3. Urzadzenia i aparatura stosowane w chromatografii cieczowej

Najwazniejszym elementem chromatografii cieczowej, bez ktoérego rozdziat chromato-
graficzny nie moze by¢ wykonany, jest kolumna chromatograficzna. Jest to cylindryczny
pojemnik z jednym wejsciem i jednym wyj$ciem, wypelniony porowata substancja (ztozem,
zelem). Wypehienie kolumny dobrane jest w ten sposob by spelni¢ wymagania stawiane
wybranej technice chromatograficznej. Poszczegolne rodzaje zi6z oraz ich charakterystyki
omoéwione sa w nastgpnych rozdzialach tego opracowania. Pozostate urzadzenia powszechnie
stosowane w chromatografii cieczowej, jakkolwiek niezmiernie wazne, nie sa niezbedne dla
przeprowadzenia procesu separacji makromolekul. Przeptyw solwentu przez kolumng
mozliwy jest tylko wtedy, gdy pomigdzy wejSciem i wyjsciem kolumny panuje rdéznica
cisnien. T¢ réznice ci$nien, w postaci ci$nienia hydrostatycznego, wywotuje wszechobecne
pole grawitacyjne, jezeli tylko gorna powierzchnia solwentu potozona jest powyzej wyptywu
z kolumny. Niestety, tak uzyskana rdznica ci$nien nie zawsze jest wystarczajaca do
wymuszenia odpowiedniego przeptywu. W zwiazku z tym stosuje si¢ specjalne pompy
chromatograficzne, wymuszajace znacznie wigksze przeptywy, dzigki wyzszym cisnieniom do
jakich mechanicznie sprezany jest solwent. Aby mogt zaistnie¢ przeptyw solwentu z pompy
do kolumny, niezbgdne sa odpowiednie we¢zyki zwane inaczej drenami lub kapilarami.
Wezyki te dostarczaja solwent (lub solwenty) ze zbiornikdw — poprzez pompeg, mikser i
zawOr iniekcyjny — do kolumny, a stamtad do detektora przeptywowego i dalej do kolektora
frakcji. Elektryczny sygnat z detektora przekazywany jest do rejestratora (integratora), gdzie
podlega zapisowi i analizie. Schemat podstawowego systemu chromatografii cieczowe;j
przedstawiony jest na rysunku 3.1.

Systemy chromatografii mozna podzieli¢ na trzy grupy. Do pierwszej grupy zalicza si¢
systemy niskocisnieniowe, w ktorych maksymalne ci$nienie solwentu nie przekracza 0,5 MPa.
W ramach tej grupy przeptyw solwentow wymuszany jest dzigki stosowaniu pomp
perystaltycznych lub dzigki grawitacyjnej rdznicy cisnien, wytworzonych r6zna wysokoscia
stupa cieczy (solwentu). Do drugiej grupy zwyczajowo zalicza si¢ systemy
wysokocisnieniowe (high performance liquid chromatography — HPLC,  fast protein
liquid chromatography — FPLC), w ktorych pompy moga wytwarza¢ cis$nienia powyzej 0,5
MPa. Goérna granica ci$nienia nie jest okreslana, ale wigkszos¢ systemow HPLC moze
wytwarza¢ ci$nienia powyzej 10 MPa. Trzecia grupg stanowia systemy chromatografii

przemystowe;.
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UV,pH

KON INT

Rys. 3.1.

Schemat systemu chromatografii cieczowej. Przeptyw cieczy (solwentéw) z naczyh A i B wymuszany jest przez
pompe P. Sktad solwentu kontrolowany jest przez zawor Z, dzigki ktoremu mozliwe jest tworzenie gradientu
stezenia cieczy B w A. Z pompy ciecz podawana jest do miksera M, gdzie jest poddawana doktadnemu
wymieszaniu. W nastgpnej kolejnosci solwent podawany jest do zaworu iniekcyjnego ZI. Zawor ten ma zwykle
kilka portéw, co umozliwia wybdr drogi przeptywu solwentu. Solwent moze by¢ skierowany bezposrednio na
kolumng, z pominigciem petli L. Jezeli probka do rozdziatu wczeéniej naniesiona jest do petli L (przy pomocy
strzykawki S) to przeprowadzenie solwentu przez tg pgtle powoduje naniesienie probki na kolumng K. Naczynie
W gromadzi solwent wypchnigty z petli L w trakcie jej wypetiania probka oraz solwent uzyty do przemycia
systemu. Rozdzielone sktadniki probki wraz z solwentem wyplywaja z kolumny i dostaja si¢ do detektora UV i
ewentualnie do detektora pH-metrycznego i/lub konduktometrycznego. Zmiany wlasciwosci fizycznych
wyplywajacego z kolumny materialu sa rejestrowane przez detektor (detektory). Informacja o tym przekazywana
jest do rejestratora-integratora INT, a rozdzielony na kolumnie materiat zbierany jest przez kolektor frakcji
FRA. Calo$¢ systemu jest sterowana z poziomu kontrolera chromatografii KON. Do systemu takiego mozna
podiaczy¢ automatyczny podajnik probek (autosampler), co pozwala zautomatyzowac cykl rozdziatow.

