanie w postaci pomp eluentu, pomp dozujacych
wsad, zbiornikéw, kolektoréw frakcji, urzgdzen do wzbogacania frakcji eluatu
w postaci odparowywaczy prézniowych, lub membranowych wymiennikéw
masy oraz urzadzen do izolacji substancji w postaci krystalicznej z frakgcji
eluatu.
Najwazniejsze dziedziny preparatywnych i procesowych zastosowan

chromatografii to:

- izolacja produktéow biotechnologii, szczegdlnie biatek i enzymow, polisa-
charydow, fosfolipidow, okreSlonych fragmentow DNA, lub RNA itp.;

- izolacja produktow naturalnych pochodzenia ro$linnego lub zwierzecego,

- izolacja produktow oraz zanieczyszczen powstatych podczas syntezy le-
kow (farmaceutykdéw, sktadnikow kosmetykéw itp. ),

- izolacja lantanowcow i transuranowcow,

- izolacja uzytkowych ilosci substancji do badan i mikrosyntez w zakresie
chemii organicznej, biochemii, mikrobiologii itp.,

- izolacja izomerdw optycznych.

TECHNIKI | MECHANIZMY CHROMATOGRAFII UZYWANE .
W ZASTOSOWANIACH PREPARATYWNYCH ORAZ NAJWAZNIEJSZE
ZASADY POWIEKSZANIA SKALI ROZDZIELANIA

Techniki chromatograficzne stosowane w skali preparatywnej i procesowe;j to:

- Kolumnowa, elucyjna chromatografia cieczowa (P-LC, lub P-HPLC) — naj-
wiekszy zakres preparatywnych i procesowych zastosowan chromatografii,
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- Kolumnowa, elucyjna chromatografia gazowa (P-GC) — zastosowania
gtéwnie do izolacji substancji zapachowych i sktadnikow olejkéw ete-
rycznych,

- Kolumnowa, elucyjna chromatografia z fazg ruchomg w stanie nadkry-
tycznym (P-SFC), najbardziej efektywna ekonomicznie domena zasto-
sowan chromatografii preparatywnej i procesowej, ale wiaze sie z wie-
loma trudnos$ciami metodycznymi i technicznymi,

- ,Flush Chromatography” (F-LC) — technika podobna do cienkowarstwo-
wej, ale realizowana w kolumnie, wypetnionej niezwilzonym sorbentem,
z wykorzystaniem wymuszonego, albo hiewymuszonego przeptywu eluentu,

- Planarna (cienkowarstwowa) preparatywna chromatografia cieczowa
(P-TLC), przydatna do otrzymywania bardzo niewielkich ilosci substancii.

Do celéw preparatywnych wykorzystywane sg wszystkie poznane
chromatograficzne mechanizmy rozdzielcze i wszystkie znane uktady chro-
matograficzne. Wykorzystuje sie chromatografie adsorpcyjng w uktadzie faz
normalnych (NP) i odwréconych (RP), chromatografie¢ oddziatywan hydrofi-
lowych (HILIC), chromatografi¢ jonowymienng (IEC), mechanizmy sita mole-
kularnego i sgczenia molekularnego (GPC/SEC), chromatografie powino-
wactwa (AC), mechanizm oddziatywan hydrofobowych (HIC) itd.

Wykorzystuje sie te same rodzaje wypetnienia kolumny, jak w chroma-
tografii analitycznej, ale najcze$ciej o nieco wigkszych ziarnach oraz jedno-
razowo dozuje mozliwie jak najwiekszg iloS¢ mieszaniny komponentéw do
kolumny, w przeliczeniu na mase wypeienia, tzn., dazy si¢ do uzyskiwania
maksymalnego, mozliwy do zastosowania stopnia przetadowania kolumny
(sorbentu). To warunkuje jak najwyzszg wydajnos¢ otrzymywania substancji.

Na rys. 1 zamieszczono przyktady chromatograméw, uzyskanych

z zastosowaniem kolumn analitycznych, petnigcych w tym przypadku funkcje
kolumn modelowych, otrzymane, w warunkach braku przetadowania kolum-
ny oraz w warunkach réznego stopnia przetadowania st¢zeniowego, albo
objetoSciowego, w uktadach faz odwréconych i normalnych. Warunki roz-
dzielania oraz masy substancji w roztworach dozowanych do kolumny
podano w opisie rysunku.
W komentarzu do tego rysunku warto dodac, ze szczegdlne korzySci w za-
stosowaniach preparatywnych, daje stosowanie warunkéw dynamicznie ge-
nerowanej fazy stacjonarnej w uktadach faz normalnych, tzn., z zastosowa-
nie np. porowatego zelu krzemionkowego, jako sorbentu i mieszaniny
nierozpuszczalnego w wodzie nisko polarnego rozpuszczalnika organiczne-
go (chlorku metylenu, etylenu, chloroformu, eteru di-etylowego, MTBE, octa-
nu metylu, etylu itp.), w mieszaninie z niewielkg iloScig rozpuszczalnika po-
larnego, rozpuszczalnego w wodzie (metanolu, etanolu, acetonitrylu,
dioksanu itp.) oraz z niewielkim dodatkiem wody do eluentu - o stezeniu bli-
skim stezeniu nasycenia, ale nieco nizszym. Takie warunki sg bardzo przy-
datne do rozdzielania glikozydow, alkaloidéw itp. substancji (patrz chroma-
togramy na rys. 1 a i @) i sg szczegdlnie korzystne, pod wzgledem
maksymalizacji produktywnosci kolumny.
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Przyktady a, a’, b, b’, ¢, ¢’ dotycza optymalnych warunkéw rozdzielania z przetadowaniem ste-
Zzeniowym, natomiast, przyktady d — f dotyczg rozdzielania substancji w niekorzystnych ukfa-
dach chromatograficznych lub w warunkach znikomej rozpuszczalno$ci w eluencie (konieczne
stosowanie przetadowania objeto$ciowego).

a, a’ — rozdzielanie lanatozydéw A (LA), B (LB), C (LC) z odpadu poprodukcyjnego, powstatego
podczas otrzymywania lanatozydu C z zastosowaniem ekstrakcji p-pradowej. Przyktad wyko-
rzystywania chromatografii podziatowej z dynamicznie generowang fazg stacjonarng dla ruty-
nowego otrzymywania substancji. a: —— warunki przetadowania (2-10'3 Imix/Tmonb); - - = warunki
braku3 przetadowania (,analityczne”); a’: warunki dolnej granicy przetadowania stezeniowego
(210 gmix/gmorb);

Warunki chromatogr.: kolumna 800x6 mm i.d., Kieselgel SI 60 40-63 um (Merck), eluent:
CH.Cl2:CH30H:H,O 92:8:0,2 V/V, w = 5 ml/min, detektor UV-254 (KABID), czulo$¢ -
1,28 AU/FS (oprocz - - -: 0,08 AU/FS).

b, b’ — rozdzielanie ,modelowej’ mieszaniny o (oNA), m (mNA), p (pNA)-nitroaniliny w warun-
kach chromatografii adsorpcyjnej; b: —— warunki przetadowania steZzeniowego
(6-10'3 Omix/Imony), - - - warunki ,analityczne” (6-10'3 Imix/mons), b’ warunki dolnej granicy przeta-
dowania (2-10'3 Imix/Ymord);

Warunki chromatograficzne: kolumna 100x4 mm i.d., Lichrosorb Sl 60 5 um, eluent: n-heptan —
dioksan 8:2 V/V, 1 mi/min, detektor UV 280 nm (Knauer), dtugo$¢ drogi optycznej 0,4 mm, czu-
tos¢ — b: —— 2,56 AU/FS, - -- 0,08 AU/FS, b”: 0,16 AU/FS.

¢, ¢’: rozdzielanie modelowej mieszaniny estrow CHs-, CoHs-, C3Hz-kwasu 40H benzoesowego
w uktadzie faz odwréconych (RP18); c¢: ——  warunki przefadowania stezeniowego
(10'2 Imix/Imorb), - - - warunki ,analityczne” (10'5 Imix/Imorb); C': warunki dolnej granicy przetado-
wania stezeniowego (2x10'4 Imix/Imorb); Warunki chromatograficzne: kolumna 120x4 mm i.d.,
Nucleosil RP18 7 um, eluent: CH30H - H,O 1:1 V/V, 1 ml/min, detektor UV 280 nm, dtugos¢
drogi opt. 0,4 mm (Knauer), czutosé - c: 2,56 AU/FS, - - - 0,08 AU/FS, ¢’: 0,32 AU/FS.

d — rozdzielanie estréw kwasu 4-OH benzoesowego: CsH7- (1), CoHs- (2), CHs- (3) w uktadzie
faz normalnych na zelu krzemionkowym Lichrosorb S| 60 5 um — kolumna 250x4 mm i.d., elu-
ent: heptan — dioksan 8:2 V/V, 2 ml/min, 256 nm; —— warunki granicy przetadowania steze-
niowego, - - - warunki ,analityczne”;

e, f — rozdzielanie o, m, p — nitroaniliny (patrz rys. 1b, b’) w ukfadzie faz odwréconych: Nucleosil
C18 7 um, kolumna 120x4 mm, eluent: CH3OH - H,O 1:1 V/V, 2 ml/min, e — warunki granicy
przetadowania stezeniowego, f — warunki ,analityczne”;

g — rozdzielanie benzenu (ci= 2 mg/ml, pik 1) i naftalenu (c; = 0,2 mg/ml, pik 2) w warunkach
znikomej rozpuszczalnosci substancji w eluencie: —— obj. dozowania 2 ml, warunki typowego
przetadowania objgtosciowego, - - - obj. dozow. 20 um warunki ,analityczne”; kolumna: Nucle-
osil C18 7 um, 250x4 mm id., 1 ml/min; W przypadku chromatograméw d-f detektor UV
254 nm, droga opt. 0,4 mm.

