
79 

Marian KAMI SKI 
Politechnika Gda ska, Wydzia  Chemiczny, 80-233 Gda sk, ul. Narutowicza 11/12,  
e-mail: mknkj@chem.pg.gda.pl.; tel: 601-40-18-24, (058) 347-17-29  
 
 
PREPARATYWNA I PROCESOWA  
CHROMATOGRAFIA CIECZOWA 
 
 
WPROWADZENIE 
 

Niniejszy artyku  monograficzny zosta  pomy lany jako swego rodzaju 
podr cznik i przewodnik optymalnego stosowania kolumnowej elucyjnej 
chromatografii cieczowej w skali preparatywnej lub procesowej do rozdziela-
nia mieszanin substancji, lub grup substancji. Mo e te  by  pomocny w pra-
cach nad optymalizacj  warunków preparatywnego stosowania kolumnowej 
elucyjnej chromatografii gazowej oraz z eluentem nadkrytycznym, poniewa  
wiele ogólnych regu  jest wspólnych dla optymalnego stosowania wszystkich 
technik chromatografii w skali preparatywnej. Oczywi cie, chromatografia 
gazowa, lub z eluentem nadkrytycznym, tak w skali analitycznej, jak i prepa-
ratywnej posiada wiele specyficznych cech i w a ciwo ci. St d tylko niektóre 
z opisanych dalej zasad optymalnego stosowania preparatywnej i proceso-
wej chromatografii cieczowej jest wspólnych dla innych technik preparatyw-
nego stosowania chromatografii. 

Chromatografia w sprz eniu z detekcj  to niezast pione techniki 
analityczne o ogromnym i ci gle rosn cym zakresie zastosowa . Przede 
wszystkim, jednak, jest to wa na grupa technik rozdzielania, które mog  s u-
y  do otrzymywania u ytkowych ilo ci czystych substancji ze z o onych 

mieszanin. Istniej  takie problemy separacyjne, których rozwi zanie jest do-
tychczas mo liwe tylko z wykorzystaniem chromatografii. Wówczas chroma-
tografia jest niezast piona. Istnieje wiele innych problemów rozdzielczych, 
które mo na �rozwi za � innymi technikami rozdzielania, takimi jak, ekstrak-
cja przeciwpr dowa, metody str cania, membranowe i inne oraz ich kombi-
nacje. Cz sto okazuje si , e chromatografia jest bardziej efektywn  od in-
nych, technik  uzyskania u ytkowych ilo ci substancji. Jest tak nie tylko 
wtedy, gdy mo na zastosowa  warunki symulacji przemieszczania z o a 
(Simulated Moving Bed) i otrzymywa  produkt w sposób ci g y, ale tak e,  
w przypadku periodycznego wykorzystywania tej techniki rozdzielania.  

Nale y na wst pie podkre li , e proces rozdzielania i otrzymywania 
substancji czystych, z wykorzystaniem chromatografii, jest tym bardziej efek-
tywny, im wy sza jest selektywno  zastosowanego uk adu rozdzielczego,  
a w przypadku chromatografii cieczowej, im mniejsze zapewni si  straty elu-
entu, tzn., im wi kszy b dzie stopie  zawracanie eluentu do ponownego  
rozdzielania. St d, m.in., nale y unika  stosowania warunków elucji gradien-
towej w przypadku wykorzystywania chromatografii cieczowej do otrzymy-
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wania substancji, zw aszcza, w skali procesowej, poniewa  to zawsze po-
dra a czne koszty. 

Warto te  zwróci  uwag , e do wiadczenia ostatnich lat wykaza y, i  
szczególnie efektywn  ekonomicznie technik  rozdzielania i otrzymywania 
substancji w skali preparatywnej i procesowej jest chromatografia z eluen-
tem nadkrytycznym (P-SFC). Jednak e, mo na t  technik  rozdziela  tylko 
substancje trwa e termicznie oraz nisko i rednio polarne. Rozdzielanie sub-
stancji wysoko polarnych napotyka na trudno ci zwi zane z konieczno ci  
stosowania polarnego modyfikatora cieczy nadkrytycznej. 

W konsekwencji chromatografia cieczowa w skali preparatywnej lub 
procesowej (P-LC, albo P-HPLC) jest obecnie powszechnie i szeroko sto-
sowan  technik  rozdzielania i otrzymywania czystych substancji i to nie tyl-
ko w laboratoriach, do uzyskiwania wzorców i niewielkich ilo ci okre lonych 
zwi zków chemicznych dla mikrosyntez, czy zbadania w a ciwo ci nowo od-
krytych lub zsyntetyzowanych indywiduów chemicznych, ale tak e w skali 
procesowej, do produkcji, np., insuliny, antybiotyków peptydowych, hormo-
nów, glikozydów i innych substancji aktywnych biologicznie, w tym, leków itp.  
 
 
G ÓWNE OBSZARY ZASTOSOWA  CHROMATOGRAFII W SKALI 
PREPARATYWNEJ I PROCESOWEJ 
 

Chromatografia w zastosowaniu do otrzymywania czystych substancji 
ma dwie nazwy: 
- chromatografia preparatywna, gdy ilo ci otrzymywanych substancji s  

niewielkie i otrzymywanie ma charakter sporadyczny; 
- chromatografia procesowa (produkcyjna, przemys owa), gdy proces prowa-

dzony jest systematycznie, w sposób cykliczny lub ci g y, a ilo  produktu 
jest znacznie wi ksza (np. otrzymywanie leku, produktu handlowego itp.). 

Od pocz tku stosowania chromatografii technika ta by a wykorzysty-
wana dwukierunkowo: jako technika analityczna i jako sposób na wydziele-
nie z mieszaniny interesuj cego sk adnika (lub sk adników) mieszaniny. 
Przez wiele lat, w okresie poprzedzaj cym automatyzacj  i mikroprocesory, 
detekcja, analityka ilo ciowa, a tak e preparatyka, z zastosowaniem chro-
matografii cieczowej, opiera a si  na stosowaniu szklanej kolumny, wype -
nionej sorbentem i zbieraniu kolejnych frakcji eluatu, ich analizie typowymi 
technikami analitycznymi, np. spektrofotometrycznie, czy refraktometri . 
Analityk musia  cz sto u y  do analizy ca  ilo  wydzielonej substancji, 
szczególnie, w przypadku wykonywania analizy ladowej, albo wydzielania 
sk adników wyst puj cych w bardzo niskich zawarto ciach. Im lepsze uzy-
skiwa  rozdzielenie od sk adników towarzysz cych, tym wynik by  bardziej 
rzetelny. Na tym etapie rozwoju chromatografii granica pomi dzy chromato-
grafi , jako technik  analityczn , czy s u c  do otrzymywania czystych 
substancji nie by a wyra na. Wprowadzenie detektorów przep ywowych i re-
jestratorów, a pó niej komputerów, wyra nie rozdzieli o te dwa obszary za-
stosowa  chromatografii.  
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W chromatografii analitycznej celem jest uzyskanie rozdzielenia inte-
resuj cych (czasem wszystkich) substancji w jak najkrótszym czasie, z roz-
dzielczo ci  R = ok. 1. D y si  do zmniejszenia skali procesu i oszcz dno-
ci drogich sk adników eluentu przez zmniejszenie wymiarów kolumny, 

zw aszcza rednicy, dbaj c równocze nie o jak najwy sz  sprawno  roz-
dzielania. Stosuje si  niewielkie obj to ci roztworu dozowanej mieszaniny, 
by obni y  do minimum tzw. rozmycie poza-kolumnowe. Ze wzgl du na wy-
sok  czu o  wspó czesnych detektorów ilo  dozowanej próbki mo e by  
bardzo ma a (poza przypadkami analityki ladowej) i eluat traktowany jest 
jako ciek, który zostaje poddany utylizacji. 

W skali preparatywnej, lub procesowej stosuje si , natomiast, kolum-
ny o du ych rednicach i wysokie nat enia przep ywu eluentu. 

Chromatografia w zastosowaniu preparatywnym jest powszechnie 
uwa ana za szczególnie efektywn  technik  rozdzielania wielosk adniko-
wych mieszanin w celu otrzymywanie czystych substancji do zastosowa  
badawczych lub mikrosyntez, gdy problem rozdzielczy nale y do trudnych, 
lub bardzo trudnych, gdy mo liwy do osi gni cia wspó czynnik rozdzielenia 
interesuj cej nas substancji i pasm towarzysz cych jest ni szy od 1.05. 
Równie , w skali procesowej znajduje coraz wi cej zastosowa  do otrzymy-
wania substancji w ilo ci nawet do kilkudziesi ciu kilogramów na dob . 
Szczególnie, w nowoczesnym przemy le farmaceutycznym mo na dzisiaj 
spotka  hale produkcyjne, gdzie znajduj  si , wy cznie, kolumny chromato-
graficzne i ich oprzyrz dowanie w postaci pomp eluentu, pomp dozuj cych 
wsad, zbiorników, kolektorów frakcji, urz dze  do wzbogacania frakcji eluatu 
w postaci odparowywaczy pró niowych, lub membranowych wymienników 
masy oraz urz dze  do izolacji substancji w postaci krystalicznej z frakcji 
eluatu. 

Najwa niejsze dziedziny preparatywnych i procesowych zastosowa  
chromatografii to: 
- izolacja produktów biotechnologii, szczególnie bia ek i enzymów, polisa-

charydów, fosfolipidów, okre lonych fragmentów DNA, lub RNA itp.; 
- izolacja produktów naturalnych pochodzenia ro linnego lub zwierz cego, 
- izolacja produktów oraz zanieczyszcze  powsta ych podczas syntezy le-

ków (farmaceutyków, sk adników kosmetyków itp.), 
- izolacja lantanowców i transuranowców, 
- izolacja u ytkowych ilo ci substancji do bada  i mikrosyntez w zakresie 

chemii organicznej, biochemii, mikrobiologii itp., 
- izolacja izomerów optycznych. 
 