3.1. Urzadzenia i aparatura w chromatografii niskociSnieniowej

Ponizej zwigzle scharakteryzowane sa rézne akcesoria potrzebne do zestawienia
niskoci§nieniowego, manualnego systemu chromatografii cieczowej. W nastepnej kolejnosci
omoéwiony zostanie system automatyczny, zawierajacy w przewazajacej wigkszosci w swym

sktadzie omowione wcze$niej elementy.

3.1.1. Kolumny
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W zaleznosci od potrzeb i1 przeznaczenia stosowane sg kolumny o r6znych rozmiarach
1 réznym typie budowy. Kolumny te przeznaczone sa do samodzielnego ich wypetniania
wybranymi zlozami. Aby uprosci¢ proces upakowywania ztoza w kolumnie, stosuje si¢
specjalne naczynia mocowane na gornej czesci kolumny (ang. packing reservoirs), ktore
utatwiaja uzyskanie jednorodnej struktury zloza. Wysokos$¢ ztoza w kolumnie moze by¢
regulowana przy pomocy adaptoréw, ktore wypetniaja soba czgs¢ kolumny wolna od zloza
1 pozwalaja do minimum ograniczy¢ obj¢to$¢ martwa kolumny. Kolumny moga by¢ ostonigte
dodatkowym pojemnikiem (ang. thermostatic jacket) umozliwiajacym termostatowanie ztoza

przy pomocy oplywajacego kolumne ptaszcza wodnego.

Rys. 3.2.

Schemat kolumny chromatograficznej XK. Podstawowym elementem
sktadowym kolumny jest szklana lub plastikowa rura R, na koncach ktorej
zamocowane sa koncowki K wyposazone w specjalnej konstrukcji sita S
utrzymujace wypehienie w kolumnie. Do kofcowek kolumny mocowane sa
wezyki W doprowadzajace 1 odprowadzajace solwent. Kolumna moze byc
wyposazona w adaptor A oraz ptaszcz termostatujacy T.

W tabeli 3.1. zebrane sa najwazniejsze informacje dotyczace

pustych kolumn. Przy wyborze kolumny nalezy kierowac sig

gléwnie jej rozmiarami oraz wytrzymatoscia mechaniczna. Do
filtracji zelowej potrzeba kolumn o mozliwie najwigkszej
dtugosci. Wyboru $rednicy kolumny nalezy wtedy dokona¢ na drodze kompromisu migdzy
iloscia potrzebnego ztoza oraz objgtoscia probki, jaka planujemy nanie$¢ na kolumng. W
technikach adsorpcyjnych dhlugos¢ kolumny nie wptywa znaczaco na jej selektywnos¢, ale im
krotsza kolumna tym niZzszym ci$nieniem mozna wymusi¢ okreslony przeptyw. W tym
przypadku nalezy rozpocza¢ wybor raczej od zdefiniowania objetosci ztoza 1 do tej objetosci
dobra¢ kolumng o maksymalnie duzej Srednicy. Niewykorzystang czg$¢ objgtosci kolumny
mozna wtedy zredukowac stosujac adaptor(y).

Tabela 3.1.

Zestawienie podstawowych informacji o pustych kolumnach chromatograficznych. Dane zaczerpnigte
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z aktualnego (2000 r.) katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech.