NajczeSciej optymalne warunki rozdzielania w skali preparatywnej,
a szczegolnie w skali procesowej dobiera sie z zastosowaniem kolumny
modelowej. Dotyczy to doboru selektywno$ci uktadu chromatograficznego,
sprawnosci rozdzielania - wielkoS¢ ziaren wypefienia, dtugosci kolumny,
predkosci przeptywu eluentu, mozliwego do osiagniecia stopnia przetado-
wania sorbentu oraz potozenia na chromatogramie punktow zbierania frakciji
itp. parametréw decydujgcych o efektywnosci rozdzielania i zbierania frakc;ji
eluatu oraz o czystosci otrzymywanego produktu. Funkcje kolumny modelo-
wej petni czesto kolumna analityczna, albo semi-preparatywna o $rednicy
dc =4 - 8 mm, jednak, nie jest to optymalne, poniewaz kolumna modelowa
powinna byé wypetniona nie tylko tego samego typu sorbentem, jak prepara-
tywna, ale tym samym sorbentem, takze w zakresie wielko$ci ziaren oraz
powinna by¢ tej samej dtugosci, jak kolumna preparatywna, albo procesowa.
Nastepnie mozna w sposob bardzo prosty dokona¢ powiekszenia skali roz-
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dzielania, przechodzac do stosowania kolumny o odpowiednio wiekszej
$rednicy, nie zmieniajgc ani sorbentu, ani dtugosci kolumny. Srednice ko-
lumny preparatywnej, konieczng do uzyskania potrzebnej wydajnosci roz-
dzielania, oblicza si¢ wowczas, zaktadajac odpowiednie zwiekszenie objeto-
Sci dozowanej mieszaniny substancji rozdzielanych oraz natezenia
przeptywu eluentu, proporcjonalnie do stopnia zwigkszenia pola przekroju
poprzecznego wypetnienia kolumny preparatywnej lub procesowej i mode-
lowej. Na rys. 2 naszkicowano schematycznie opisang powyzej zasade po-
stepowania w zwigzku z doborem optymalnych warunkéw rozdzielania sub-
stancji w skali preparatywnej, albo procesowe;j.
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Rys. 2. llustracja dwuetapowego postepowania podczas powigekszania skali procesu rozdziela-
nia w celu otrzymywania substancji metodami chromatografii w skali preparatywnej lub proce-
sowej. M — skala modelowa rozdzielania, P — skala preparatywna i procesowa rozdzielania

Warto tez zwroci¢ uwage, ze w prawie wszystkich w/w domenach za-
stosowan chromatografii - szczegolnie, gdy trzeba rozdzielaé tylko dwie
substancje i gdy nie jest konieczne stosowanie elucji gradientowej - jest
mozliwe wykonywanie rozdzielania w warunkach procesu ciggtego (SMB).
Polega on na réwnoczesnej pracy o$miu do kilkunastu kolumn, z odpowied-
nim przesunigciem fazy rozdzielania w kazdej z nich. Roztwér rozdzielanych
substancji (,wsad”) i eluent (,ekstrahent”), wprowadza sie w sposob ciggty
oraz w sposob ciggly odbiera sie sktadnik A (o nizszej retencji — ,ekstrakt)
i sktadnik B (0 wyzszej retencji — ,rafinat”). Odpowiednie miejsca doprowa-
dzania / odbioru w/w strumieni sg okresowo zmieniane przez odpowiedni
system sterowania komputerowego. W konsekwenc;ji frakcje eluentu, zawie-
rajace poszczegolne rozdzielane substancje sg zbierane bez przerwy. W ta-
kich przypadkach okazuje sie, ze chromatografia moze by¢ najbardziej opta-
calna ekonomicznie ze wszystkich technik rozdzielania, mozliwych
potencjalnie do stosowania.
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ZJAWISKA PRZELADOWANIA KOLUMNY (POWIERZCHNI
SORPCYJNEJ) | ICH EFEKTYWNE WYKORZYSTANIE W WARUNKACH
CHROMATOGRAFII PREPARATYWNEJ | PROCESOWEJ

Réznica warunkéw preparatywnych, w poréwnaniu do warunkow
chromatografii analitycznej, polega na konieczno$ci wykorzystania w mak-
symalnym stopniu powierzchni sorpcyjnej, lub fazy stacjonarnej. Im wyzszy
udaje sie osiggna¢ stopien przetadowania kolumny, tym bardziej efektywny
ekonomicznie jest proces rozdzielczy. Przy czym, rozdzielanie jest szcze-
golnie efektywne, gdy mozna uzyskac warunki silnego przetadowania steze-
niowego kolumny. Istnieje wéwczas mozliwo$¢ rozdzielania jednorazowo do
ok. 10'29 mieszaniny rozdzielanych substancji / g sorbentu typu Zel krze-
mionkowy lub chemicznie modyfikowany zel krzemionkowy i uzyskiwanie
produktu o czystosci powyzej 99.99 %. Moze to, jednak, mie¢ miejsce tylko
wtedy, gdy rozpuszczalno$¢ rozdzielanych substanciji w eluencie jest dosta-
tecznie wysoka oraz, gdy kolumna o wysokiej sprawnosci (wysokiej liczbie
potek teoretycznych), wypetniona technikg zawiesinowg na mokro, albo na
mokro - technikg dynamicznej kompresji aksjalnej (DAC), jest wykorzysty-
wana w warunkach ,niekoriczonej $rednicy). Woéwczas piki chromatograficz-
ne sg ksztattu zblizonego do trojkata prostokatnego, ktérego prawy dolny
wierzchotek lezy w punkcie retenciji, jaka by zostata uzyskana w warunkach
braku przetadowania (analitycznych - patrz rys. 1 a, b, c).

W przypadku niskiej rozpuszczalnos$ci rozdzielanych substancji w elu-
encie mozliwe jest uzyskanie jedynie przetadowania objetosciowego. Nie
mozna wowczas osiagnac¢ tak wysokiej efektywnosci ekonomicznej rozdzie-
lania — teoretycznie, nawet 50 razy mniejsza, niz w warunkach przetadowa-
nia stezeniowego. Piki chromatograficzne maja, wowczas, ksztatt zblizony
do prostokata, co jest spowodowane konieczno$cig dozowania duzych obje-
tosci roztworu substancji rozdzielanych o stosunkowo niskim stezeniu (patrz
rys. 19).

W przypadku trudnych, lub bardzo trudnych probleméw separacyjnych
(wspotczynnik selektywnosci o zblizony do 1.01), Dazy sie réwniez do pro-
wadzenia rozdzielania w warunkach przetadowania kolumny, lecz w prakty-
ce konieczne jest poprzestanie na dozowaniu jednorazowo do kolumny tylko
takiej ilosci mieszaniny substancji rozdzielanych, aby nie przekracza¢ grani-
cy liniowosci odpowiedniej izotermy sorpciji (w praktyce do ok. 5.10™ g/g sor-
bentu typu zel krzemionkowy i fazy stacjonarne zwigzane do powierzchni ze-
lu krzemionkowego). W przeciwnym razie strefy rozdzielanych substancji
naktadajg si¢ na siebie wzajemnie i czysto$¢ rozdzielanych substancji be-
dzie niewielka. Wowczas efektywnos¢ ekonomiczna separacji tez pozostaje
niewielka (patrz rys. 1 d, e).

Opisane powyzej reguly maja bezpo$redni zwigzek ze zjawiskami
sorpcji substancji rozdzielanych na powierzchni wypetnienia kolumny i z ro-
dzajem izotermy sorpcji. Najcze$ciej izoterma sorpcji ma w warunkach
chromatografii, w tym, cieczowej - charakter izotermy Langmuira, Zdarzajq
sie tez bardzo korzystne dla wydajnosci rozdzielania, przypadki, sorpcji wie-
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lowarstwowej, gdy charakter izotermy sorpcji jest wklesty (typu ,S”). Na
rys. 3. zamieszczono zestawienie roznych warunkow rozdzielania, wykorzy-
stywanych w chromatografii preparatywnej przy niewielkim i znacznym stop-
niu przetadowania kolumny oraz rodzaje spotykanych izoterm sorpcji i zwia-
zek zakresu stgzenia w roztworze dozowanym do kolumny z zakresem
izotermy sorpcji oraz ksztattem pikéw i zmiang retencji substancji w poréw-
naniu do warunkéw braku przetadowania (warunkéw ,analitycznych”).
W podpisie pod rysunkiem zamieszczono dodatkowe wyjasnienia.