TECHNIKI I MECHANIZMY CHROMATOGRAFII U YWANE  
W ZASTOSOWANIACH PREPARATYWNYCH ORAZ NAJWA NIEJSZE 
ZASADY POWI KSZANIA SKALI ROZDZIELANIA 
 
Techniki chromatograficzne stosowane w skali preparatywnej i procesowej to: 
- Kolumnowa, elucyjna chromatografia cieczowa (P-LC, lub P-HPLC) � naj-

wi kszy zakres preparatywnych i procesowych zastosowa  chromatografii, 
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- Kolumnowa, elucyjna chromatografia gazowa (P-GC) � zastosowania 
g ównie do izolacji substancji zapachowych i sk adników olejków ete-
rycznych, 

- Kolumnowa, elucyjna chromatografia z faz  ruchom  w stanie nadkry-
tycznym (P-SFC), najbardziej efektywna ekonomicznie domena zasto-
sowa  chromatografii preparatywnej i procesowej, ale wi e sie z wie-
loma trudno ciami metodycznymi i technicznymi, 

- �Flush Chromatography� (F-LC) � technika podobna do cienkowarstwo-
wej, ale realizowana w kolumnie, wype nionej niezwil onym  sorbentem,  
z wykorzystaniem wymuszonego, albo niewymuszonego przepywu eluentu, 

- Planarna (cienkowarstwowa) preparatywna chromatografia cieczowa  
(P-TLC), przydatna do otrzymywania bardzo niewielkich ilo ci substancji. 

 
Do celów preparatywnych wykorzystywane s  wszystkie poznane 

chromatograficzne mechanizmy rozdzielcze i wszystkie znane uk ady chro-
matograficzne. Wykorzystuje si  chromatografi  adsorpcyjn  w uk adzie faz 
normalnych (NP) i odwróconych (RP), chromatografi  oddzia ywa  hydrofi-
lowych (HILIC), chromatografi  jonowymienn  (IEC), mechanizmy sita mole-
kularnego i s czenia molekularnego (GPC/SEC), chromatografi  powino-
wactwa (AC), mechanizm oddzia ywa  hydrofobowych (HIC) itd.  

Wykorzystuje si  te same rodzaje wype nienia kolumny, jak w chroma-
tografii analitycznej, ale najcz ciej o nieco wi kszych ziarnach oraz jedno-
razowo dozuje mo liwie jak najwi ksz  ilo  mieszaniny komponentów do 
kolumny, w przeliczeniu na mas  wype nienia, tzn., d y si  do uzyskiwania 
maksymalnego, mo liwy do zastosowania stopnia prze adowania kolumny 
(sorbentu). To warunkuje jak najwy sz  wydajno  otrzymywania substancji.  

Na rys. 1 zamieszczono przyk ady chromatogramów, uzyskanych  
z zastosowaniem kolumn analitycznych, pe ni cych w tym przypadku funkcj  
kolumn modelowych, otrzymane, w warunkach braku prze adowania kolum-
ny oraz w warunkach ró nego stopnia prze adowania st eniowego, albo 
obj to ciowego, w uk adach faz odwróconych i normalnych. Warunki roz-
dzielania oraz masy substancji w roztworach dozowanych do kolumny 
podano w opisie rysunku. 
W komentarzu do tego rysunku warto doda , e szczególne korzy ci w za-
stosowaniach preparatywnych, daje stosowanie warunków dynamicznie ge-
nerowanej fazy stacjonarnej w uk adach faz normalnych, tzn., z zastosowa-
nie np. porowatego elu 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 niewielk  ilo ci  rozpuszczalnika po-
larnego, rozpuszczalnego w wodzie (metanolu, etanolu, acetonitrylu, 
dioksanu itp.) oraz z niewielkim dodatkiem wody do eluentu - o st eniu bli-
skim st eniu nasycenia, ale nieco ni szym. Takie warunki s  bardzo przy-
datne do rozdzielania glikozydów, alkaloidów itp. substancji (patrz chroma-
togramy na rys. 1 a i a�) i s  szczególnie korzystne, pod wzgl dem 
maksymalizacji produktywno ci kolumny. 
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Przyk ady a, a�, b, b�, c, c� dotycz  optymalnych warunków rozdzielania z prze adowaniem st -
eniowym, natomiast, przyk ady d � f dotycz  rozdzielania substancji w niekorzystnych uk a-

dach chromatograficznych lub w warunkach znikomej rozpuszczalno ci w eluencie (konieczne 
stosowanie prze adowania obj to ciowego). 
a, a� � rozdzielanie lanatozydów A (LA), B (LB), C (LC) z odpadu poprodukcyjnego, powsta ego 
podczas otrzymywania lanatozydu C z zastosowaniem ekstrakcji p-pr dowej. Przyk ad wyko-
rzystywania chromatografii podzia owej z dynamicznie generowan  faz  stacjonarn  dla ruty-
nowego otrzymywania substancji.  a:  warunki prze adowania (2·10-3 gmix/gmorb); - - - warunki 
braku prze adowania (�analityczne�); a�: warunki dolnej granicy prze adowania st eniowego 
(2·10-3 gmix/gmorb); 
Warunki chromatogr.: kolumna 800x6 mm i.d., Kieselgel SI 60 40-63 um (Merck), eluent:  
CH2Cl2:CH3OH:H2O 92:8:0,2 V/V, w = 5 ml/min, detektor UV-254 (KABiD), czu o  �  
1,28 AU/FS (oprócz - - -: 0,08 AU/FS). 
b, b� � rozdzielanie �modelowej� mieszaniny o (oNA), m (mNA), p (pNA)-nitroaniliny w warun-
kach chromatografii adsorpcyjnej; b:  warunki prze adowania st eniowego  
(6·10-3 gmix/gmorb), - - - warunki �analityczne� (6·10-3 gmix/gmorb), b�: warunki dolnej granicy prze a-
dowania (2·10-3 gmix/gmorb); 
Warunki chromatograficzne: kolumna 100x4 mm i.d., Lichrosorb SI 60 5 um, eluent: n-heptan � 
dioksan 8:2 V/V, 1 ml/min, detektor UV 280 nm (Knauer), d ugo  drogi optycznej 0,4 mm, czu-
o  � b:   2,56 AU/FS, - - - 0,08 AU/FS, b�: 0,16 AU/FS. 
c, c�: rozdzielanie modelowej mieszaniny estrów CH3-, C2H5-, C3H7-kwasu 40H benzoesowego 
w uk adzie faz odwróconych (RP18);  c:   warunki prze adowania st eniowego  
(10-2 gmix/gmorb), - - - warunki �analityczne�  (10-5 gmix/gmorb); c�: warunki dolnej granicy prze ado-
wania st eniowego (2x10-4 gmix/gmorb); Warunki chromatograficzne: kolumna 120x4 mm i.d., 
Nucleosil RP18 7 um, eluent: CH3OH - H2O 1:1 V/V, 1 ml/min, detektor UV 280 nm, d ugo  
drogi opt. 0,4 mm (Knauer), czu o  - c:   2,56 AU/FS, - - - 0,08 AU/FS, c�: 0,32 AU/FS. 
d � rozdzielanie estrów kwasu 4-OH benzoesowego: C3H7- (1), C2H5- (2), CH3- (3) w uk adzie 
faz normalnych na elu krzemionkowym Lichrosorb SI 60 5 um � kolumna 250x4 mm i.d., elu-
ent: heptan � dioksan 8:2 V/V, 2 ml/min, 256 nm;   warunki granicy prze adowania st e-
niowego, - - - warunki �analityczne�; 
e, f � rozdzielanie o, m, p � nitroaniliny (patrz rys. 1b, b�) w uk adzie faz odwróconych: Nucleosil 
C18 7 m, kolumna 120x4 mm, eluent: CH3OH - H2O 1:1 V/V, 2 ml/min, e � warunki granicy 
prze adowania st eniowego, f � warunki �analityczne�; 
g � rozdzielanie benzenu (ci = 2 mg/ml, pik 1) i naftalenu (ci = 0,2 mg/ml, pik 2) w warunkach 
znikomej rozpuszczalno ci substancji w eluencie:   obj. dozowania 2 ml, warunki typowego 
prze adowania obj to ciowego, - - -  obj. dozow. 20 m warunki �analityczne�; kolumna: Nucle-
osil C18 7 m, 250x4 mm i.d., 1 ml/min; W przypadku chromatogramów d-f detektor UV  
254 nm, droga opt. 0,4 mm. 
 
 

Najcz ciej optymalne warunki rozdzielania w skali preparatywnej,  
a szczególnie w skali procesowej dobiera si  z zastosowaniem kolumny 
modelowej. Dotyczy to doboru selektywno ci uk adu chromatograficznego, 
sprawno ci rozdzielania - wielko  ziaren wype nienia, d ugo ci kolumny, 
pr dko ci przep ywu eluentu, mo liwego do osi gni cia stopnia prze ado-
wania sorbentu oraz po o enia na chromatogramie punktów zbierania frakcji 
itp. parametrów decyduj cych o efektywno ci rozdzielania i zbierania frakcji 
eluatu oraz o czysto ci otrzymywanego produktu. Funkcj  kolumny modelo-
wej pe ni cz sto kolumna analityczna, albo semi-preparatywna o rednicy  
dc = 4 - 8 mm, jednak, nie jest to optymalne, poniewa  kolumna modelowa 
powinna by  wype niona nie tylko tego samego typu sorbentem, jak prepara-
tywna, ale tym samym sorbentem, tak e w zakresie wielko ci ziaren oraz 
powinna by  tej samej d ugo ci, jak kolumna preparatywna, albo procesowa. 
Nast pnie mo na w sposób bardzo prosty dokona  powi kszenia skali roz-
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dzielania, przechodz c do stosowania kolumny o odpowiednio wi kszej 
rednicy, nie zmieniaj c ani sorbentu, ani d ugo ci kolumny. rednic  ko-

lumny preparatywnej, konieczn  do uzyskania potrzebnej wydajno ci roz-
dzielania, oblicza si  wówczas, zak adaj c odpowiednie zwi kszenie obj to-
ci dozowanej mieszaniny substancji rozdzielanych oraz nat enia 

przep ywu eluentu, proporcjonalnie do stopnia zwi kszenia pola przekroju 
poprzecznego wype nienia kolumny preparatywnej lub procesowej i mode-
lowej.  Na rys. 2 naszkicowano schematycznie opisan  powy ej zasad  po-
st powania w zwi zku z doborem optymalnych warunków rozdzielania sub-
stancji w skali preparatywnej, albo procesowej.  

