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Chromatografia
gazowa | cleczowa

— opis metody oraz zastosowanie

Zwiazki chemiczne wystepuja w przyrodzie w postaci mieszanin i w takiej tez postaci sa najczesciej otrzymywane
drogg syntezy. Pojecie rozdzielania mieszanin zwigzkéw chemicznych byto wigc podstawowym problemem nauk
chemicznych. W procesie owego rozdzielania mieszanin wykorzystuje sie rozne wasciwosci fizyczne, fizykochemiczne
i chemiczne sktadnikéw. Opracowano wiele metod rozdzielania substancji, zarowno na skale mikro, jak i makro.
Wsrdd klasycznych metod wymienié mozna: filtracje, odparowywanie, krystalizacje, sedymentacje, dekantacje czy
destylacje. Zaliczy¢ tu nalezy takze metody chromatograficzne.

Nadzieja Gawenda
Zastepca Kierownika Laboratorium Ds. Rozwoju i Wdrozenh
Zaktad Farmaceutyczny AMARA Sp. z 0.0.
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Co to jest chromatografia?

Chromatografia to wyraz powstaty po-
taczenia dwéch lekseméw pochodzacych z
jezyka greckiego: chromatos, czyli ‘barwa’ i
grapho, czyli ‘pisze’. Za ojca chromatografii
uznaje sie Michaita Siemionowicza Cwieta,
rosyjskiego botanika, fizjologa i biochemika.

Pierwsze prace prowadzit on, uzywajac roz-
tworu chlorofilu w eterze naftowym, ktéry
przesaczat przez ubitg krede, opracowat
tym samym chromatografie kolumnowa.
Prowadzit réwniez badania nad rozdzie-

laniem barwnikéw roslinnych - rozdzielit
chlorofil i ksantofil, dlatego tez uznawany
jest za odkrywce karotenoidow.
Chromatografia jest metoda rozdziela-
nia mieszanin, w ktérych rozdzielane sktad-

niki ulegajg podziatowi miedzy dwie fazy
— nieruchoma (stacjonarna) i ruchoma (mo-
bilng) — uktadu chromatograficznego. Faza
ruchoma moze byc¢ gaz, ciecz lub substancja
w stanie nadkrytycznym, podczas gdy faza
stacjonarng jest substancja stata albo cie-
kta. Kinetyczny ruch czasteczek prowadzi do
nieustannej wymiany substancji pomiedzy
obiema fazami. Jezeli dla danej substancji
podziat jest bardziej korzystny dla porusza-
jacej sie fazy stacjonarnej, czasteczki spe-
dza wiekszos¢ czasu, migrujac ze strumie-
niem tej fazy i bedg oddzielone od innych
sktadnikéw, ktorych czasteczki s dtuzej
zatrzymane przez faze stacjonarna. Badana

mieszanina jest wprowadzona do uktadu
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w postaci waskiej strefy (punkt wyjsciowy),
po czym substancje s3 transportowane
z rézng szybkoscig zgodnie z kierunkiem
przeptywu fazy ruchomej. Sita napedowa
migrujacej substancji jest poruszajaca sie
faza ruchoma, a sitg przytrzymujaca powi-
nowactwo substancji do fazy stacjonarnej.
Kombinacja obu tych sit, kontrolowana
przez analityka, prowadzi do rozdzielenia
sktadnikéw mieszaniny na poszczegélne
substancje.

Zdefiniowanie chromatografii jako me-
tody rozdzielania nie oddaje w petni moz-
liwosci jej zastosowan. Trzeba nadmienic,
ze jest to takze metoda analizy mieszanin —
jakosciowej i ilosciowej. Aktualnie chroma-
tografia stanowi najbardziej rozpowszech-
niong metode analityczng i w potaczeniu
na przyktad z metodami spektroskopowymi
stwarza szerokie mozliwosci analizy skom-
plikowanych mieszanin, w szczegélnosci
zwigzkéw organicznych.

Podziat metod

chromatograficznych

Metody chromatograficzne klasyfikuje sie

wedtug nastepujacych kryteriow:

Stan skupienia fazy ruchomej

e Chromatografia gazowa

¢ Chromatografia cieczowa

e Chromatografia fluidalna

Stan skupienia fazy stacjonarnej

e Gaz - ciecz (ang. Gas-Liquid Chromato-
graphy — GLC)

e Ciecz—ciecz (ang. Liquid-Liquid Chroma-
tography — LLC)

e Gaz - ciato state (ang. Gas-Solid Chro-
matography — GSC)

e Ciecz — ciato state (ang. Liquid-Solid
Chromatography — LSC)

Natura zjawisk bedgcych podstawa proce-

su chromatograficznego

¢ Chromatografia adsorpcyjna

produkcja

¢ Chromatografia podziatowa

¢ Chromatografia jonowymienna

e Chromatografia sitowa (sgczenie mole-
kularne — chromatografia zelowa)

Techniki eksperymentalne

Proces chromatografowania mozna prowadzic:

e Technikg kolumnowa, stosowang we
wszystkich metodach chromatograficz-
nych.

e Technikg planarng, mozliwg tylko w
chromatografii cieczowej, ktéra dzieli
sie na chromatografie cienkowarstwowg
i bibutowa.