Rys. 3.
Czesé |: Zestawienie form pikow chromatograficznych dla pojedynczej substanciji eluowane;j
w kolumnie chromatograficznej, w zaleznosci od typu przetadowania kolumny (po lewej stronie
cyfr odniesienia naszkicowano profile stezenia w chwili dozowania roztworu substancji eluowa-
nej do kolumny).
Oznaczenia: 1 — brak przetadowania kolumny, 2 — dolna granica przetadowania danego typu,
3 — typowy przyktad przetadowania danego typu;
Czes¢ II: Ksztalty i zakresy izoterm sorpcji odpowiednie dla pikéw chromatograficznych za-
mieszczonych powyzej (linig pogrubiong zaznaczono zakresy izoterm sorpcji charakterystyczne
dla danego typu przetadowania kolumny);
Czes€ |ll: Zestawienie charakteru typowych chromatograméw otrzymanych w przypadku roz-
dzielania dwoch substancji w warunkach danego typu przetadowania kolumny, odpowiednio:
z zachowaniem warunku Rs=1 ($rodka czesci fragmentu Ill — piki rozdzielane praktycznie do
poziomu linii bazowej) i po zwiekszeniu ilosci substancji wprowadzonej do kolumny (piki cze-
sciowo ,natozone” wzajemnie). W gérnym fragmencie cz.lll naszkicowano odpowiednie chroma-
togramy otrzymane w warunkach braku przetadowania (tzw. ,warunkach analitycznych”);
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ZASADY OPTYMALNEGO STOSOWANIA PREPARATYWNEJ
| PROCESOWEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ

Parametry opisujace wydajnos$¢ i produktywnos$é kolumny

Wydajno$¢ kolumny definiuje sie jako mase interesujacej nas sub-
stanciji, otrzymywang w jednostce czasu (1):

Rn=Q/t; (1)

Produktywno$¢ kolumny w chromatografii preparatywnej i procesowej
jest definiowana najogdlniej w ten sposob, ze jest obliczana da jednostki
przekroju poprzecznego wypetnienia kolumny (2). To pozwala poréwnywac
efektywnos$¢ rozdzielania tych samych substancji z zastosowaniem kolumn
o réznych wymiarach, a warto$¢ maksymalna oznacza optimum generalne.
W kazdym przypadku obliczenia oraz poréwnywanie wynikow jest wykony-
wane dla warunkow otrzymywania produktu o takiej samej czystosci:

P, :%*g

t

ke
O tA h*m’

] ()

P; - wydajnos¢ wyrazona jako masa substancji otrzymana w ciggu jednostki
czasuidla

jednostki powierzchni przekroju kolumny;

Q; - masa substancji wprowadzona do kolumny;

Q, - masa substanc;ji o czysto$ci (p) , otrzymana z kolumny;

t, - czas trwania procesu rozdzielania (w warunkach repetycyjnego dozowa-
nia — czas trwania jednego etapu rozdzielania);

A - powierzchnia przekroju poprzecznego wypetnienia kolumny A = ndz/4 ;

0,

i

Wyrazenie

nazwane jest stopniem odzysku.

Przedstawione wyrazenia uwzglednia strong ,korzysci”. Do strony
.Koszty”, nalezg koszty zwigzane ze bezpowrotnym zuzyciem sktadnikéw
eluentu (jesli ma miejsce), usuwaniem sktadnikdw eluentu z frakcji eluatu
i odzyskiem eluentu, cena kolumny i urzadzen pomocniczych, koszty roboci-
zny itd.

Optymalne przetadowanie kolumny w warunkach pracy preparatywnej
jest najczesciej takie, aby warto$¢ R miedzy izolowang substancja, a najbliz-
szymi ,zanieczyszczeniami”, widocznymi na chromatogramie wynosita ok. 1.
W warunkach rozdzielania procesowego korzystne jest stosowanie wyzsze-
go stopnia przetadowania, utrzymujac R na optymalnym poziomie (czgsto
ok. 0.75) i ,wycinajac” oraz zawracajgc do ponownego rozdzielania, odpo-
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wiednie miedzy-frakcje. Trzeba dodac, ze eksperymentalne okreslenie
optymalnej wartosci R oraz punktéw zbierania frakcji, zapewniajgcych
otrzymanie maksymalnej produktywnosci kolumny i wymaganej czystoSci
produktu jest bardzo pracochtonne. Jezeli nie dysponujemy odpowiednim
poprawnym komputerowym modelem rozdzielania, warto to wykona¢ do-
Swiadczalne tylko wtedy, gdy optymalizuje sie przetadowanie kolumny i zbie-
ranie frakcji dla warunkéw procesowego rozdzielania i dla produkcji sub-
stancji. Dla sporadycznego wykonywania rozdzielania preparatywnego,
znacznie bardziej celowe jest jednorazowe dozowanie takiej objeto$ci moz-
liwie stezonej mieszaniny substancji, by otrzymywa¢ R ok. 1 i zbieraé caty
zakres pikow interesujacych nas substancji widocznych na chromatogramie.

Zasade doboru optymalnej ilosci jednorazowo dozowanej do kolumny
mieszaniny substancji w warunkach chromatografii preparatywnej, albo pro-
cesowej zilustrowano na rys. 4.

Do parametrow, ktdére majg istotny wptyw na wydajnos¢ preparatyw-
nego, albo procesowego rozdzielania nalezg: ilo§¢ dozowanej substancji
(Vi * Ci), $rednica kolumny (dc), dlugo$¢ wypetienia kolumny (Lc), nateze-
nie przeptywu eluentu (w), powierzchnia wiasciwa materiatu stanowiacego
wypetnienie kolumny (F), wielko$¢ ziaren wypetnienia (dp), warto$¢ wspot-
czynnika retencji substancji izolowanej (ki) i wspétczynnika retencji ostatnie-
go piku (kn). Wplyw kazdego z tych parametréw na wydajno$¢ rozdzielania
wymaga oddzielnego omowienia.

llo$¢ dozowanej substancji

llos¢ dozowanej substancji (m;) okreslona jest iloczynem objetosci (V;)
i stezenia izolowanej substanciji (c;):

m; = Vi * (o] (3)

m <<, My, c;V ™~ maximum
ST p. = consl.
T
m
m

Rys. 4. llustracja zasady okreslania ilosci substancji dozowanych jednorazowo do kolumny oraz
wyznaczania punktéw zbierania frakcji w warunkach chromatografii procesowej
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- przetadowanie objeto$ciowe

W chromatografii analitycznej prébka jest dozowana w taki sposéb,
aby ze wzrostem dozowanej iloSci m; rosta tylko wysokos¢ piku. Aby speic
ten warunek objeto$¢ probki nie powinna przekroczyé okofo V4 szerokoSci
piku (wyrazonej w jednostkach objeto$ci), mierzonej przy podstawie piku,
a stezenie nie powinno by¢ wieksze niz 10 g substancji na g wypetnienia
kolumny.

Zwiekszenie objetosci dozowania (bez wzrostu stezenia — warunki
przetadowania objetosciowego), powoduje wzrost wysoko$ci i szerokosci pi-
ku. Jezeli objetoSC przekroczy graniczng warto$S¢, dalszy wzrost powoduje
wytgcznie poszerzenia pasm. W takim przypadku stezenie substancji w elu-
acie obserwowane jako wysoko$¢ piku nie zmienia sie (pojawi sie ,odcinek”
piku o statej wysokosci). Objeto$¢, od ktdrej obserwuje sie pik z plateau wy-
nosi okoto 6 odchylen standardowych piku otrzymanego po dozowaniu
probki analitycznej, tj. o znikomej objetosci i niskim stezeniu.

Wzrost szerokosci piku bedacy wynikiem duzej objeto$ci dozowania
odbywa sie poprzez wzrost objetosci elucji opadajacej czesci piku, podczas
gdy potozenie frontu piku nie ulega zmianie i odpowiada potozeniu piku
w warunkach chromatografii analitycznej i nie zalezy od retencji substanciji
ani jej rodzaju. Maksymalng objeto$¢, ktérg mozna dozowaé w celu zwigk-
szenia wydajnosci procesu mozna oszacowa¢ z chromatogramu, otrzyma-
nego dla prébki analitycznej. Jest to, zmierzona na poziomie linii podstawo-
wej i wyrazona w jednostkach objetosci - odlegtoS¢ pomiedzy pikami
substancji, ktore sg celem rozdzielania.

- przeladowanie stezeniowe

Wzrost stezenia substancji w probce dozowanej do kolumny (przy za-
chowaniu matej objeto$ci dozowania (V;)), powoduje poszerzenie pasma,
a ksztatt pikdw zalezy od rodzaju izotermy sorpcji (patrz rys. 3 oraz 1i4), ale
takze od stopnia nieliniowosci odpowiedzi detektora. Zaleznosci retencji od
ksztattu izotermy sorpcji przedstawiono schematycznie na rys 3, a dla pikéw
otrzymywanych w praktyce, na rys. 1.

Adsorpcja substancji z roztworéw w ukfadach ciecz - ciafo state naj-
czesSciej przebiega wg izotermy Langmuira. W nieliniowym zakresie tej izo-
termy, dla wysokiego stezenia substancji, wartoS¢ wspétczynnika retencji (k)
maleje ze wzrostem stezenia, tzn., ze ta czeS¢ pasma, gdzie jest wyzsze
stezenie wedruje szybciej. Pasmo staje sie niesymetryczne, w ksztatcie troj-
kata, ze stromym frontem. Wzrost stezenia probki powoduje wzrost wysoko-
Sci maksimum piku i poszerzenie pasma przez zmniejszenie objetos¢ eluciji
frontu. Tyt piku pozostaje w przyblizeniu w tym samym miejscu, jak dla piku
analitycznego.