 
Rys. 2. Ilustracja dwuetapowego post powania podczas powi kszania 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 te  zwróci  uwag , e w prawie wszystkich w/w domenach za-
stosowa  chromatografii - szczególnie, gdy trzeba rozdziela  tylko dwie 
substancje i gdy nie jest konieczne stosowanie elucji gradientowej - jest 
mo liwe wykonywanie rozdzielania w warunkach procesu ci g ego (SMB). 
Polega on na równoczesnej pracy o miu do kilkunastu kolumn, z odpowied-
nim przesuni ciem fazy rozdzielania w ka dej z nich. Roztwór rozdzielanych 
substancji (�wsad�) i eluent (�ekstrahent�), wprowadza si  w sposób ci g y 
oraz w sposób ci g y odbiera si  sk adnik A (o ni szej retencji � �ekstrakt)  
i sk adnik B (o wy szej retencji � �rafinat�). Odpowiednie miejsca doprowa-
dzania / odbioru w/w strumieni s  okresowo zmieniane przez odpowiedni 
system sterowania komputerowego. W konsekwencji frakcje eluentu, zawie-
raj ce poszczególne rozdzielane substancje s  zbierane bez przerwy. W ta-
kich przypadkach okazuje si , e chromatografia mo e by  najbardziej op a-
calna ekonomicznie ze wszystkich technik rozdzielania, mo liwych 
potencjalnie do stosowania.  
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ZJAWISKA PRZE ADOWANIA KOLUMNY (POWIERZCHNI  
SORPCYJNEJ) I ICH EFEKTYWNE WYKORZYSTANIE W WARUNKACH 
CHROMATOGRAFII PREPARATYWNEJ I PROCESOWEJ 
 

Ró nica warunków preparatywnych, w porównaniu do warunków 
chromatografii analitycznej, polega na konieczno ci wykorzystania w mak-
symalnym stopniu powierzchni sorpcyjnej, lub fazy stacjonarnej. Im wy szy 
udaje si  osi gn  stopie  prze adowania kolumny, tym bardziej efektywny 
ekonomicznie jest proces rozdzielczy. Przy czym, rozdzielanie jest szcze-
gólnie efektywne, gdy mo na uzyska  warunki silnego prze adowania st e-
niowego kolumny. Istnieje wówczas mo liwo  rozdzielania jednorazowo do 
ok. 10-2g mieszaniny rozdzielanych substancji / g sorbentu typu el krze-
mionkowy lub chemicznie modyfikowany el krzemionkowy i uzyskiwanie 
produktu o czysto ci powy ej 99.99 %. Mo e to, jednak, mie  miejsce tylko 
wtedy, gdy rozpuszczalno  rozdzielanych substancji w eluencie jest dosta-
tecznie wysoka oraz, gdy kolumna o wysokiej sprawno ci (wysokiej liczbie 
pó ek teoretycznych), wype niona technik  zawiesinow  na mokro, albo na 
mokro - technik  dynamicznej kompresji aksjalnej (DAC), jest wykorzysty-
wana w warunkach �nieko czonej rednicy). Wówczas piki chromatograficz-
ne s  kszta tu zbli onego do trójk ta prostok tnego, którego prawy dolny 
wierzcho ek le y w punkcie retencji, jaka by zosta a uzyskana w warunkach 
braku prze adowania (analitycznych - patrz rys. 1 a, b, c). 

W przypadku niskiej rozpuszczalno ci rozdzielanych substancji w elu-
encie mo liwe jest uzyskanie jedynie prze adowania obj to ciowego. Nie 
mo na wówczas osi gn  tak wysokiej efektywno ci ekonomicznej rozdzie-
lania � teoretycznie, nawet 50 razy mniejsz , ni  w warunkach prze adowa-
nia st eniowego. Piki chromatograficzne maj , wówczas, kszta t zbli ony 
do prostok ta, co jest spowodowane konieczno ci  dozowania du ych obj -
to ci roztworu substancji rozdzielanych o stosunkowo niskim st eniu (patrz 
rys. 1g). 

W przypadku trudnych, lub bardzo trudnych problemów separacyjnych 
(wspó czynnik selektywno ci  zbli ony do 1.01), D y si  równie  do pro-
wadzenia rozdzielania w warunkach prze adowania kolumny, lecz w prakty-
ce konieczne jest poprzestanie na dozowaniu jednorazowo do kolumny tylko 
takiej ilo ci mieszaniny substancji rozdzielanych, aby nie przekracza  grani-
cy liniowo ci odpowiedniej izotermy sorpcji (w praktyce do ok. 5.10-4 g/g sor-
bentu typu el krzemionkowy i fazy stacjonarne zwi zane do powierzchni e-
lu krzemionkowego). W przeciwnym razie strefy rozdzielanych substancji 
nak adaj  si  na siebie wzajemnie i czysto  rozdzielanych substancji b -
dzie niewielka. Wówczas efektywno  ekonomiczna separacji te  pozostaje 
niewielka (patrz rys. 1 d, e). 

Opisane powy ej regu y maj  bezpo redni zwi zek ze zjawiskami 
sorpcji substancji rozdzielanych na powierzchni wype nienia kolumny i z ro-
dzajem izotermy sorpcji. Najcz ciej izoterma sorpcji ma w warunkach 
chromatografii, w tym, cieczowej - charakter izotermy Langmuira, Zdarzaj  
si  te  bardzo korzystne dla wydajno ci rozdzielania, przypadki, sorpcji wie-
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lowarstwowej, gdy charakter izotermy sorpcji jest wkl s y (typu �S�). Na  
rys. 3. zamieszczono zestawienie ró nych warunków rozdzielania, wykorzy-
stywanych w chromatografii preparatywnej przy niewielkim i znacznym stop-
niu prze adowania kolumny oraz rodzaje spotykanych izoterm sorpcji i zwi -
zek zakresu st enia w roztworze dozowanym do kolumny z zakresem 
izotermy sorpcji oraz kszta tem pików i zmian  retencji substancji w porów-
naniu do warunków braku prze adowania (warunków �analitycznych�).  
W podpisie pod rysunkiem zamieszczono dodatkowe wyja nienia. 

 
Rys. 3. 

Cz  I: Zestawienie form pików chromatograficznych dla pojedynczej substancji eluowanej  
w kolumnie chromatograficznej, w zale no ci od typu prze adowania kolumny (po lewej stronie 
cyfr odniesienia naszkicowano profile st enia w chwili dozowania roztworu substancji eluowa-
nej do kolumny). 
Oznaczenia: 1 � brak prze adowania kolumny, 2 � dolna granica prze adowania danego typu,  
3 � typowy przyk ad prze adowania danego typu; 
Cz  II: Kszta ty i zakresy izoterm sorpcji odpowiednie dla pików chromatograficznych za-
mieszczonych powy ej (lini  pogrubion  zaznaczono zakresy izoterm sorpcji charakterystyczne 
dla danego typu prze adowania kolumny); 
Cz  III: Zestawienie charakteru typowych chromatogramów otrzymanych w przypadku roz-
dzielania dwóch substancji w warunkach danego typu prze adowania kolumny, odpowiednio:  
z zachowaniem warunku Rs=1 ( rodka cz ci fragmentu III � piki rozdzielane praktycznie do 
poziomu linii bazowej) i po zwi kszeniu ilo ci substancji wprowadzonej do kolumny (piki cz -
ciowo �na o one� wzajemnie). W górnym fragmencie cz.III naszkicowano odpowiednie chroma-

togramy otrzymane w warunkach braku prze adowania (tzw. �warunkach analitycznych�);  
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ZASADY OPTYMALNEGO STOSOWANIA PREPARATYWNEJ  
I PROCESOWEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ 
 
Parametry opisuj ce wydajno  i produktywno  kolumny 
 

Wydajno  kolumny definiuje si  jako mas  interesuj cej nas sub-
stancji, otrzymywan  w jednostce czasu (1):  

 
Rh = Qr / tc       (1) 
 

Produktywno  kolumny w chromatografii preparatywnej i procesowej 
jest definiowana najogólniej w ten sposób, e jest obliczana da jednostki 
przekroju poprzecznego wype nienia kolumny (2). To pozwala porównywa  
efektywno  rozdzielania tych samych substancji z zastosowaniem kolumn  
o ró nych wymiarach, a warto  maksymalna oznacza optimum generalne. 
W ka dym przypadku obliczenia oraz porównywanie wyników jest wykony-
wane dla warunków otrzymywania produktu o takiej samej czysto ci: 
 

Pt At
Q

Q
Q

c

i

i

r *   [ 2*mh
kg

]    (2) 

 
Pt  -  wydajno  wyra ona jako masa substancji otrzymana w ci gu jednostki 
czasu i dla  
jednostki powierzchni przekroju kolumny; 
Qi  -  masa substancji wprowadzona do kolumny; 
Qr  - masa substancji o czysto ci (p) , otrzymana z kolumny; 
tc  - czas trwania procesu rozdzielania (w warunkach repetycyjnego dozowa-
nia � czas trwania jednego etapu rozdzielania); 
A  - powierzchnia przekroju poprzecznego wype nienia kolumny A = dc

2/4 ; 
 

Wyra enie 
i

r

Q
Q

 nazwane jest stopniem odzysku. 

 
Przedstawione wyra enia uwzgl dnia stron  �korzy ci�. Do strony 

�koszty�, nale   koszty zwi zane ze bezpowrotnym zu yciem sk adników 
eluentu (je li ma miejsce), usuwaniem sk adników eluentu z frakcji eluatu  
i odzyskiem eluentu, cena kolumny i urz dze  pomocniczych, koszty roboci-
zny itd. 