Co to jest chromatografia
gazowa?

Chromatografia gazowa jest metoda
stosunkowo niedawnga, gdyz pierwsze prace
na jej temat ukazaty sie w 1952 roku (James
i Martin — chromatografia gazowa podziato-
wa, Cremer i Janak — chromatografia gazo-
wa adsorpcyjna).

Szacuje sie, ze 10-20% znanych zwigz-
kéw moze zosta¢ wykryta za pomoca chro-
matografii gazowej. Zwiazki, ktére moga
by¢ analizowane z wykorzystaniem tej
metody musza charakteryzowac sie wystar-
czajaca trwatoscia termiczng i odpowiednia
lotnoscia. Jezeli wszystkie, albo niektore,
czastki sktadnikéw znajduja sie w fazie
gazowej lub w postaci pary w 400-450°C
(ewentualnie ponizej tej temperatury), ale
nie rozktadaja sie w niej, prawdopodobnie
moga by¢ analizowane metoda chromato-
grafii gazowej.

Zasada dziatania

Do chromatografu gazowego dostar-
czany jest gaz lub gazy odznaczajace sie
wysokg czystoscia. Jeden z nich (nazywany
gazem nosnym) ptynie przez kolumne do
dozownika, a nastepnie do detektora.

Filtry do gazéw Dlawiki
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Rys. 1. Podstawowe elementy uktadu GC (C. Lopez, Chemia Analityczna — Chromatografia, Katedra Chemii
Analitycznej, Wydziat Chemiczny, Politechnika Gdariska 2002)
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Prébka wprowadzana jest do dozownika
strzykawka albo zewnetrznym urzadzeniem
dozujacym. Dozownik ogrzewa sie zazwy-
czaj do temperatury 150-250°C, co powodu-
je odparowanie lotnych sktadnikéw prébki.
Odparowane sktadniki przenoszone sg do
kolumny za pomocg gazu nosnego.

Temperatura kolumny utrzymana jest
przez termostat. Sktadniki przenoszone s3
przez kolumne w stopniu okreSlonym przez
ich wtasciwosci fizyczne, a takze w zalezno-
Sci od temperatury i zastosowanej kolum-
ny. Badane substancje przeptywaja przez
kolumne z rézng szybkoscia. Zwigzki, ktére
przeptywaja najszybciej, opuszcza kolumne
(eluujg) jako pierwsze, po czym w odpo-
wiedniej kolejnosci wymywane beda pozo-
state sktadniki. Kazdy z nich, ktéry opusci
kolumne, wprowadzany jest do detektora.

Detektor reaguje na poszczegoélne sktad-
niki prébki i wytwarza odpowiedni sygnat
elektroniczny. Wielkos¢ sygnatu zapisana
jest w systemie danych, a nastepnie wy-
kreslona na chromatogramie, ktéry przed-
stawia zaleznos¢ wielkosci piku do czasu
wymycia sktadnikow.

Idealny chromatogram zawiera nieza-
chodzace na siebie, rozmieszczone blisko
piki. Te naktadajace sie na siebie nazywane
s3 pikami koelujgcymi. Czas wymywania
oraz wielkos¢ piku sg bardzo wazne, po-
niewaz umozliwiajg identyfikacje i osza-
cowanie ilosci analizowanych zwigzkéw
w prébce. Wielkos¢ otrzymanego piku jest
proporcjonalna do ilosci sktadnika w prob-
ce. Wieksze piki obserwuje sie wtedy, gdy
rosnie stezenie danego sktadnika.

Jezeli kolumna i wszystkie warunki jej
pracy pozostaja niezmienione, dany zwia-
zek zawsze przemieszcza sie przez kolumne
z t3 sama szybkoscia. Dlatego analizowany
zwigzek moze by¢ takze rozpoznany na
podstawie czasu, w jakim przeptynat przez
kolumne (czas retencji).

Co to jest chromatografia
cieczowa?