Zwiekszanie wydajnosci procesu rozdzielania preparatywnego po-
przez wzrost stezenia roztworu dozowanego jest bardziej korzystne, niz za-
chowywanie przetadowania objetoSciowego (ze wzgledu na wigksze steze-
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nie substancji w eluacie, mozna uzyska¢ ponad 50-cio krotny wzrost wydaj-
nosci kolumny). Ograniczeniem jest rozpuszczalnos¢ sktadnikow
rozdzielanej mieszaniny w eluencie, ktéra z reguty maleje ze wzrostem re-
tencji rozdzielanego sktadnika.

Powyzsze stwierdzenia sg poprawne, przy zatozeniu, ze rozpuszczal-
nikiem roztworu dozowanego do kolumny jest eluent (albo ciecz o poczat-
kowym skfadzie, w przypadku elucji gradientowej) oraz gdy lepkos¢ roztworu
dozowanego jest niewiele wyzsza od lepkosci eluentu. Gdy rozpuszczalni-
kiem jest ciecz o wyzszej sile elucyjnej niz eluent i/albo roztwdr dozowany
jest bardzo lepki, to ze wzrostem stezenia roztworu dozowanego do kolumny
chromatograficznej moga by¢ zwigzane dodatkowe problemy, powodujace
w konsekwencji réznego typu znieksztatcenia pikdw chromatograficznych.
Efekty te zilustrowano na rys. 5.

a

Rys. 5. Zestawienie zaobserwowanych w praktyce rodzajoéw znieksztatcen pikow
chromatograficznych w warunkach chromatografii preparatywnej z uwzglednieniem warunkéw,
gdy inna ciecz niz faza ruchoma petni role rozpuszczalnika dla sporzadzenia roztworu
dozowanego do kolumny

Oznaczenia:

a — ksztatt piku w warunkach goérnej granicy braku przetadowania

as — naturalny ksztatt piku w warunkach przetadowania objetoSciowego

b — naturalny ksztatt piku w warunkach przetadowania stezeniowego

b1 — znieksztatcenie piku spowodowane zbyt wysoka réznica lepkosci i napieé powierzchnio-

wych miedzy roztworem dozowanym do kolumn i eluentem

b, — znieksztatcenie piku w sytuacji niedostatecznej rozpuszczalno$ci substancji rozdzielonej

w eluencie — przypadek ,wypadania oleju” podczas dozowania

bs; — znieksztatcenie piku w sytuacji niedostatecznej rozpuszczalno$ci substancji rozdzielone;j

w eluencie — przypadek ,wypadania krysztatéw” podczas dozowania

- ksztatt piku bez przetadowania, lub w warunkach gérnej granicy braku przetadowania oraz
usytuowanie piku w tych warunkach

¢ — naturalny ksztatt piku w warunkach izotermy sorpgji typu ,s” (do$¢ rzadki, lecz korzystny

przypadek w praktyce)

Cs, Cm — SteZenia substancji rozdzielanej odpowiednio: w fazie stacjonarnej (s) i ruchomej (m) ja-

ko oznaczenia osi odpowiednich izoterm sorpcji naszkicowanych w poblizu odpowiadajgcym im

pikom chromatograficznym
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Srednica kolumny

Najbardziej celowe jest powigkszanie skali rozdzielania substancji z zasto-
sowaniem kolumn tej samej dtugosci, wypetnionych tym samym sorbentem,
z zachowaniem tego samego ukfadu chromatograficznego i warunkéw pet-
nego podobienstwa fizycznego. Zwigkszeniu powinna, wiec, ulec tylko $red-
nica kolumny. Wydajnos¢ otrzymywania produktu wzro$nie proporcjonalnie
do zmiany powierzchni przekroju poprzecznego kolumny, a wigc proporcjo-
nalnie do drugiej potegi zmiany $rednicy kolumny z modelowej do prepara-
tywnej.

2
% dcz

2
dcl

m, =m,

(4)

m,, m, - masy substancji, dozowanych, odpowiednio, do kolumny o $redni-
cyd,id,;

Wediug tej samej proporcji nalezy réwniez zwiekszyé natezenie przeptywu
eluentu, a wiec, odpowiednio wzro$nie zuzycie eluentu. Natomiast, liniowa
predkos¢ przeptywu eluentu powinna by¢ zachowana bez zmiany. Nie powi-
nien tez zmieni€ sie czas rozdzielania, potozenie punktéw zbierania frakciji
na chromatogramie, sprawnos¢ kolumny, ani ci$nienie pompowania eluentu.
Pod warunkiem, jednak, opanowania umiejetno$ci uzyskiwania takiej samej
sprawnosci kolumny modelowej i preparatywnej lub procesowej, co nie zaw-
sze jest tatwe do osiggnigcia, cho¢ z pewnos$cig mozliwe. Zalezno$¢ wydaj-
nosci i niektérych innych parametrow procesu rozdzielania w funkcji srednicy
kolumny, pozostajg wtedy zgodne z wyrazeniem (4). Zalezno$¢ (4) dotyczy
takze zmiany wydajnosSci otrzymywania substancji (R)), objetosci dozowania
(Vi) i natezenia przeptywu eluentu (w).

Diugo$¢ kolumny

Wraz z diugoscia kolumny (L;) proporcjonalnie ro$nie masa wypetnie-
nia, lecz liczba pdtek teoretycznych jest proporcjonalna do /L., stad

w dtuzszej kolumnie pasma substancji sq bezwzglednie bardziej rozmyte,
ale wzglednie - mniej. Wzrost dtugosci kolumny powoduje tez zwiekszenie
oporow przeplywu (AP), co, w przypadku ograniczenia maksymalnego ci-
Snienia pracy aparatury preparatywnej lub procesowej moze uniemozliwié
uzyskanie optymalnego natezenia przeptywu eluentu.

Istnieje najmniejsza, krytyczna diugos$¢ kolumny (Lc win), wypetnionej
okreslonym sorbentem, a w istocie najmniejsza liczba tzw. potek teoretycz-
nych kolumny (N.,,), ktéra warunkuje minimalny konieczny stopien rozdzie-
lenia interesujacych nas substancji, wzajemnie od siebie, albo od niepoza-
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danych skfadnikéw. Zwigkszenie dtugosci kolumny, powyzej tej krytycznej,
minimalnej dtugosci, jest bardzo korzystne i celowe, zwtaszcza, gdy jedno-
czesnie mozna zwigksza¢ wartosc¢ liniowej predkosci przeptywu eluentu (u).
Umozliwia to znaczne zwigkszenie wydajnoSci rozdzielania. Zalezno$¢ pro-
duktywnosci kolumny (Py) od jej dtugosci (Lc), otrzymana w warunkach statej
predkosci liniowej eluentu (u) jest, jednak, nieliniowa. Osigga sie optymalng
dtugo$¢ kolumny - znacznie wieksza, niz potrzebna do rozdzielania anali-
tycznego, w warunkach bez przetadowania, jednak dalsze zwigkszanie dtu-
gosci kolumny jest juz niecelowe. Dla warunkéw zachowania statej wartoSci
predkosci przeptywu eluentu zilustrowano to na rys. 6, pokazujacym u goéry
wykresy zaleznoSci produktywnosci kolumny od dtugosci wypetienia,
otrzymane na podstawie rownan uzyskanych teoretycznie przez Hupe i Lau-
era, oraz ponizej, wykresy uzyskane do$wiadczalne, podczas pracy nad
optymalizacjg warunkéw otrzymywania lantozydu C z ekstraktéw suszu

z brunatnicy wetniste;.
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Rys. 6. Zalezno$¢ produktywnosci czasowej (Py) kolumny chromatograficznej od dtugosci (Lc)
kolumny w warunkach statej predkosci przeptywu eluentu. Krzywe a, b, c, d, zostaty uzyskane
w wyniku obliczen teoretycznych przez Hupe i Lauera, odpowiednio, dla wypetnieh o wielko$ci
ziaren dp = 5, 7, 10, 32.5 ym, a krzywe 1, 2, 3, podczas badan nad optymalizacjg warunkow
otrzymywania lanatozydu C z ekstraktu suszu z brunatnicy wetnistej dla kolumn wypetnionych
zelem krzemionkowym o $rednich wielkosciach ziaren, odpowiednio: 10, 45, i 102 pm
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Srednica ziaren wypetnienia kolumny

Srednica ziaren wypetnienia ma zasadniczy wptyw na sprawno$¢ ko-
lumny. Krytyczng, minimalng liczbe pétek teoretycznych, niezbedng do pre-
paratywnego rozdzielenia mieszaniny substancji mozna osiggna¢ zmieniajac
dtugo$¢ kolumny, albo / i $rednice ziaren wypetnienia kolumny. Przy zmianie
skali procesu rozdzielania w warunkach przetadowania objetoSciowego,

wazna jest nie tyle sama dtugo$¢ kolumny L, lecz stosunek%, tj. proporcja
P

dtugosci kolumny do kwadratu $rednicy ziaren wypeinienia. W warunkach

przetadowania stezeniowego korzystne jest jednoczesne zmniejszanie wiel-

kosci ziaren wypetnienia oraz dtugosci kolumny, jednak, zachowanie statej

2
p

ne jest zastosowanie o ok. 30% dtuzszej kolumny, niz to wynika z obliczenia
otrzymanego na podstawie tej reguty. Zachowujgc te proporcje oraz zwiek-
szajgc jednoczesnie predkosc przeptywu eluentu, mozna uzyskac znaczacy
wzrost wydajnosci rozdzielania preparatywnego lub procesowego, z zacho-
waniem statej czystosci produktu.