Optymalne prze adowanie kolumny w warunkach pracy preparatywnej 
jest najcz ciej takie, aby warto  R mi dzy izolowan  substancj , a najbli -
szymi �zanieczyszczeniami�, widocznymi na chromatogramie wynosi a ok. 1. 
W warunkach rozdzielania procesowego korzystne jest stosowanie wy sze-
go stopnia prze adowania, utrzymuj c R na optymalnym poziomie (cz sto 
ok. 0.75) i �wycinaj c� oraz zawracaj c do ponownego rozdzielania, odpo-
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wiednie mi dzy-frakcje. Trzeba doda , e eksperymentalne okre lenie 
optymalnej warto ci R oraz punktów zbierania frakcji, zapewniaj cych 
otrzymanie maksymalnej produktywno ci kolumny i wymaganej czysto ci 
produktu jest bardzo pracoch onne. Je eli nie dysponujemy odpowiednim 
poprawnym komputerowym modelem rozdzielania, warto to wykona  do-
wiadczalne tylko wtedy, gdy optymalizuje si  prze adowanie kolumny i zbie-

ranie frakcji dla warunków procesowego rozdzielania i dla produkcji sub-
stancji. Dla sporadycznego wykonywania rozdzielania preparatywnego, 
znacznie bardziej celowe jest jednorazowe dozowanie takiej obj to ci mo -
liwie st onej mieszaniny substancji, by otrzymywa  R ok. 1 i zbiera  ca y 
zakres pików interesuj cych nas substancji widocznych na chromatogramie. 

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

Do parametrów, które maj  istotny wp yw na wydajno  preparatyw-
nego, albo procesowego rozdzielania nale : ilo  dozowanej substancji  
(Vi * Ci), rednica kolumny (dc), d ugo  wype nienia kolumny (Lc), nat e-
nie przep ywu eluentu (w), powierzchnia w a ciwa materia u stanowi cego 
wype nienie kolumny (F), wielko  ziaren wype nienia (dp), warto  wspó -
czynnika retencji substancji izolowanej (ki) i wspó czynnika retencji ostatnie-
go piku (kn). Wp yw ka dego z tych parametrów na wydajno  rozdzielania 
wymaga oddzielnego omówienia. 
 
Ilo  dozowanej substancji 
 

Ilo  dozowanej substancji (mi) okre lona jest iloczynem obj to ci (Vi) 
i st enia izolowanej substancji (ci):  
 
mi = Vi * ci      (3) 
 

 
Rys. 4. Ilustracja zasady okre lania ilo ci substancji dozowanych jednorazowo do kolumny oraz 

wyznaczania punktów zbierania frakcji w warunkach chromatografii procesowej 
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- prze adowanie obj to ciowe 
 

W chromatografii analitycznej próbka jest dozowana w taki sposób, 
aby ze wzrostem dozowanej ilo ci mi ros a tylko wysoko  piku. Aby spe ni  
ten warunek obj to  próbki nie powinna przekroczy  oko o ¼ szeroko ci 
piku (wyra onej w jednostkach obj to ci), mierzonej przy podstawie piku,  
a st enie nie powinno by  wi ksze ni  10-4 g substancji na  g wype nienia 
kolumny.  

Zwi kszenie obj to ci dozowania (bez wzrostu st enia � warunki 
prze adowania obj to ciowego), powoduje wzrost wysoko ci i szeroko ci pi-
ku. Je eli obj to  przekroczy graniczn  warto , dalszy wzrost powoduje 
wy cznie poszerzenia pasm. W takim przypadku st enie substancji w elu-
acie obserwowane jako wysoko  piku nie zmienia si  (pojawi si  �odcinek� 
piku o sta ej wysoko ci). Obj to , od której obserwuje si  pik z plateau wy-
nosi oko o 6 odchyle  standardowych piku otrzymanego po dozowaniu 
próbki analitycznej, tj. o znikomej obj to ci i niskim st eniu. 

Wzrost szeroko ci piku b d cy wynikiem du ej obj to ci dozowania 
odbywa si  poprzez wzrost obj to ci elucji opadaj cej cz ci piku, podczas 
gdy po o enie frontu piku nie ulega zmianie i odpowiada po o eniu piku  
w warunkach chromatografii analitycznej i nie zale y od retencji substancji 
ani jej rodzaju. Maksymaln  obj to , któr  mo na dozowa  w celu zwi k-
szenia wydajno ci procesu mo na oszacowa  z chromatogramu, otrzyma-
nego dla próbki analitycznej. Jest to, zmierzona na poziomie linii podstawo-
wej i wyra ona w jednostkach obj to ci - odleg o  pomi dzy pikami 
substancji, które s  celem rozdzielania.  
 
- prze adowanie st eniowe 
 

Wzrost st enia substancji w próbce dozowanej do kolumny (przy za-
chowaniu ma ej obj to ci dozowania (Vi)), powoduje poszerzenie pasma,  
a kszta t pików zale y od rodzaju izotermy sorpcji (patrz rys. 3 oraz 1 i 4), ale 
tak e od stopnia nieliniowo ci odpowiedzi detektora. Zale no ci retencji od 
kszta tu izotermy sorpcji przedstawiono schematycznie na rys 3, a dla pików 
otrzymywanych w praktyce, na rys. 1. 

Adsorpcja substancji z roztworów w uk adach ciecz - cia o sta e naj-
cz ciej przebiega wg izotermy Langmuira. W nieliniowym zakresie tej izo-
termy, dla wysokiego st enia substancji, warto  wspó czynnika retencji (k) 
maleje ze wzrostem st enia, tzn., e ta cz  pasma, gdzie jest wy sze 
st enie w druje szybciej. Pasmo staje si  niesymetryczne, w kszta cie trój-
k ta, ze stromym frontem. Wzrost st enia próbki powoduje wzrost wysoko-
ci maksimum piku i poszerzenie pasma przez zmniejszenie obj to  elucji 

frontu. Ty  piku pozostaje w przybli eniu w tym samym miejscu, jak dla piku 
analitycznego. 

Zwi kszanie wydajno ci procesu rozdzielania preparatywnego po-
przez wzrost st enia roztworu dozowanego jest bardziej korzystne, ni  za-
chowywanie prze adowania obj to ciowego (ze wzgl du na wi ksze st e-
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nie substancji w eluacie, mo na uzyska  ponad 50-cio krotny wzrost wydaj-
no ci kolumny). Ograniczeniem jest rozpuszczalno  sk adników  
rozdzielanej mieszaniny w eluencie, która z regu y maleje ze wzrostem re-
tencji rozdzielanego sk adnika.  

Powy sze stwierdzenia s  poprawne, przy za o eniu, e rozpuszczal-
nikiem roztworu dozowanego do kolumny jest eluent (albo ciecz o pocz t-
kowym sk adzie, w przypadku elucji gradientowej) oraz gdy lepko  roztworu 
dozowanego jest niewiele wy sza od lepko ci eluentu. Gdy rozpuszczalni-
kiem jest ciecz o wy szej sile elucyjnej ni  eluent i/albo roztwór dozowany 
jest bardzo lepki, to ze wzrostem st enia roztworu dozowanego do kolumny 
chromatograficznej mog  by  zwi zane dodatkowe problemy, powoduj ce  
w konsekwencji ró nego typu zniekszta cenia pików chromatograficznych. 
Efekty te zilustrowano na rys. 5. 
 

 
 

Rys. 5. Zestawienie zaobserwowanych w praktyce rodzajów zniekszta ce  pików  
chromatograficznych w warunkach chromatografii preparatywnej z uwzgl dnieniem warunków, 

gdy inna ciecz ni  faza ruchoma pe ni rol  rozpuszczalnika dla sporz dzenia roztworu  
dozowanego do kolumny 

Oznaczenia: 
a � kszta t piku w warunkach górnej granicy braku prze adowania 
a1 � naturalny kszta t piku w warunkach prze adowania obj to ciowego 
b � naturalny kszta t piku w warunkach prze adowania st eniowego 
b1 � zniekszta cenie piku spowodowane zbyt wysok  ró nic  lepko ci i napi  powierzchnio-
wych mi dzy roztworem dozowanym do kolumn i eluentem 
b2 � zniekszta cenie piku w sytuacji niedostatecznej rozpuszczalno ci substancji rozdzielonej  
w eluencie � przypadek �wypadania oleju� podczas dozowania 
b3 � zniekszta cenie piku w sytuacji niedostatecznej rozpuszczalno ci substancji rozdzielonej  
w eluencie � przypadek �wypadania kryszta ów� podczas dozowania 
- kszta t piku bez prze adowania, lub w warunkach górnej granicy braku prze adowania oraz 

usytuowanie piku w tych warunkach 
c � naturalny kszta t piku w warunkach izotermy sorpcji typu �s� (do  rzadki, lecz korzystny 
przypadek w praktyce) 
cs, cm � st enia substancji rozdzielanej odpowiednio: w fazie stacjonarnej (s) i ruchomej (m) ja-
ko oznaczenia osi odpowiednich izoterm sorpcji naszkicowanych w pobli u odpowiadaj cym im 
pikom chromatograficznym 
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rednica kolumny 
 
Najbardziej celowe jest powi kszanie skali rozdzielania substancji z zasto-
sowaniem kolumn tej samej d ugo ci, wype nionych tym samym sorbentem, 
z zachowaniem tego samego uk adu chromatograficznego i warunków pe -
nego podobie stwa fizycznego. Zwi kszeniu powinna, wi c, ulec tylko red-
nica kolumny. Wydajno  otrzymywania produktu wzro nie proporcjonalnie 
do zmiany powierzchni przekroju poprzecznego kolumny, a wi c proporcjo-
nalnie do drugiej pot gi zmiany rednicy kolumny z modelowej do prepara-
tywnej. 
 

2
1

2
2

12 *
c

c

d
dmm       (4) 

 

2m , 1m  - masy substancji, dozowanych, odpowiednio, do kolumny o redni-

cy 2cd  i 1cd ; 
 
Wed ug tej samej proporcji nale y równie  zwi kszy  nat enie przep ywu 
eluentu, a wi c, odpowiednio wzro nie zu ycie eluentu. Natomiast, liniowa 
pr dko  przep ywu eluentu powinna by  zachowana bez zmiany. Nie powi-
nien te  zmieni  si  czas rozdzielania, po o enie punktów zbierania frakcji 
na chromatogramie, sprawno  kolumny, ani ci nienie pompowania eluentu. 
Pod warunkiem, jednak, opanowania umiej tno ci uzyskiwania takiej samej 
sprawno ci kolumny modelowej i preparatywnej lub procesowej, co nie zaw-
sze jest atwe do osi gni cia, cho  z pewno ci  mo liwe. Zale no  wydaj-
no ci i niektórych innych parametrów procesu rozdzielania w funkcji rednicy 
kolumny, pozostaj  wtedy zgodne z wyra eniem (4). Zale no  (4) dotyczy 
tak e zmiany wydajno ci otrzymywania substancji (Ri), obj to ci dozowania 
(Vi) i nat enia przep ywu eluentu (w). 
 