Najstarsza z metod chromatograficz-
nych, klasyczna kolumnowa chromatografia
cieczowa, przezywa obecnie swoéj renesans
dzieki nowoczesnym rozwigzaniom, skra-
cajacym czas analizy i zwiekszajacym zdol-
nos¢ rozdzielczg. Chromatografia cieczowa
obejmuje te metody, w ktérych faza rucho-
ma jest ciecz. Wspbtczesng chromatografie
okreslamy w rézny sposob: wysokosprawna
chromatografia cieczowa, wysokocisnienio-
wa chromatografia cieczowa, szybka chro-
matografia cieczowa czy tez chromatografia
cieczowa o duzej zdolnosci rozdzielczej.
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Wiasciwie wszystkie te okre-
Slenia uwypuklaja najistotniejsze
cechy wspotczesnej chromato-
grafii cieczowej, a mianowicie:
wysoka sprawnos¢, dobra roz-
dzielczos¢, duza szybkos¢ proce-
su i stosowanie wysokich cisnien.
Wszystkie te korzystne parame-
try wspotczesnej chromatografii
cieczowej (HPLC) osiagnieto dzie-
ki instrumentacji metody i wpro-
wadzeniu nowych faz stacjonar-
nych. Metoda HPLC okazata sie
najprezniej rozwijajaca sie tech-
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odczuje przemyst farmaceutyczny.

Zastosowanie chroma-
tografii w przemysle
farmaceutycznym
Chromatografia, poprzez swoja
uniwersalnos¢ i mozliwos¢ taczenia
jej z innymi technikami analitycz-
nymi, stwarza ogromne pole do za-
stosowania w przemysle farmaceu-
tycznym. Chromatografia gazowa
pozwala na okreslenie pozostatosci

a rezultat tego pedu na pewno silnie

rozpuszczalnikéw po syntezie su-

nika chromatograficzng i znalazta
szerokie zastosowanie w analizie
preparatéw farmaceutycznych.

Zasada dziatania

W chromatografach cieczowych faze
ruchomg pompuje sie przez kolumne chro-
matograficzna. Analizowana prébka wstrzy-
kiwana jest na szczyt kolumny, gdzie sktad-
niki prébki sa rozdzielane, a na wyjsciu wy-
krywane przez detektor. Sygnat z detektora
zapisywany jest i przekazywany w postaci
zapisu cyfrowego. Po przeprowadzonej ana-
lizie powstaje chromatogram, na podstawie
ktérego mozna stwierdzi¢ tozsamosé zwigz-
kow, jak rowniez ich zawartos¢.

,Sercem HPLC” jest kolumna chromato-
graficzna. Kolumna z wypetnieniem zawie-
ra czastki, ktére stanowia lub podtrzymuja
faze stacjonarng, natomiast faza ruchoma
przeptywa przez kanaliki przestrzeni mie-
dzyziarnowej. Teoria wykazata, ze lepsze
rezultaty osigga sie, stosujac bardzo mate
czasteczki, ktore jednoczesnie zapewniaja
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Rys. 2. Rodzaje kolumn chromatograficznych (R. Gtowacki, Razem czy
osobno, czyli kilka stéw o separacji zwigzkow chemicznych, Katedra Chemii
Srodowiskowej, Wydziat Chemiczny, Uniwersytet £6dzki)

dodatkowa pozadang ceche, a mianowicie
bardzo waskie kanaliki.

Obecnie na rynku dostepnych jest wiele
réznorodnych rodzajéw kolumn, stwarza to
ogromne mozliwosci dla rozwoju przemystu
farmaceutycznego — skomplikowane formula-
cje lekow moga by¢ coraz szybciej i doktadniej
analizowane. Podczas jednego badania moz-
na zidentyfikowa¢ zwigzki, okresli¢ ich zawar-
tos¢, jak réwniez zawartos¢ zanieczyszczen.
Przy pomocny klasycznych metod nie byto
podstaw, by choéby o tym marzy¢. Kto wie,
czym bedziemy dysponowac za 15 lat? By¢
moze rozpuszczalniki zuzywane bedg w mi-
kro-, a nie w mililosciach, moze analizy wyko-
wywane bedg w sekundach, a nie minutach.
Tego w stu procentach dzisiaj nie wiemy, ale
jedno jest pewne — rozwéj chromatografii be-
dzie pedzit, jak najszybsze pociagi tego Swiata,
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rowcow farmaceutycznych. Niesie ze
soba réwniez ogromne mozliwosci do
badania preparatow, w sktad ktérych
wchodzi alkohol, m.in. nalewek, wy-
ciggow ziotowych, kropli i syropow.
Analiza kreméw, masci czy zeli nie stanowi
zadnego problemu dla chromatografii cieczo-
wej. W jednej analizie jesteSmy w stanie okreslic
tozsamos¢ preparatu oraz zawartos¢ poszcze-
golnych substancji aktywnych i konserwujacych.
Mozna tak wymieniaé bez korica, lecz pod-
kresli¢ nalezy, ze uniwersalnos¢ zastosowania
metod chromatograficznych sprawia, iz stanie
sie ona nierozerwalng czescia przemystu farma-
ceutycznego i to wtasnie ta gataz przemystu be-
dzie wyznacza¢ trendy rozwoju chromatografii.
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