Mozna generalnie stwierdzi¢, ze zmniejszanie wielko$ci ziaren wypet-
nienia kolumny preparatywnej (dp) jest zawsze bardzo korzystne dla uzy-
skiwania wzrostu wydajnoSci procesu rozdzielania oraz czystosci otrzymy-
wanych substancji i jest tym bardziej celowe, im trudniejszy jest problem
rozdzielczy (im mniejsze wartosci o). Ograniczeniem moze by¢, jednak,
maksymalna warto$¢ ci$nienia (APn.x), jakie mozna zastosowa¢ do rozdzie-
lania. Optymalng wielko$¢ ziaren wypetnienia kolumny preparatywnej lub
procesowej mozna okresli¢ jako warto§¢ w zakresie 10-25 mikrometréw i jest
ona tym nizsza, im trudniejszy jest problem rozdzielczy (im nizsza warto$¢ a
w warunkach bez przetadowania kolumny).

W przypadku rozdzielania substancji makromolekularnych, ich bardzo
niekorzystna kinetyka dyfuzji (niskie warto$ci wspoétczynnikéw dyfuzji) powo-
duja, ze zwiekszanie liniowej predkosci przeptywu jest niekorzystne i prowa-
dzi do znacznego wzglednego poszerzenia pikow. Wowczas zmniejszanie
wielkoSci ziaren wypetnienia i, jeSli to mozliwe z jednoczesnym zwigksza-
niem temperatury pracy kolumny, w zasadniczym stopniu poprawia rozdziel-
czo$¢ R i umozliwia zwigkszanie przetadowania, a stgd i wydajnosci oraz
produktywnosci kolumny.

warto$ci proporcji 2—" nie jest wowczas optymalng reguty. Bardziej korzyst-

Predkos$¢ przeptywu fazy ruchomej

Wzrost predkosci przeptywu fazy ruchomej powyzej predkosci opty-
malnej dla zaleznoSci H=f(u), powoduje zmniejszenie czasu trwania rozdzie-
lania i tym samym wzrost wydajnosci kolumny. Wptywa, jednak, ujemnie na
sprawnoS¢ rozdzielania, powodujac poszerzenie pasm. To, przy zatozonej
czystosci wydzielanej substancji, wymusza konieczno$¢ zmniejszenia masy
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dozowanej probki albo zmniejszenie objetoSci zbieranych frakcji. Spadek
sprawnosci kolumny powoduje tez zmniejszenie stezenia substancji w elu-
acie wyptywajacym z kolumny. Nalezy, jednocze$nie, bra¢ pod uwage ogra-
niczenia, wynikajgce z mozliwosci uzyskana odpowiednio wysokiego ciSnie-
nia pompowania eluentu na wlocie do kolumny oraz ograniczong
wytrzymatos¢ mechaniczng kolumny i jej wypetnienia.

Bez uwzgledniania ograniczen wytrzymato$ciowych, zalezno$¢ pro-
duktywnosci kolumny (P;) od szybko$ci przeptywu eluentu (u) nie jest liniowa
i posiada maksimum, ktérego warto$¢ jest tym wyzsza im mniejsze sg ziarna
wypetnienia kolumny (dp). Dalsze zwigkszanie predko$ci eluentu jest nie-
optacalne i z wielu powoddéw niekorzystne. Zilustrowano to na rys. 7 pokazu-
jacym u géry wykresy zaleznosci, otrzymanych na podstawie rownan otrzy-
manych teoretycznie przez Hupe i Lauera oraz ponizej - krzywe, otrzymane
na podstawie wynikéw uzyskanych doswiadczalne podczas pracy nad opty-
malizacjg warunkéw otrzymywania lantozydu C z ekstraktéw suszu brunatni-
cy wetniste;.
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Rys. 7. Zalezno$¢ produktywnosci czasowej kolumn chromatograficznych wypetnionych
sorbentem o réznych wielkosciach ziaren od predkosci przeptywu eluentu. Krzywe teoretyczne
wzieto z pracy Hupe i Lauera Krzywe eksperymentalne otrzymano podczas badan
nad doborem optymalnych warunkéw procesu otrzymywania lanatozydu C.
Oznaczenia: a, b — dp = 102 um, Lc odpowiednio: 800 mm (a) i 1600 mm (b);
¢, d, e —dp =50 um, Lc odpowiednio: 400, 800 i 1200 mm; f— dp = 10 um, Lc = 250 mm
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Retencja

Silna retencja sktadnikéw mieszaniny jest niekorzystna ze wzgledu na
nadmierne zuzycie eluentu, a przede wszystkim wzrost czasu rozdzielania.
Jednakze, dla dwoch substancji o réznej retencji, wzglednie wolniej ro$nie
szeroko$¢ pasma wraz z iloscig dozowanej substancji dla pikow o wigkszej
retencji, niz dla substancji o nizszej wartosci k. Optymalna warto$¢ wspot-
czynnika retencji (k) dla pierwszego rozdzielanego sktadnika mieszaniny
dwéch substancji nie powinna przekracza¢ 2-3, a dla ostatniego powinna
by¢ wieksza od 2-3, ale nie wyzsza niz ok. 12 [3].

Maksymalizacja selektywnoS$ci, czyli wartoSci o, ma najwazniejsze
znaczenie dla maksymalizacji wydajnosci rozdzielnia substancji w chroma-
tografii preparatywnej lub procesowej, niezaleznie od stosowanej techniki
chromatograficzne;.

Korzystne jest stosowanie sorbentow o duzej powierzchni wtasciwej
(o ziarnach wypetnienia catkowicie porowatych, albo posiadajacych niepo-
rowate ,jadro”, o bardzo niewielkiej Srednicy.

Odkrycie ostatnio technologii otrzymywania, tzw., monolitycznych wy-
petnien kolumn HPLC o bardzo niskiej warto$ci impedancji rozdzielania jest
szczegolnie wazne dla rozwoju wykorzystania chromatografii cieczowej
w skali preparatywnej i procesowej. Tego typu kolumny umozliwiajg otrzy-
mywanie zasadniczo wyzszych wydajno$ci preparatywnego rozdzielania
substancji o niewysokich masach czgsteczkowych, niz kolumny ,klasyczne”,
wypetnione ziarnistym sorbentem.

Optymalne warunki preparatywnego albo procesowego otrzymywania
substancji

Podsumowujac przedstawione powyzej reguty optymalizacji warun-
kéw preparatywnego lub procesowego rozdzielania substancji z wykorzysta-
niem chromatografii cieczowej, mozna podaé nastepujgce ogdlne zasady
maksymalizacji wydajnosci:

- W przypadku rozdzielania substancji o niskich masach czasteczkowych,
w ukfadach chromatograficznych, charakteryzujacych sie dobrg kinetyka zja-
wisk sorpcji — desorpcji oraz, gdy ograniczeniem nie jest dopuszczalne ci-
Snienie pompowania eluentu, najbardziej korzystne jest stosowanie stosun-
kowo wysokosprawnych kolumn preparatywnych o optymalnej dtugosci, tym
wyzszej im wigksza jest wielkoSC ziaren wypetnienia kolumny oraz zasadni-
czo dluzszych, niz wynositaby konieczna dtugos¢ kolumny analitycznej, wy-
petnionych sorbentem typu HPLC, o matych ziarnach wypefnienia. Je$li to
mozliwe, nalezy stosowac wysokosprawne kolumny monolityczne. Jedno-
czesnie nalezy stosowaé stosunkowo wysoka, predkosé przeptywu eluentu,
ktérej optymalna wartos¢ zalezy od wielkoSci ziaren wypetnienia kolumny
(dp), znacznie wyzszg od predko$ci optymalnej dla zaleznosci H=f(u).
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- W przypadku rozdzielania substancji o wysokich masach molekularnych,
albo w przypadku bardzo trudnych probleméw rozdzielczych, nalezy stoso-
wac kolumny o maksymalnej mozliwej do osiagniecia sprawnosci, jednak li-
niowa predkoS¢ przeptywu eluentu, szczegdlnie dla rozdzielania substancji
makromolekularnych powinna by¢ zblizona do optymalnej dla zalezno$ci
H=f(u), a wiec stosunkowo bardzo niska i w tych warunkach produktywnos¢
kolumny jest tez wzglednie niska.

- Gdy kinetyka zjawisk sorpcji — desorpcji jest niekorzystna, np. w warunkach
chromatografii jonowymiennej, celowe jest stosowanie kolumn, wypetnio-
nych sorbentem o wigkszych ziarnach (25-40 mikrometréw). Konieczne jest
wowczas rowniez stosowanie stosunkowo niskich, optymalnych, predkosci
przeptywu eluentu, jednak wyzszych od predkosci optymalnych wg zalezno-
Sci H=f(u). Wéwczas nie jest mozliwe otrzymanie tak wysokiej produktywno-
Sci kolumny, jak w warunkach opisanych na poczatku.

- W kazdym przypadku, korzystne jest stosowanie dla celéw preparatywnych
sorbentéw o wysokiej powierzchni wiasciwej oraz zachowanie niezbyt wyso-
kich warto$ci k, pierwszej z rozdzielanych substancji i wartoSci k ponizej
ok. 12 dla ostatniej substancji eluowanej z kolumny.