D ugo  kolumny 
 

Wraz z d ugo ci  kolumny (Lc) proporcjonalnie ro nie masa wype nie-
nia, lecz liczba pó ek teoretycznych jest proporcjonalna do cL , st d  
w d u szej kolumnie pasma substancji s  bezwzgl dnie bardziej rozmyte, 
ale wzgl dnie - mniej. Wzrost d ugo ci kolumny powoduje te  zwi kszenie 
oporów przep ywu ( P), co, w przypadku ograniczenia maksymalnego ci-
nienia pracy aparatury preparatywnej lub procesowej mo e uniemo liwi  

uzyskanie optymalnego nat enia przep ywu eluentu. 
Istnieje najmniejsza, krytyczna d ugo  kolumny (Lc min), wype nionej 

okre lonym sorbentem, a w istocie najmniejsza liczba tzw. pó ek teoretycz-
nych kolumny (Nmin), która warunkuje minimalny konieczny stopie  rozdzie-
lenia interesuj cych nas substancji, wzajemnie od siebie, albo od niepo -
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danych sk adników. Zwi kszenie d ugo ci kolumny, powy ej tej krytycznej, 
minimalnej d ugo ci, jest bardzo korzystne i celowe, zw aszcza, gdy jedno-
cze nie mo na zwi ksza  warto  liniowej pr dko ci przep ywu eluentu (u). 
Umo liwia to znaczne zwi kszenie wydajno ci rozdzielania. Zale no  pro-
duktywno ci kolumny (Pt) od jej d ugo ci (Lc), otrzymana w warunkach sta ej 
pr dko ci liniowej eluentu (u) jest, jednak, nieliniowa. Osi ga si  optymaln  
d ugo  kolumny - znacznie wi ksz , ni  potrzebna do rozdzielania anali-
tycznego, w warunkach bez prze adowania, jednak dalsze zwi kszanie d u-
go ci kolumny jest ju  niecelowe. Dla warunków zachowania sta ej warto ci 
pr dko ci przep ywu eluentu zilustrowano to na rys. 6, pokazuj cym u góry 
wykresy zale no ci produktywno ci kolumny od d ugo ci wype nienia, 
otrzymane na podstawie równa  uzyskanych teoretycznie przez Hupe i Lau-
era, oraz poni ej, wykresy uzyskane do wiadczalne, podczas pracy nad 
optymalizacj  warunków otrzymywania lantozydu C z ekstraktów suszu  
z brunatnicy we nistej. 

 
 

Rys. 6. Zale no  produktywno ci czasowej (Pt) kolumny chromatograficznej od d ugo ci (Lc) 
kolumny w warunkach sta ej pr dko ci przep ywu eluentu. Krzywe a, b, c, d, zosta y uzyskane  
w wyniku oblicze  teoretycznych przez Hupe i Lauera, odpowiednio, dla wype nie  o wielko ci 
ziaren dp = 5, 7, 10, 32.5 m, a krzywe 1, 2, 3, podczas bada  nad optymalizacj  warunków 

otrzymywania lanatozydu C z ekstraktu suszu z brunatnicy we nistej dla kolumn wype nionych 
elem krzemionkowym o rednich wielko ciach ziaren, odpowiednio: 10, 45, i 102 m 
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rednica ziaren wype nienia kolumny 
 

rednica ziaren wype nienia ma zasadniczy wp yw na sprawno  ko-
lumny. Krytyczn , minimaln  liczb  pó ek teoretycznych, niezb dn  do pre-
paratywnego rozdzielenia mieszaniny substancji mo na osi gn  zmieniaj c 
d ugo  kolumny, albo / i rednic  ziaren wype nienia kolumny. Przy zmianie 
skali procesu rozdzielania w warunkach prze adowania obj to ciowego, 

wa na jest nie tyle sama d ugo  kolumny Lc, lecz stosunek 2
p

c

d
L , tj. proporcja 

d ugo ci kolumny do kwadratu rednicy ziaren wype nienia. W warunkach 
prze adowania st eniowego korzystne jest jednoczesne zmniejszanie wiel-
ko ci ziaren wype nienia oraz d ugo ci kolumny, jednak, zachowanie sta ej 

warto ci proporcji 2
p

c

d
L  nie jest wówczas optymaln  regu . Bardziej korzyst-

ne jest zastosowanie o ok. 30% d u szej kolumny, ni  to wynika z obliczenia 
otrzymanego na podstawie tej regu y. Zachowuj c te proporcje oraz zwi k-
szaj c jednocze nie pr dko  przep ywu eluentu, mo na uzyska  znacz cy 
wzrost wydajno ci rozdzielania preparatywnego lub procesowego, z zacho-
waniem sta ej czysto ci produktu. 

Mo na generalnie stwierdzi , e zmniejszanie wielko ci ziaren wype -
nienia kolumny preparatywnej (dp) jest zawsze bardzo korzystne dla uzy-
skiwania wzrostu wydajno ci procesu rozdzielania oraz czysto ci otrzymy-
wanych substancji i jest tym bardziej celowe, im trudniejszy jest problem 
rozdzielczy (im mniejsze warto ci ). Ograniczeniem mo e by , jednak, 
maksymalna warto  ci nienia ( Pmax), jakie mo na zastosowa  do rozdzie-
lania. Optymaln  wielko  ziaren wype nienia kolumny preparatywnej lub 
procesowej mo na okre li  jako warto  w zakresie 10-25 mikrometrów i jest 
ona tym ni sza, im trudniejszy jest problem rozdzielczy (im ni sza warto   
w warunkach bez prze adowania kolumny). 

W przypadku rozdzielania substancji makromolekularnych, ich bardzo 
niekorzystna kinetyka dyfuzji (niskie warto ci wspó czynników dyfuzji) powo-
duj , e zwi kszanie liniowej pr dko ci przep ywu jest niekorzystne i prowa-
dzi do znacznego wzgl dnego poszerzenia pików. Wówczas zmniejszanie 
wielko ci ziaren wype nienia i, je li to mo liwe z jednoczesnym zwi ksza-
niem temperatury pracy kolumny, w zasadniczym stopniu poprawia rozdziel-
czo  R i umo liwia zwi kszanie prze adowania, a st d i wydajno ci oraz 
produktywno ci kolumny.  
 
Pr dko  przep ywu fazy ruchomej 
 

Wzrost pr dko ci przep ywu fazy ruchomej powy ej pr dko ci opty-
malnej dla zale no ci H=f(u), powoduje zmniejszenie czasu trwania rozdzie-
lania i tym samym wzrost wydajno ci kolumny. Wp ywa, jednak, ujemnie na 
sprawno  rozdzielania, powoduj c poszerzenie pasm. To, przy za o onej 
czysto ci wydzielanej substancji, wymusza konieczno  zmniejszenia masy 
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dozowanej próbki albo zmniejszenie obj to ci zbieranych frakcji. Spadek 
sprawno ci kolumny powoduje te  zmniejszenie st enia substancji w elu-
acie wyp ywaj cym z kolumny. Nale y, jednocze nie, bra  pod uwag  ogra-
niczenia, wynikaj ce z mo liwo ci uzyskana odpowiednio wysokiego ci nie-
nia pompowania eluentu na wlocie do kolumny oraz ograniczon  
wytrzyma o  mechaniczn  kolumny i jej wype nienia. 

Bez uwzgl dniania ogranicze  wytrzyma o ciowych, zale no  pro-
duktywno ci kolumny (Pt) od szybko ci przep ywu eluentu (u) nie jest liniowa 
i posiada maksimum, którego warto  jest tym wy sza im mniejsze s  ziarna 
wype nienia kolumny (dp). Dalsze zwi kszanie pr dko ci eluentu jest nie-
op acalne i z wielu powodów niekorzystne. Zilustrowano to na rys. 7 pokazu-
j cym u góry wykresy zale no ci, otrzymanych na podstawie równa  otrzy-
manych teoretycznie przez Hupe i Lauera oraz poni ej - krzywe, otrzymane 
na podstawie wyników uzyskanych do wiadczalne podczas pracy nad opty-
malizacj  warunków otrzymywania lantozydu C z ekstraktów suszu brunatni-
cy we nistej. 

 
Rys. 7. Zale no  produktywno ci czasowej kolumn chromatograficznych wype nionych  

sorbentem o ró nych wielko ciach ziaren od pr dko ci przep ywu eluentu. Krzywe teoretyczne 
wzi to z pracy Hupe i Lauera Krzywe eksperymentalne otrzymano podczas bada   

nad doborem optymalnych warunków procesu otrzymywania lanatozydu C.  
Oznaczenia: a, b � dp = 102 m, Lc odpowiednio: 800 mm (a) i 1600 mm (b);  

c, d, e � dp = 50 m, Lc odpowiednio: 400, 800 i 1200 mm; f � dp = 10 m, Lc = 250 mm 
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Retencja  
 

Silna retencja sk adników mieszaniny jest niekorzystna ze wzgl du na 
nadmierne zu ycie eluentu, a przede wszystkim wzrost czasu rozdzielania. 
Jednak e, dla dwóch substancji o ró nej retencji, wzgl dnie wolniej ro nie 
szeroko  pasma wraz z ilo ci  dozowanej substancji dla pików o wi kszej 
retencji, ni  dla substancji o ni szej warto ci k. Optymalna warto  wspó -
czynnika retencji (k) dla pierwszego rozdzielanego sk adnika mieszaniny 
dwóch substancji nie powinna przekracza  2-3, a dla ostatniego powinna 
by  wi ksza od 2-3, ale nie wy sza ni  ok. 12 [3]. 

Maksymalizacja selektywno ci, czyli warto ci , ma najwa niejsze 
znaczenie dla maksymalizacji wydajno ci rozdzielnia substancji w chroma-
tografii preparatywnej lub procesowej, niezale nie od stosowanej techniki 
chromatograficznej. 

Korzystne jest stosowanie sorbentów o du ej powierzchni w a ciwej 
(o ziarnach wype nienia ca kowicie porowatych, albo posiadaj cych niepo-
rowate �j dro�, o bardzo niewielkiej rednicy. 

Odkrycie ostatnio technologii otrzymywania, tzw., monolitycznych wy-
pe nie  kolumn HPLC o bardzo niskiej warto ci impedancji rozdzielania jest 
szczególnie wa ne dla rozwoju wykorzystania chromatografii cieczowej  
w skali preparatywnej i procesowej. Tego typu kolumny umo liwiaj  otrzy-
mywanie zasadniczo wy szych wydajno ci preparatywnego rozdzielania 
substancji o niewysokich masach cz steczkowych, ni  kolumny �klasyczne�, 
wype nione ziarnistym sorbentem. 

 
Optymalne warunki preparatywnego albo procesowego otrzymywania 
substancji 
 

Podsumowuj c przedstawione powy ej regu y optymalizacji warun-
ków preparatywnego lub procesowego rozdzielania substancji z wykorzysta-
niem chromatografii cieczowej, mo na poda  nast puj ce ogólne zasady 
maksymalizacji wydajno ci: 
 
- W przypadku rozdzielania substancji o niskich masach cz steczkowych,  
w uk adach chromatograficznych, charakteryzuj cych si  dobr  kinetyk  zja-
wisk sorpcji � desorpcji oraz, gdy ograniczeniem nie jest dopuszczalne ci-
nienie pompowania eluentu, najbardziej korzystne jest stosowanie stosun-

kowo wysokosprawnych kolumn preparatywnych o optymalnej d ugo ci, tym 
wy szej im wi ksza jest wielko  ziaren wype nienia kolumny oraz zasadni-
czo d u szych, ni  wynosi aby konieczna d ugo  kolumny analitycznej, wy-
pe nionych sorbentem typu HPLC, o ma ych ziarnach wype nienia. Je li to 
mo liwe, nale y stosowa  wysokosprawne kolumny monolityczne. Jedno-
cze nie nale y stosowa  stosunkowo wysok , pr dko  przep ywu eluentu, 
której optymalna warto  zale y od wielko ci ziaren wype nienia kolumny 
(dp), znacznie wy sz  od pr dko ci optymalnej dla zale no ci H=f(u).  
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- W przypadku rozdzielania substancji o wysokich masach molekularnych, 
albo w przypadku bardzo trudnych problemów rozdzielczych, nale y stoso-
wa  kolumny o maksymalnej mo liwej do osi gni cia sprawno ci, jednak li-
niowa pr dko  przep ywu eluentu, szczególnie dla rozdzielania substancji 
makromolekularnych powinna by  zbli ona do optymalnej dla zale no ci 
H=f(u), a wi c stosunkowo bardzo niska i w tych warunkach produktywno  
kolumny jest te  wzgl dnie niska. 
 
- Gdy kinetyka zjawisk sorpcji � desorpcji jest niekorzystna, np. w warunkach 
chromatografii jonowymiennej, celowe jest stosowanie kolumn, wype nio-
nych sorbentem o wi kszych ziarnach (25-40 mikrometrów). Konieczne jest 
wówczas równie  stosowanie stosunkowo niskich, optymalnych, pr dko ci 
przep ywu eluentu, jednak wy szych od pr dko ci optymalnych wg zale no-
ci H=f(u). Wówczas nie jest mo liwe otrzymanie tak wysokiej produktywno-
ci kolumny, jak w warunkach opisanych na pocz tku. 

 
- W ka dym przypadku, korzystne jest stosowanie dla celów preparatywnych 
sorbentów o wysokiej powierzchni w a ciwej oraz zachowanie niezbyt wyso-
kich warto ci k, pierwszej z rozdzielanych substancji i warto ci k poni ej  
ok. 12 dla ostatniej substancji eluowanej z kolumny.  
 
- Stosowanie elucji stopniowej, w celu skrócenia ogólnego czasu elucji (cza-
su jednego etapu rozdzielania), bywa niezb dne. Nale y, jednak, wówczas 
wykonywa  reaktywacj  powierzchni wype nienia kolumny, co najcz ciej 
wymaga zastosowania eluentu o pocz tkowym sk adzie w ilo ci co najmniej 
7 obj to ci martwych kolumny. Bardziej korzystne, ni  elucja skokowa, jest 
stosowanie przep ywu zwrotnego eluentu w kolumnie preparatywnej, albo 
procesowej. Zapewnia to d ugotrwa e utrzymywanie sta ej aktywno ci po-
wierzchni sorpcyjnej oraz produktywno ci kolumny, przy minimalnym zu yciu 
eluentu.  
 
- Stosowanie elucji gradientowej nie jest korzystne. W przypadku rozdziela-
nia peptydów i bia ek, albo w warunkach chromatografii oddzia ywa  hydro-
fobowych, jest jednak, konieczne. Powoduje, w porównaniu do warunków 
elucji izokratycznej, obni enie efektywno ci procesu otrzymywania substan-
cji z powodu zwi kszenia czasu trwania jednego etapu rozdzielania o czas 
reaktywacji kolumny/ Powoduje istotny wzrost kosztów repetycyjnego otrzy-
mywania substancji, tym wi kszy im wy sza jest cena eluentu, wy szy koszt 
odzysku eluentu i im wi ksza cz  eluentu ulega utracie (nie mo e zosta  
zawrócona do procesu). 
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OPERACJE JEDNOSTKOWE I TECHNOLOGIA ROZDZIELANIA  
I OTRZYMYWANIA SUBSTANCJI Z ZASTOSOWANIEM  
PREPARATYWNEJ LUB PROCESOWEJ CHROMATOGRAFII  
CIECZOWEJ  
 
Na rys. 8 przedstawiono operacje jednostkowe, z których sk ada si  techno-
logia otrzymywania substancji z zastosowaniem chromatografii cieczowej. 

 
Rys. 8. Schemat technologiczny procesu otrzymywania substancji z wykorzystaniem  

chromatografii cieczowej procesowej lub preparatywnej 
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Na rys. 9 i 10 pokazano przyk ady schematów ideowych uk adu apa-
ratów, odpowiednio: do chromatografii preparatywnej (rys. 9) i do chromato-
grafii w skali procesowej (rys. 10). 

 
 

 
 

Rys. 9. Schemat ideowy i funkcjonalny uk adu zautomatyzowanego � sterowanego komputerem 
� gradientowego chromatografu preparatywnego z zaworami dwustanowymi (Z1 ... Z24), z mo -
liwo ci  recyrkulacji cz ci eluentu oraz z podwójnym systemem automatycznie kontrolowane-
go dozowania roztworu substancji rozdzielanych (dozownik p tlicowy z samoczynnym repety-

cyjnym nape nianiem p tli z regulowan  obj to ci  cieczy lub dozowanie du ych obj to ci 
poprzez zawory Z2 i Z3), oraz z systemem samoczynnego wykrywania ewentualnych przecie-

ków eluentu. Znaczenie symboli (które nie zosta y wyja nione na rysunku lub powy ej):  
P � pompa ss co-t ocz ca o ma ej obj to ci skokowej, Z � zawory (A � D: programowanie sk a-

du eluenta, 1 � 10: sterowania przebiegiem procesu separacji, 11 � 24: kolekcji frakcji);  
MSP � modu  sterowania pomp , MSWE � modu  sterowania �niskoci nieniowym� systemem 
gradientowym, MSZ � modu  sterowania zaworami, MK � modu  komunikacji z u ytkownikiem  

i wzajemnej koordynacji programów, obs ugi awarii oraz kontroli warunków pracy kolumn (modu  
o nadrz dnych priorytetach, mo e umo liwia  wykorzystywanie komputera do innych zada   

w przypadku bezawaryjnej pracy aparatu, a w przysz o ci ewentualne wyeliminowanie koniecz-
no ci stosowania komputera) � obecnie cz  funkcji tego modu u powierzono nadrz dnemu 

komputerowi 
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Rys. 10. Schemat ideowy chromatografu preparatywnego w du ej skali separacji lub chromato-
grafu procesowego. Oznaczenia: A, B, C � sk adniki eluentu i odpowiednie zbiorniki;  

SR � roztwór rozdzielonych i odpowiedni zbiornik; P1 � pompa g ówna z programowaniem 
sk adu eluentu; P2 � pompa dozuj ca roztwór substancji rozdzielonych (P1 i P2 w czona  

alternatywa); Gr � programator i sterownik programu elucji, K � kolumna PLC, D � detektor;  
R � �restryktor�, K.Fr � sterownik kolektora frakcji, ZA, ZB, ZC � zawory proporcjonuj ce,  

1, 2, 3, 4 � zawory kolektora frakcji, F � filtry ssawne, c � ciek 
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Rys. 11. Schematy ideowe ró nych rozwi za  technicznych dozowania wsadu w chromatografii 

preparatywnej lub procesowej 
 
 
Na rys. 12 zamieszczono przyk ad chromatogramu otrzymanego w czasie 
jednego etapu repetycyjnego rozdzielania zanieczyszczonej mieszaniny la-
natozydów A, B, i C w warunkach chromatografii procesowej � produkcja la-
natozydu C (LC) z metanolowego ekstraktu z suszu zio a - brunatnica we ni-
sta (digitalis lanata), z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej  
o rednicy wype nienia: 150 mm. 
 

Z LA

LB LC

0                      10                      20                       30
5            1              2            3        4             5                    1    

[min]

 
 

Rys. 12. Przyk ad chromatogramu uzyskanego w czasie trwania jednego etapu cyklicznej izola-
cji lanatozydu C z odpadu produkcyjnego z wykorzystaniem kolumny 800x150 mm, wype nionej 

elem krzemionkowym 60A dp=50m (No=1600); Warunki: Eluent � CH2Cl2 / CH3OH / H2O 
92:8:0,2 v/v, nat enie przep ywu 2200 ml/min, ci n. 26 bar, temperatura pokojowa, detektor 
UV 254nm. Poni ej osi czasu podano  numery zbiorników, gdzie zostaj  kierowane frakcje 
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Na rys. 13 pokazano kilka chromatogramów otrzymanych bez prze a-
dowania kolumny (w warunkach �analitycznych � piki gaussowskie) i w wa-
runkach prze adowania st eniowego (piki pozosta e), otrzymane z przekro-
czeniem liniowo ci zakresu odpowiedzi detektora UV, jak i zastosowaniem 
kilku sposobów post powania dla unikni cia przekroczenia liniowego zakre-
su wskaza  detektora - bardzo ma a droga optyczna � 2 mm, a nawet  
0.5 mm, i / albo wybór d ugo ci fali o niskich warto ciach absorbancji molo-
wej rozdzielanych substancji � 220 nm, albo 290 nm, zamiast 250 nm. 