- Stosowanie elugji stopniowej, w celu skrécenia ogdlnego czasu elucji (cza-
su jednego etapu rozdzielania), bywa niezbedne. Nalezy, jednak, wéwczas
wykonywac¢ reaktywacje powierzchni wypetnienia kolumny, co najczesciej
wymaga zastosowania eluentu o poczatkowym sktadzie w iloSci co najmniej
7 objeto$ci martwych kolumny. Bardziej korzystne, niz elucja skokowa, jest
stosowanie przeptywu zwrotnego eluentu w kolumnie preparatywnej, albo
procesowej. Zapewnia to ditugotrwate utrzymywanie statej aktywno$ci po-
wierzchni sorpcyjnej oraz produktywno$ci kolumny, przy minimalnym zuzyciu
eluentu.

- Stosowanie elucji gradientowej nie jest korzystne. W przypadku rozdziela-
nia peptyddéw i biatek, albo w warunkach chromatografii oddziatywan hydro-
fobowych, jest jednak, konieczne. Powoduje, w poréwnaniu do warunkow
elucji izokratycznej, obnizenie efektywnosci procesu otrzymywania substan-
cji z powodu zwiekszenia czasu trwania jednego etapu rozdzielania o czas
reaktywacji kolumny/ Powoduje istotny wzrost kosztéw repetycyjnego otrzy-
mywania substancji, tym wiekszy im wyzsza jest cena eluentu, wyzszy koszt
odzysku eluentu i im wieksza czes¢ eluentu ulega utracie (nie moze zosta¢
zawrdcona do procesu).
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OPERACJE JEDNOSTKOWE | TECHNOLOGIA ROZDZIELANIA
| OTRZYMYWANIA SUBSTANCJI Z ZASTOSOWANIEM
PREPARATYWNEJ LUB PROCESOWEJ CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ

Na rys. 8 przedstawiono operacje jednostkowe, z ktérych sktada sie techno-
logia otrzymywania substancji z zastosowaniem chromatografii cieczowe;.
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Rys. 8. Schemat technologiczny procesu otrzymywania substancji z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej procesowej lub preparatywnej
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Na rys. 9 i 10 pokazano przyktady schematéw ideowych uktadu apa-
ratéw, odpowiednio: do chromatografii preparatywnej (rys. 9) i do chromato-
grafii w skali procesowej (rys. 10).
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Rys. 9. Schemat ideowy i funkcjonalny uktadu zautomatyzowanego — sterowanego komputerem
— gradientowego chromatografu preparatywnego z zaworami dwustanowymi (Z1 ... Z,s), Z moz-
liwo$cig recyrkulacji czesci eluentu oraz z podwdjnym systemem automatycznie kontrolowane-
go dozowania roztworu substancji rozdzielanych (dozownik petlicowy z samoczynnym repety-
cyjnym napetnianiem petli z regulowang objeto$cig cieczy lub dozowanie duzych objetosci
poprzez zawory Z, i Z3), oraz z systemem samoczynnego wykrywania ewentualnych przecie-
kow eluentu. Znaczenie symboli (ktdre nie zostaty wyjasnione na rysunku lub powyzej):

P — pompa ssaco-ttoczaca o matej objetosci skokowej, Z — zawory (A — D: programowanie skta-
du eluenta, 1 — 10: sterowania przebiegiem procesu separacji, 11 — 24: kolekgji frakg;ji);
MSP — modut sterowania pompa, MSWE — modut sterowania ,niskoci$nieniowym” systemem
gradientowym, MSZ — modut sterowania zaworami, MK — modut komunikacji z uzytkownikiem
i wzajemnej koordynacji programéw, obstugi awarii oraz kontroli warunkéw pracy kolumn (modut
o nadrzednych priorytetach, moze umozliwia¢ wykorzystywanie komputera do innych zadan
w przypadku bezawaryjnej pracy aparatu, a w przysztosci ewentualne wyeliminowanie koniecz-
nosci stosowania komputera) — obecnie cze$¢ funkcji tego modutu powierzono nadrzednemu
komputerowi
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Rys. 10. Schemat ideowy chromatografu preparatywnego w duzej skali separaciji lub chromato-
grafu procesowego. Oznaczenia: A, B, C — sktadniki eluentu i odpowiednie zbiorniki;
SR - roztwér rozdzielonych i odpowiedni zbiornik; P1 — pompa gtéwna z programowaniem
sktadu eluentu; P2 — pompa dozujgca roztwér substancji rozdzielonych (P1 i P2 wiaczona
alternatywa); Gr — programator i sterownik programu elucji, K — kolumna PLC, D — detektor;
R — ,restryktor”, K.Fr — sterownik kolektora frakcji, ZA, ZB, ZC — zawory proporcjonujgce,
1, 2, 3, 4 — zawory kolektora frakcji, F — filtry ssawne, Sc - sciek
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Rys. 11. Schematy ideowe réznych rozwiazan technicznych dozowania wsadu w chromatografii
preparatywnej lub procesowej

Na rys. 12 zamieszczono przyktad chromatogramu otrzymanego w czasie
jednego etapu repetycyjnego rozdzielania zanieczyszczonej mieszaniny la-
natozydéw A, B, i C w warunkach chromatografii procesowej — produkcja la-
natozydu C (LC) z metanolowego ekstraktu z suszu ziota - brunatnica wetni-
sta (digitalis lanata), z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej
o Srednicy wypefienia: 150 mm.
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Rys. 12. Przyktad chromatogramu uzyskanego w czasie trwania jednego etapu cyklicznej izola-
cji lanatozydu C z odpadu produkcyjnego z wykorzystaniem kolumny 800x150 mm, wypetnionej
Zelem krzemionkowym 60A d,=50um (No,=1600); Warunki: Eluent — CH,Cl, / CH30H / H,0
92:8:0,2 v/v, natezenie przeptywu 2200 ml/min, ci$n. 26 bar, temperatura pokojowa, detektor
UV 254nm. Ponizej osi czasu podano numery zbiornikéw, gdzie zostajg kierowane frakcje
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Na rys. 13 pokazano kilka chromatograméw otrzymanych bez przeta-
dowania kolumny (w warunkach ,analitycznych — piki gaussowskie) i w wa-
runkach przetadowania stezeniowego (piki pozostate), otrzymane z przekro-
czeniem liniowosci zakresu odpowiedzi detektora UV, jak i zastosowaniem
kilku sposobdw postepowania dla uniknigcia przekroczenia liniowego zakre-
su wskazan detektora - bardzo mata droga optyczna — 2 mm, a nawet
0.5 mm, i / albo wybér dtugosci fali o niskich warto$ciach absorbancji molo-
wej rozdzielanych substancji — 220 nm, albo 290 nm, zamiast 250 nm.

)

A

C 2 4 6 & 1013 |'\|| 6 18 20 23 23 26 38 30
t [min]

Rys. 13 Przyktady kilku chromatograméw uzyskanych dla tych samych ilosci estrow kwasu
40H benzoesowego rozdzielanych w warunkach typowego przetadowania stezenia kolumny,
z wyjatkiem gaussowskich pikdw narysowanych linig cienkg ciagta, ktére dotyczg braku przeta-
dowania; W warunkach przetadowania steZzenia zastosowano nastepujace warunki detekgji:

280 nm, 2,56 AU/FS, kuweta 10 mm
-------- 280 nm, 1.28 AU/FS, kuweta 0,5 mm
—— 254 nm, 1.28 AU/FS, kuweta 0,5 mm

Zamieszczone ilustracje i podpisy pod nimi, umozliwiajg uzyskanie
0golnej orientacji w zakresie stosowanych operacji jednostkowych i alterna-
tywnych sposobéw ich realizacji w praktyce w chromatografii cieczowej
w skali preparatywnej lub procesowej. Opis bardziej szczegdtowy przekracza
ramy tego opracowania. Zainteresowany czytelnik powinien skorzysta¢ ze
specjalistycznej literatury, albo z bardziej obszernego podrecznika na temat
preparatywnej i procesowej chromatografii cieczowe;.

KOLUMNY DO CHROMATOGRAFII PREPARATYWNEJ | PROCESOWEJ
— WYMAGANIA | ZASADY ICH SPELNIENIA W PRAKTYCE

Kolumny do chromatografii preparatywnej sg zawsze bardziej skom-
plikowanej konstrukgji, niz do kolumny do chromatografii analitycznej. Jed-
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nakze, w kolumnach preparatywnych zachodzg takie same zjawiska fizyko-
chemiczne i hydrodynamiczne jak w kolumnach analitycznych. Dotyczy to
zasad opisu retencji i selektywnosci uktadu chromatograficznego, a takze
zjawisk decydujacych o sprawno$ci rozdzielania i wptywajacych na liczbe
potek teoretycznych kolumny, z zastrzezeniem, koniecznosci rozpatrywania,
w obu wypadkach, warunkéw przekroczenia zakresu liniowosSci izotermy
sorpcji, tzn. rozpatrywania warunkéw przetadowania kolumny.

W zwigzku z wykorzystywaniem do celéw preparatywnych i proceso-
wych kolumn o znacznie wiekszej $rednicy niz kolumny analityczne pojawia-
ja sie dodatkowe trudnos$ci oraz problemy. Jednym z nich jest koniecznos¢
zapewnienia réownomiernego rozprowadzenia roztworu rozdzielanych sub-
stancji oraz eluentu na catym przekroju poprzecznym wypetnienia kolumny
i takiego samego odbierania eluatu opuszczajgcego kolumne. Musi to za-
pewni¢ optymalna konstrukcja gtowic - rozprowadzajacych eluent na po-
wierzchni warstwy wypetnienia kolumny i zbierajgcych eluat z powierzchni
ztoza kolumny.