 
Rys. 13 Przyk ady kilku chromatogramów uzyskanych dla tych samych ilo ci estrów kwasu  

4OH benzoesowego rozdzielanych w warunkach typowego prze adowania st enia kolumny,  
z wyj tkiem gaussowskich pików narysowanych lini  cienk  ci g , które dotycz  braku prze a-

dowania; W warunkach prze adowania st enia zastosowano nast puj ce warunki detekcji: 
                      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, umo liwiaj  uzyskanie 
ogólnej orientacji w zakresie stosowanych operacji jednostkowych i alterna-
tywnych sposobów ich realizacji w praktyce w chromatografii cieczowej  
w skali preparatywnej lub procesowej. Opis bardziej szczegó owy przekracza 
ramy tego opracowania. Zainteresowany czytelnik powinien skorzysta  ze 
specjalistycznej literatury, albo z bardziej obszernego podr cznika na temat 
preparatywnej i procesowej chromatografii cieczowej. 
 
 
KOLUMNY DO CHROMATOGRAFII PREPARATYWNEJ I PROCESOWEJ 
� WYMAGANIA I ZASADY ICH SPE NIENIA W PRAKTYCE 
 

Kolumny do chromatografii preparatywnej s  zawsze bardziej skom-
plikowanej konstrukcji, ni  do kolumny do chromatografii analitycznej. Jed-
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nak e, w kolumnach preparatywnych zachodz  takie same zjawiska fizyko-
chemiczne i hydrodynamiczne jak w kolumnach analitycznych. Dotyczy to 
zasad opisu retencji i selektywno ci uk adu chromatograficznego, a tak e 
zjawisk decyduj cych o sprawno ci rozdzielania i wp ywaj cych na liczb  
pó ek teoretycznych kolumny, z zastrze eniem, konieczno ci rozpatrywania, 
w obu wypadkach, warunków przekroczenia zakresu liniowo ci izotermy 
sorpcji, tzn. rozpatrywania warunków prze adowania kolumny. 

W zwi zku z wykorzystywaniem do celów preparatywnych i proceso-
wych kolumn o znacznie wi kszej rednicy ni  kolumny analityczne pojawia-
j  si  dodatkowe trudno ci oraz problemy. Jednym z nich jest konieczno  
zapewnienia równomiernego rozprowadzenia roztworu rozdzielanych sub-
stancji oraz eluentu na ca ym przekroju poprzecznym wype nienia kolumny  
i takiego samego odbierania eluatu opuszczaj cego kolumn . Musi to za-
pewni  optymalna konstrukcja g owic - rozprowadzaj cych eluent na po-
wierzchni warstwy wype nienia kolumny i zbieraj cych eluat z powierzchni 
z o a kolumny.  

Istnieje wiele konstrukcji preparatywnych kolumn chromatograficz-
nych, w których powy sze wymagania zosta y w ró ny sposób - najcz ciej 
poprawnie - rozwi zane. Na rys. 14 zamieszczono kilka przyk adów schema-
tów budowy kolumn chromatograficznych, stosowanych do preparatywnego, 
albo procesowego rozdzielania substancji, a w opisie rysunku zamieszczono 
potrzebne wyja nienia. 

Wa ny problem, to zapewnienie d ugookresowej stabilno ci wype nie-
nia kolumny, gdy stosunek rednicy kolumny i rednicy ziarna wype nienia 
cz sto jest wi kszy od 1000, a nawet 10000, a ziarna wype nienia s  wyj t-
kowo ma ych rozmiarów. W tych warunkach oddzia ywania cian - stabilizu-
j ce struktur  z o a w kolumnie, tak wa ne w reaktorach chemicznych z wy-
pe nieniem, albo tak e w kolumnach analitycznych - w kolumnach 
procesowych i preparatywnych praktycznie nie ma miejsca. W tej sytuacji 
szczególne znaczenie ma poprawne, równomierne i zwarte (ale nie nad-
miernie zwarte) upakowanie kolumny. Wykorzystywane s  te  dodatkowo, 
specjalne sposoby stabilizacji struktury z o a w czasie rozdzielania, takie jak 
tzw. �dynamiczna kompresja aksjalna� (DAC), lub kompresja �aksjalno- 
-radialna�, lub ma miejsce kompresja z o a w kolumnie za pomoc  mechani-
zmu rubowego, niekiedy z zastosowaniem spr yn reguluj cych si  doci-
sku przesuwnej g owicy (patrz rys. 14). 

Poprawne dzia anie g owicy wlotowej - wprowadzaj cej ciecz do ko-
lumny i wylotowej, wyprowadzaj cej eluat z kolumny oraz charakter profilu 
przep ywu cieczy w warstwie wype nienia kolumny preparatywnej, lub proce-
sowej, zale ny od w a ciwo ci z o a (promieniowego rozk adu porowato ci 
mi dzy-ziarnowej i promieniowego rozk adu ziaren pod wzgl dem wielko ci, 
i ma decyduj cy wp yw na szeroko  i kszta t pików chromatograficznych 
otrzymywanych z zastosowaniem kolumny preparatywnej, b d  procesowej, 
niezale nie od stopnia prze adowania kolumny. Sprawno  kolumny mierzo-
na liczb  pó ek teoretycznych (N), nie powinna zale e  od rednicy kolumny. 
Tylko wówczas mo e mie  miejsce ca kowite podobie stwo warunków  
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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, równomierne rozprowadzanie cieczy na 
ca y przekrój poprzeczny wype nienia / równomierne zbieranie z ca ego 
przekroju poprzecznego wype nienia kolumny. Zasadnicze znaczenie ma ta-
ki sposób wype niania kolumny, aby profil pr dko ci przep ywu cieczy w ca-
ym przekroju poprzecznym kolumny i wzd u  ca ej d ugo ci wype nienia, by  
p aski, tzn. �t okowy�, a tak e taki sposób wprowadzania strefy dozowanej do 
kolumny, aby ju  na pocz tku nie by o zniekszta cenia, którego nie mo na 
zmieni  w czasie trwania elucji. 

A.                       B.                             C.

D.                                   
E. F.

 
Rys. 14. Zasady budowy i dzia ania wa niejszych typów kolumn i g owic dystrybucyjnych  

do preparatywnej i procesowej chromatografii cieczowej 
 
Typy kolumn (ci g dalszy opisu rys. 14.): A � kolumna z nieruchomymi g owicami; B � kolumna 
z co najmniej jedn  g owic  przesuwn , dociskan  rubami lub poprzez po czenie gwintowe 
nakr tki (10) z korpusem (7); C � kolumna z co najmniej jedn  g owic  dociskan  do z o a  
z wykorzystaniem si ownika hydraulicznego lub pneumatycznego, tzn. kolumna wyposa ona  
w tzw. �system dynamicznej kompresji aksjalnej z o a (DAC)�; D � kolumna o elastycznych cia-
nach wyposa ona w system promieniowej kompresji z o a (patent f-my Waters); F � kolumna  
o radialno-aksjalnej kompresji z o a, 
Typy g owic dystrybucyjnych: A, B, C � g owice z woln  przestrzeni  dystrybucyjn  w formie 
sto ka o k cie wierzcho kowym 140-165o (patent f-my Amicon); E � jedna z uproszczonych 
form typoszeregu g owic dystrybucyjnych opracowanych w Politechnice Gda skiej, 
Oznaczenia: 1 � przewód doprowadzaj cy eluent lub roztwór dozowany, 2 � korpus g owicy,  
3- uszczelka g ówna, 4 � przestrze  dystrybucyjna, 4� � wk adka dystrybucyjna z systemem 
rowków poziomych i poprzecznych otworków, 5 � spiek porowaty lub �tkanina� z drutu kwaso-
odpornego, 6 � materia  wype nienia 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 wk adka z rowkami zapewniaj cymi promieniowy 
rozp yw cieczy w g owicy, 9 � tuleja dystansowa, 10 � nakr tka lub pokrywa dociskana rubami, 
11 � korpus si ownika hydraulicznego lub pneumatycznego, 12 � trzpie  t oczyska, 13 � t oczy-
sko, 14 � p yn t ocz cy 
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Mo na stwierdzi , e w praktyce, wi kszo  niepowodze  prepara-
tywnego stosowania chromatografii cieczowej jest spowodowane nieumie-
j tno ci  zapewnienia t okowego profilu przep ywu eluentu w kolumnie oraz 
wystarczaj cej stabilno ci mechanicznej wype nienia kolumny. Na rysunku 
15 pokazano zwi zek kszta tu pików chromatograficznych z profilem prze-
p ywu eluentu w kolumnie. Strefy substancji s  w ka dym przypadku roz-
dzielne w przestrzeni wype nienia kolumny. Jednak e na wylocie z kolumny 
tylko t okowy profil przep ywu zapewnia ca kowite rozdzielenie. W przypadku 
profilu nie t okowego, dowolnego typu, na wylocie z kolumny nast puje 
�wtórne� wymieszanie stref rozdzielonych w kolumnie. 
 