Istnieje wiele konstrukcji preparatywnych kolumn chromatograficz-
nych, w ktorych powyzsze wymagania zostaty w rézny sposoéb - najczesciej
poprawnie - rozwigzane. Na rys. 14 zamieszczono kilka przyktadow schema-
téw budowy kolumn chromatograficznych, stosowanych do preparatywnego,
albo procesowego rozdzielania substancji, a w opisie rysunku zamieszczono
potrzebne wyjasnienia.

Wazny problem, to zapewnienie dtugookresowej stabilnosci wypetnie-
nia kolumny, gdy stosunek $rednicy kolumny i Srednicy ziarna wypetnienia
czesto jest wigkszy od 1000, a nawet 10000, a ziarna wypetnienia sg wyjat-
kowo matych rozmiaréw. W tych warunkach oddziatywania $cian - stabilizu-
jace strukture ztoza w kolumnie, tak wazne w reaktorach chemicznych z wy-
petieniem, albo takze w kolumnach analitycznych - w kolumnach
procesowych i preparatywnych praktycznie nie ma miejsca. W tej sytuaciji
szczegolne znaczenie ma poprawne, rownomierne i zwarte (ale nie nad-
miernie zwarte) upakowanie kolumny. Wykorzystywane sg tez dodatkowo,
specjalne sposoby stabilizacji struktury ztoza w czasie rozdzielania, takie jak
tzw. ,dynamiczna kompresja aksjalna” (DAC), lub kompresja ,aksjalno-
-radialna”, lub ma miejsce kompresja ztoza w kolumnie za pomocg mechani-
zmu Srubowego, niekiedy z zastosowaniem sprezyn regulujacych site doci-
sku przesuwnej glowicy (patrz rys. 14).

Poprawne dziatanie gtowicy wlotowej - wprowadzajacej ciecz do ko-
lumny i wylotowej, wyprowadzajacej eluat z kolumny oraz charakter profilu
przeptywu cieczy w warstwie wypetnienia kolumny preparatywnej, lub proce-
sowej, zalezny od wtadciwosci ztoza (promieniowego rozktadu porowatoSci
miedzy-ziarnowej i promieniowego rozktadu ziaren pod wzgledem wielkosci,
i ma decydujacy wptyw na szeroko$¢ i ksztatt pikow chromatograficznych
otrzymywanych z zastosowaniem kolumny preparatywnej, badz procesowe;j,
niezaleznie od stopnia przetadowania kolumny. Sprawno$¢ kolumny mierzo-
na liczbg potek teoretycznych (N), nie powinna zaleze¢ od Srednicy kolumny.
Tylko woéwczas moze mie¢ miejsce catkowite podobienstwo warunkéw
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fizycznych i hydrodynamicznych w kolumnie modelowej i preparatywnej lub
procesowej. Na wlocie do obu kolumn i na wylocie i na wylocie z nich, po-
winno mie¢ miejsce, odpowiednio, rownomierne rozprowadzanie cieczy na
caty przekréj poprzeczny wypetnienia / rownomierne zbieranie z catego
przekroju poprzecznego wypetnienia kolumny. Zasadnicze znaczenie ma ta-
ki spos6b wypetniania kolumny, aby profil predkosci przeptywu cieczy w ca-
tym przekroju poprzecznym kolumny i wzdtuz catej dtugosci wypemienia, byt
pfaski, tzn. ,tokowy”, a takze taki sposob wprowadzania strefy dozowanej do
kolumny, aby juz na poczatku nie byto znieksztatcenia, ktérego nie mozna
zmieni¢ w czasie trwania elucji.

Rys. 14. Zasady budowy i dziatania wazniejszych typéw kolumn i glowic dystrybucyjnych
do preparatywnej i procesowej chromatografii cieczowej

Typy kolumn (cigg dalszy opisu rys. 14.): A — kolumna z nieruchomymi gtowicami; B — kolumna
z co najmniej jedng gtowica przesuwng, dociskang srubami lub poprzez potaczenie gwintowe
nakretki (10) z korpusem (7); C — kolumna z co najmniej jedna gtowicg dociskang do ztoza
z wykorzystaniem sitownika hydraulicznego lub pneumatycznego, tzn. kolumna wyposazona
w tzw. ,system dynamicznej kompresji aksjalnej ztoza (DAC)”; D — kolumna o elastycznych Scia-
nach wyposazona w system promieniowej kompresji ztoza (patent f-my Waters); F — kolumna
o radialno-aksjalnej kompres;ji ztoza,

Typy gtowic dystrybucyinych: A, B, C — glowice z wolng przestrzenig dystrybucyjna w formie
stozka o kacie wierzchotkowym 140-165° (patent f-my Amicon); E — jedna z uproszczonych
form typoszeregu gtowic dystrybucyjnych opracowanych w Politechnice Gdanskiej,

Oznaczenia: 1 — przewdd doprowadzajgcy eluent lub roztwdr dozowany, 2 — korpus gtowicy,
3- uszczelka glowna, 4 — przestrzen dystrybucyjna, 4’ — wkiadka dystrybucyjna z systemem
rowkéw poziomych i poprzecznych otworkéw, 5 — spiek porowaty lub ,tkanina” z drutu kwaso-
odpornego, 6 — materiat wypetnienia kolumny, 7, 7’ — korpus kolumny, odpowiednio: rura kwa-
soodporna lub z elastycznego chemoodpornego tworzywa sztucznego, 8 — siatka tkana ze sto-
sunkowo grubego drutu (0,3-1,0 mm) lub wktadka z rowkami zapewniajacymi promieniowy
rozptyw cieczy w gtowicy, 9 — tuleja dystansowa, 10 — nakretka lub pokrywa dociskana $rubami,
11 — korpus sitownika hydraulicznego lub pneumatycznego, 12 — trzpien tloczyska, 13 — tloczy-
sko, 14 — ptyn ttoczacy
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Mozna stwierdzi¢, ze w praktyce, wiekszoS¢ niepowodzen prepara-
tywnego stosowania chromatografii cieczowej jest spowodowane nieumie-
jetnoScig zapewnienia tlokowego profilu przeptywu eluentu w kolumnie oraz
wystarczajgcej stabilnosci mechanicznej wypetnienia kolumny. Na rysunku
15 pokazano zwigzek ksztattu pikdw chromatograficznych z profilem prze-
plywu eluentu w kolumnie. Strefy substancji sg w kazdym przypadku roz-
dzielne w przestrzeni wypetienia kolumny. Jednakze na wylocie z kolumny
tylko ttokowy profil przeptywu zapewnia catkowite rozdzielenie. W przypadku
profilu nie ttokowego, dowolnego typu, na wylocie z kolumny nastepuje
Lwtorne” wymieszanie stref rozdzielonych w kolumnie.

a) b|}.. b,)

.

Rys. 15. llustracja uzasadniajgca konieczno$¢ istnienia ttokowego (ptaskiego) profilu przeptywu
cieczy w przestrzeni wypetnienia kolumny preparatywnej oraz pokazujgca niekorzystny wptyw
znieksztatcenia stref w kolumnie z p-tu widzenia wymagan, co do czystosci substancji:

a) Kolumna charakteryzujgca sie ttokowym profilem przeptywu eluentu;
b) Kolumna o nizszej przepuszczalnosci w rejonie przy$ciennym niz w poblizu osi — pdtprzekroj;
c) Kolumna o wyzszej przepuszczalno$ci w rejonie w przysciennym niz w poblizu osi — potprzekrdj

b).
b).

a’).

c).

%‘D!I&tfﬂ[!ﬂl&lliﬂ

R (]

Rys. 16. Zestawienie odpowiadajgcych sobie chromatogramoéw otrzymanych w warunkach bra-
ku przetadowania — a, b, ¢ oraz w warunkach typowego przetadowania stezeniowego — a’, b’, ¢’
z wykorzystaniem kolumny analitycznej (120x4 mm i.d.) — a, @’ oraz preparatywne;j
(120x32 mmid.)—b, b’ c, ¢
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Nie opanowany do korca problem stanowi tez wystepowanie nie wy-
jasnionego dotychczas w pefni, efektu tzw. ,ogonowania” pikéw przy linii ba-
zowej - przy ,podstawie” pikdbw po stronie zstepujacej - w przypadku wiek-
szosci  komercyjnych  kolumn preparatywnych HPLC, wypetnionych
metodami ,na mokro”. Tego typu znieksztatcenie pikow skutkuje otrzymywa-
niem mniej czystych substanciji, jak by to bylo mozliwe, gdyby efektu tego
nie byto. Na rys. 16 i 17 zilustrowano ten problem oraz pokazano, Zze najbar-
dziej efektywnym sposobem unikniecia jego skutkéw, jest stosowanie ko-
lumny preparatywnej HPLC, w warunkach tzw. nieskonczonej $rednicy. Ta-
kie rozwigzanie zaproponowanych przed laty Knox dla kolumn analitycznych
i semi-preparatywnych, charakteryzujgcych sie niekorzystnym profilem prze-
ptywu eluentu w rejonie przy$ciennym wypetnienia kolumny. Stosowanie wa-
runkéw nieskonczonej Srednicy wigze sie ze zmniejszeniem wydajnosci ko-
lumny, ale jest ono, tym mniejsze, im wigksza jest Srednica kolumny i im
mniejsza jest wielkoS¢ ziaren wypetnienia.