 
Rys. 15. Ilustracja uzasadniaj ca konieczno  istnienia t okowego (p askiego) profilu przep ywu 
cieczy w przestrzeni wype nienia kolumny preparatywnej oraz pokazuj ca niekorzystny wp yw 

zniekszta cenia stref w kolumnie z p-tu widzenia wymaga , co do czysto ci substancji: 
a) Kolumna charakteryzuj ca si  t okowym profilem przep ywu eluentu; 
b) Kolumna o ni szej przepuszczalno ci w rejonie przy ciennym ni  w pobli u osi � pó przekrój; 
c) Kolumna o wy szej przepuszczalno ci w rejonie w przy ciennym ni  w pobli u osi � pó przekrój 

 
Rys. 16. Zestawienie odpowiadaj cych sobie chromatogramów otrzymanych w warunkach bra-
ku prze adowania � a, b, c oraz w warunkach typowego prze adowania st eniowego � a�, b�, c� 

z wykorzystaniem kolumny analitycznej (120x4 mm i.d.) � a, a� oraz preparatywnej  
(120x32 mm i.d.) � b, b�; c, c� 
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Nie opanowany do ko ca problem stanowi te  wyst powanie nie wy-
ja nionego dotychczas w pe ni, efektu tzw. �ogonowania� pików przy linii ba-
zowej - przy �podstawie� pików po stronie zst puj cej - w przypadku wi k-
szo ci komercyjnych kolumn preparatywnych HPLC, wype nionych 
metodami �na mokro�. Tego typu zniekszta cenie pików skutkuje otrzymywa-
niem mniej czystych substancji, jak by to by o mo liwe, gdyby efektu tego 
nie by o. Na rys. 16 i 17 zilustrowano ten problem oraz pokazano, e najbar-
dziej efektywnym sposobem unikni cia jego skutków, jest stosowanie ko-
lumny preparatywnej HPLC, w warunkach tzw. niesko czonej rednicy. Ta-
kie rozwi zanie zaproponowanych przed laty Knox dla kolumn analitycznych 
i semi-preparatywnych, charakteryzuj cych si  niekorzystnym profilem prze-
p ywu eluentu w rejonie przy ciennym wype nienia kolumny. Stosowanie wa-
runków niesko czonej rednicy wi e si  ze zmniejszeniem wydajno ci ko-
lumny, ale jest ono, tym mniejsze, im wi ksza jest rednica kolumny i im 
mniejsza jest wielko  ziaren wype nienia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Rys. 17. Model optymalnego wykorzystania kolumny preparatywnej w warunkach niesko czo-

nej rednicy z ograniczeniem penetracji przez substancje eluowane strefy przy ciennej  
w kolumnie o grubo ci �i� 

 
 
Wype nienie kolumn: Nucleosil C18 7 m; Kolumny wype nianie na mokro 
sposobami stosowanymi dla kolumn komercyjnych; b, b� - kolumna prepara-
tywna by a eksploatowana w sposób �klasyczny�, tzn. z wykorzystaniem ca-
ej powierzchni przekroju poprzecznego dla rozdzielania; c, c� � ta sama ko- 
lumna stosowana w optymalnym wykorzystaniem warunków niesko czonej 
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rednicy (s=76%). Na chromatogramach b� i c� oznaczono zakresy zbierania 
frakcji eluentu, poddanych nast pnie analizie. Substancje rozdzielane: estry 
kwasu 4 OH benzoesowego, masa substancji dozowanych do kolumny  
w warunkach prze adowania st eniowego: ester etylowy � 95 mg, ester ety-
lowy 120 mg, ester propylowy 137 mg, masa substancji dozowanych do ko-
lumny analitycznej ok. 60 razy mniejsza ni  do kolumny preparatywnej; elu-
ent: CH3OH � H2O 1:1 V/V, w=0,97 ml/min (dc=4 mm) oraz w=58 ml/min 
(dc=32 mm) (74 bar), detektor UV 280 nm, czu o  1,28 AU/FS, kuweta  
o drodze optycznej 0,5 mm. 

W przypadku wype nie  o wielko ci ziaren ponad ok. 25 mikrometrów, 
kolumny mo na nape nia  na sucho, stosuj c, np. metod  udarow  (udaro-
wanie kolumny w pionie, przy bardzo niewielkiej intensywno ci, jest bardziej 
korzystne od udarów intensywnych). W przypadku stosowania wype nie   
o ziarnach poni ej ok. 25 mikrometrów, nie mo na w sposób zadowalaj cy 
wype ni  kolumn chromatograficznych metodami �na sucho� i konieczne jest 
stosowanie metod �na mokro� z wykorzystaniem zawiesiny wype nienia  
w odpowiednio dobranej cieczy. Cz sto stosuje si  pompowanie cieczy, albo 
jej wyt aczanie za pomoc  t oka, tworz c wype nienie kolumny w czasie fil-
tracji z o a, narastaj cego na powierzchni g owicy odbiorczej kolumny, albo 
pompuj c zawiesin  z zastosowaniem jednej z g owic umieszczonych w ko-
lumnie. 

Na rys. 18 przedstawiono przyk ady wyników badania zwi zku mi dzy 
profilem przep ywu cieczy w preparatywnej kolumnie do chromatografii cie-
czowej, warunkami wype niania kolumny i wyst powaniem tzw. efektu auto-
segregacji ziaren wype nienia kolumny pod wzgl dem wielko ci. Wida , e 
tak e wówczas, gdy nie wyst puje auto-segregacja ziaren pod wzgl dem 
wielko ci, mo e mie  miejsce nie-t okowy profil przep ywu cieczy w kolumnie 
i zniekszta cenie pików chromatograficznych, a w konsekwencji zmniejszenie 
wydajno ci kolumny i czysto ci otrzymywanych substancji. Wida  te , e 
przyczyn  efektu �ogonowania� pików w przypadku kolumn preparatywnych 
HPLC, wype nionych �na mokro� nie jest zjawisko �auto-segregacji� ziaren 
wype nienia w kolumnie. Wida  równie , e stosowanie warunków niesko -
czonej rednicy mo e skutkowa  otrzymywaniem czystych substancji tylko 
wtedy, gdy przyczyn  problemu jest �ogonowanie� pików. 
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Rys. 18. Przyk ady reprezentowanych rezultatów uzyskanych podczas doboru optymalnych wa-
runków wype nienia kolumn preparatywnych o rednicy 32-52 mm, wykonanych z zastosowa-
niem mieszaniny dwóch ró nobarwnych frakcji elu krzemionkowego o zakresie wielko ci zia-

ren 22 do 45 m (frakcja bezbarwna: 22 do 35 m i frakcja zabarwiona: 30 do 45 m)  
z uwzgl dnieniem kszta tów stref barwnika Sudan I �zatrzymanego� w przekroju poprzecznym 
wype nienia kolumny oraz odpowiadaj ce tym kolumnom kszta ty pików chromatograficznych 

na chromatogramach testowych. 
Warunki wype niania kolumn: A, B, C � wype nianie na sucho metod  udarow  z równomiernym 
doprowadzeniem sorbentu do kolumny podczas wype niania w warunkach, odpowiednio:  
A � optymalnych (pr dko  narostu z o a podczas wype niania (u  - ok. 1 cm/min) � cyfr  �1� 
oznaczono wygl d przekroju wype nienia  obserwowany równie  niekiedy w optymalnie wype -
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 � wype nianie kolumny na mokro, odpowiednio: metod  filtracyjn  lub t okow  w wa-
runkach optymalnych (przyk ady D, D�) i sedymentacyjno-wibracyjn  (przyk ad E), (w przypadku 
D� zastosowano g owic  dystrybucyjn  zapewniaj c  realizacj  warunków niesko czonej red-
nicy w kolumnie (S=50%) wype nionej w tych samych warunkach jak w przyk adzie D). D ugo ci 
warstwy wype nienia w kolumnach: 15-25 cm 
 
 

Na rys. 19 pokazano schematycznie kilka alternatywnych sposobów 
wype niania �na mokro� kolumn preparatywnych HPLC. Warto zwróci  uwa-
g  na metod  pokazan  na rys. 19b, nie tyle dlatego, e jest oryginalna i au-
tor nie spotka  w literaturze propozycji jej stosowania, ale przede wszystkim 
dlatego, e jest prosta w realizacji, bardzo skuteczna w praktyce i mo e zo-
sta  zastosowana w ka dym laboratorium, które ma mo liwo  wykonania  
w warsztacie mechanicznym kilku prostych metalowych elementów oraz po-
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siada jak kolwiek pomp , maj c  ograniczenie maksymalnego ci nienia 
pompowania. Schemat a dotyczy procedur post powania realizowanych 
najcz ciej przez producentów kolumn. Schemat b, to stosowanie �t oka� 
uszczelnionego wzgl dem ciany kolumny, oddzielaj cego zawiesin  wy-
pe nienia od medium t ocz cego, którym mo e by  spr one powietrze  
(w istocie pompa sta o-ci nieniowa). Schemat c dotyczy metodyki zalecanej 
do wype niania na mokro kolumn preparatywnych sorbentami o wielko ci 
ziaren powy ej 20 mikrometrów, z zastosowaniem zasysania cieczy tworz -
cej zawiesin . 
 

 
Rys. 19. Zestawienie schematów instalacji do bada  �kombinowanych� metod wype nienia ko-

lumn preparatywnych HPLC i MPLC na mokro, 
a) Kombinacja metody zawiesinowej z wibracjami lub udarowaniem zespo u kolumna � zbiornik 
z zawiesin  
b) Kombinacja metody dynamicznej kompresji aksjalnej z zastosowaniem �p ywaj cego� t oka  
z wibracjami lub udarowaniem 
c) Udarowanie albo wibrowanie zespo u kolumn � zbiornik z zawiesin , albo wykorzystanie wi-
bratora pogr alnego � z jednoczesnym zasysaniem cieczy tworz cej zawiesin  
Elementy 1-13 powtarzaj  si  na rysunku b w ca o ci, natomiast na rysunku c nie stosowano 
elementów 1-4 oraz 10 i g owicy górnej 11. 
Oznaczenia: 
1 � zbiornik z ciecz  konsoliduj c  �L�, 2 � pompa wodna t okowa, (w=const = 0-1 l/min lub 
P=const: 0-300 bar), 3 � zawiesina �s�, 6 � kolumna, 7- uchwyt suwliwy, 8 � cznik i uszczel-
nienie, 9 � kabel uziemiaj cy, 10 � post-kolumna wst pnie cz ciowo wype niona na sucho 
(dp=60 m), 11, 11� � g owice wylotowa i wlotowa, 12 � przewód wlotowy (rurka), 13, 13� � cy-
linder miarowy lub zbiornik pró niowy, 14 � �p ywaj cy t ok� 
W � wzbudnik wibracji wraz z czujnikiem wibracji i oscyloskopem, T - urz dzenie udarowania 
kolumn [31], B � a nia ultrad wi kowa, WP � pogr alny wzbudnik ultrad wi kowy 
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