Eluent
Eluent lub probka

wW=w,+W, ml ]
min
WI
= const.
W,
2
WI dI
= ==L
WI + WZ d c

Rys. 17. Model optymalnego wykorzystania kolumny preparatywnej w warunkach nieskorczo-
nej $rednicy z ograniczeniem penetracji przez substancje eluowane strefy przysciennej
w kolumnie o grubosci ,,i”

Wypetnienie kolumn: Nucleosil C18 7 um; Kolumny wypetnianie na mokro
sposobami stosowanymi dla kolumn komercyjnych; b, b’ - kolumna prepara-
tywna byta eksploatowana w sposéb ,klasyczny”, tzn. z wykorzystaniem ca-
tej powierzchni przekroju poprzecznego dla rozdzielania; ¢, ¢’ — ta sama ko-
lumna stosowana w optymalnym wykorzystaniem warunkéw nieskoriczonej
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Srednicy (s=76%). Na chromatogramach b’ i ¢’ oznaczono zakresy zbierania
frakcji eluentu, poddanych nastepnie analizie. Substancje rozdzielane: estry
kwasu 4 OH benzoesowego, masa substancji dozowanych do kolumny
w warunkach przetadowania stezeniowego: ester etylowy — 95 mg, ester ety-
lowy 120 mg, ester propylowy 137 mg, masa substancji dozowanych do ko-
lumny analitycznej ok. 60 razy mniejsza niz do kolumny preparatywnej; elu-
ent: CH;0H — H,O 1:1 V/V, w=0,97 ml/min (d;=4 mm) oraz w=58 ml/min
(de=32 mm) (74 bar), detektor UV 280 nm, czuto$¢ 1,28 AU/FS, kuweta
o drodze optycznej 0,5 mm.

W przypadku wypetien o wielko$ci ziaren ponad ok. 25 mikrometréw,
kolumny mozna napetia¢ na sucho, stosujac, np. metode udarowg (udaro-
wanie kolumny w pionie, przy bardzo niewielkiej intensywnosci, jest bardziej
korzystne od udaréw intensywnych). W przypadku stosowania wypetnien
o ziarnach ponizej ok. 25 mikrometréw, nie mozna w sposéb zadowalajacy
wypemi¢ kolumn chromatograficznych metodami ,na sucho” i konieczne jest
stosowanie metod ,na mokro” z wykorzystaniem zawiesiny wypetnienia
w odpowiednio dobranej cieczy. Czesto stosuje sie pompowanie cieczy, albo
jej wyttaczanie za pomocg ttoka, tworzac wypetnienie kolumny w czasie fil-
tracji ztoza, narastajgcego na powierzchni gtowicy odbiorczej kolumny, albo
pompujac zawiesing z zastosowaniem jednej z gtowic umieszczonych w ko-
lumnie.

Na rys. 18 przedstawiono przyktady wynikéw badania zwigzku miedzy
profilem przeptywu cieczy w preparatywnej kolumnie do chromatografii cie-
czowej, warunkami wypetniania kolumny i wystgpowaniem tzw. efektu auto-
segregaciji ziaren wypetnienia kolumny pod wzgledem wielkosci. Wida¢, ze
takze woéwczas, gdy nie wystepuje auto-segregacja ziaren pod wzgledem
wielkosci, moze mie¢ miejsce nie-ttokowy profil przeptywu cieczy w kolumnie
i znieksztatcenie pikdw chromatograficznych, a w konsekwencji zmniejszenie
wydajnosci kolumny i czysto$ci otrzymywanych substancji. Widac tez, ze
przyczyng efektu ,ogonowania” pikow w przypadku kolumn preparatywnych
HPLC, wypetnionych ,na mokro” nie jest zjawisko ,auto-segregacji” ziaren
wypetnienia w kolumnie. Widaé réwniez, ze stosowanie warunkow nieskon-
czonej Srednicy moze skutkowaC otrzymywaniem czystych substancji tylko
wtedy, gdy przyczyng problemu jest ,ogonowanie” pikow.
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Réwnomieme
zabarwienie

Rys. 18. Przykfady reprezentowanych rezultatéw uzyskanych podczas doboru optymalnych wa-
runkéw wypetnienia kolumn preparatywnych o $rednicy 32-52 mm, wykonanych z zastosowa-
niem mieszaniny dwéch réznobarwnych frakcji zelu krzemionkowego o zakresie wielkosci zia-

ren 22 do 45 um (frakcja bezbarwna: 22 do 35 um i frakcja zabarwiona: 30 do 45 um)

z uwzglednieniem ksztattow stref barwnika Sudan | ,zatrzymanego” w przekroju poprzecznym
wypetnienia kolumny oraz odpowiadajgce tym kolumnom ksztatty pikéw chromatograficznych
na chromatogramach testowych.

Warunki wypetniania kolumn: A, B, C — wypetnianie na sucho metoda udarowg z rownomiernym
doprowadzeniem sorbentu do kolumny podczas wypetniania w warunkach, odpowiednio:
A — optymalnych (predkos¢ narostu ztoza podczas wypetniania (u, - ok. 1 cm/min) — cyfrg ,1”
oznaczono wyglad przekroju wypetnienia obserwowany réwniez niekiedy w optymalnie wypet-

nionej kolumnie),

B — przy zbyt szybkim doprowadzaniu sorbentu do kolumny (u, - ok. 3 cm/min),

C — przy zbyt powolnym doprowadzaniu sorbentu do kolumny (u, - ok. 0,22 cm/min),

D, D’, E — wypetnianie kolumny na mokro, odpowiednio: metodg filtracyjna lub ttokowa w wa-

runkach optymalnych (przyktady D, D’) i sedymentacyjno-wibracyjna (przyktad E), (w przypadku

D’ zastosowano gtowice dystrybucyjng zapewniajaca realizacje warunkéw nieskoficzonej sred-

nicy w kolumnie (S=50%) wypetnionej w tych samych warunkach jak w przyktadzie D). Dtugos$ci

warstwy wypetnienia w kolumnach: 15-25 cm

Na rys. 19 pokazano schematycznie kilka alternatywnych sposobéw
wypetniania ,na mokro” kolumn preparatywnych HPLC. Warto zwrdci¢ uwa-
ge na metode pokazang na rys. 19b, nie tyle dlatego, ze jest oryginalna i au-
tor nie spotkat w literaturze propozycji jej stosowania, ale przede wszystkim
dlatego, ze jest prosta w realizacji, bardzo skuteczna w praktyce i moze zo-
staé zastosowana w kazdym laboratorium, ktére ma mozliwo$¢ wykonania
w warsztacie mechanicznym kilku prostych metalowych elementéw oraz po-
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siada jakakolwiek pompe, majgcg ograniczenie maksymalnego ciSnienia
pompowania. Schemat a dotyczy procedur postepowania realizowanych
najczesciej przez producentéw kolumn. Schemat b, to stosowanie ,ttoka”
uszczelnionego wzglgdem Sciany kolumny, oddzielajacego zawiesing wy-
petnienia od medium ttoczgacego, ktérym moze byé sprezone powietrze
(w istocie pompa stato-ci$nieniowa). Schemat ¢ dotyczy metodyki zalecanej
do wypetniania na mokro kolumn preparatywnych sorbentami o wielkoSci
ziaren powyzej 20 mikrometréw, z zastosowaniem zasysania cieczy tworza-
cej zawiesine.

;

1

/
N [T /B
Rys. 19. Zestawienie schematéw instalacji do badan ,.kombinowanych” metod wypetnienia ko-
lumn preparatywnych HPLC i MPLC na mokro,
a) Kombinacja metody zawiesinowej z wibracjami lub udarowaniem zespotu kolumna — zbiornik
z zawiesing
b) Kombinacja metody dynamicznej kompresji aksjalnej z zastosowaniem ,ptywajgcego” ttoka
z wibracjami lub udarowaniem
c) Udarowanie albo wibrowanie zespotu kolumn — zbiornik z zawiesing, albo wykorzystanie wi-
bratora pograzalnego — z jednoczesnym zasysaniem cieczy tworzacej zawiesing
Elementy 1-13 powtarzaja si¢ na rysunku b w cato$ci, natomiast na rysunku ¢ nie stosowano
elementéw 1-4 oraz 10 i gtowicy gornej 11.
Oznaczenia:
1 — zbiornik z ciecza konsolidujaca ,L”, 2 — pompa wodna ttokowa, (w=const = 0-1 I/min lub
P=const: 0-300 bar), 3 — zawiesina ,s”, 6 — kolumna, 7- uchwyt suwliwy, 8 — tgcznik i uszczel-
nienie, 9 — kabel uziemiajgcy, 10 — post-kolumna wstepnie czesciowo wypetniona na sucho
(dp=60 um), 11, 11’ — gtowice wylotowa i wlotowa, 12 — przewod wlotowy (rurka), 13, 13’ — cy-
linder miarowy lub zbiornik prézniowy, 14 — ,ptywajacy ttok”
W — wzbudnik wibracji wraz z czujnikiem wibracji i oscyloskopem, T - urzgdzenie udarowania
kolumn [31], B — taznia ultradzwiekowa, WP — pograzalny wzbudnik ultradzwiekowy
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