Adaptor
Typ Rodzaj materiatu Ekstremalne Ekstremalne Maksymalne inaczynie do | Termostatowanie
kolumny dhugosci (cm) $rednice (mm) ci$nienie pakowania
(MPa)
C Szkto 10 - 100 10-26 0,1 tak, tak nie
borokrzemowe
XK Szkto 15-100 9-50 0,1-0,5 tak, tak tak
borokrzemowe
SR Szkto 45-100 10-25 0,3-1,0 tak, tak tak
borokrzemowe
HR Szkto 2,0-50 5-16 3,0-10,0 tak, tak nie
borokrzemowe
PD-10 Polipropylen 11 15 przeptyw nie, nie nie
grawitacyjny

3.1.2. Pompy

Przeptyw solwentéw w zakresie niskich ci$nien mozna skutecznie wymusi¢ stosujac

pompy perystaltyczne. Konstrukcja pomp pozwala regulowac predkos¢ przeptywu solwentéw

w dos$¢ duzym zakresie, przy zadowalajacej stabilnosci tego przeptywu. Zasadnicza wada

pomp perystaltycznych jest pulsacja ci$nienia, bardzo niekorzystnie wptywajaca na ztoza oraz

na jakos$¢ rozdzialéw. Bardziej zaawansowane technologicznie pompy ttokowe, na przykiad

pompa P-50, pozwalaja wyeliminowac t¢ wadg.

Rys. 3.3.

Pompy chromatograficzne stosowane w zakresie
niskich cisnien. P-1 jest pompa perystaltyczna
z wymiennymi w¢zykami o roznych przekrojach
wewngtrznych 1 réznej odpornosci chemicznej. P-50
jest prosta pompa tlokowa pozwalajaca znacznie
ograniczy¢ pulsacjg ttoczonych solwentow.

Tabela 3.2.

Pompy stosowane do wymuszania przeptywu w zakresie niskich ci$nien. Dane zaczerpnigte z aktualnego (2000
r.) katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech.
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Przeptyw max/min Ci$nienie max
Typ pompy (ml/min) (MPa) Kompensacja pulsacji
P-1 0,01 — 8,0 0,2 nie
P-50 0,1 - 49,9 0,5 tak

3.1.3. Detektory

W chromatografii biomolekut najczgsciej stosowane sa detektory rejestrujace zmiany
gestosci optycznej przeptywajacej substancji mierzone dla wybranej dtugosci fali. Dla detekcji
biatek i peptydow powszechnie stosuje si¢ §wiatto o diugosci fali 280 nm. Swiatlo o tej
dhugosci fali jest pochlaniane przez aminokwasy aromatyczne. Mniej chgtnie stosuje sig falg o
dtugosci 230 nm, pochlaniana przez wiazania peptydowe. Powodem tego jest fakt, ze tak
krotkie fale sa silnie i nierezonansowo pochtaniane przez rdézne substancje, co znacznie
komplikuje proces detekcji. Nukleotydy i kwasy nukleinowe pochtaniaja §wiatto o dtugosci

fali 254 nm, ale wiele detektoréw pracuje skutecznie przy dtugosci fali 260 nm.

Rys. 3.4.

Najczesciej stosowany w chromatografii nisko-
cisnieniowej detektor UV-1. Detektor ten moze
by¢ wyposazony w filtry: 254, 280 1 405 nm.

Jako detektor w pelnym zakresie spektralnym
(190-1100 nm) moze by¢ zastosowany
spektrofotometr Ultrospec 2000 z zamontowana
kuwetka przeptywowa. Instrument ten moze
dokonywa¢ jednoczesnego pomiaru w kilku
dlugosciach fali.

Wigkszo$¢ detektoréw UV, przeznaczonych do prac w zakresie niskich ci$nien,
wyposazona jest w monochromatyczne filtry, co umozliwia pomiar tylko dla wybranych
dlugosci fali. Detektory te moga by¢ wyposazone w celki rozniace si¢ dlugoscia drogi
optycznej, co powoduje r6zna ich objetos¢. Uwage zwraca tutaj mozliwos$¢ zastosowania
spektrofotometru Ultrospec 2000 jako detektora UV. Zaleta tego wyboru jest mozliwos¢
ptynnego wyboru dtugosci fali jak 1 mozliwos¢ jednoczesnego pomiaru w wielu dtugosciach
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fali, oraz mozliwos¢ rejestrowania wynikow w pamigci komputera i pdzniejszej ich obrobki.
Z doswiadczenia autora wynika, Ze jest to najwygodniejszy detektor UV-VIS, pozwalajacy na

jednoczesna rejestracje w szesciu 1 wigcej dtugosciach fali (1).

Tabela 3.3.

Detektory przeptywowe przydatne do pracy w systemach chromatografii niskocisnieniowej. Dane zaczerpnigte z
aktualnego (2000 r.) katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech.

Pojemnos¢ celki

Typ detektora Rodzaj pomiaru Zakres pomiarowy pomiarowej
(1D

UV-1 Detektor UV, filtrowy 254, 280, 405 (nm) 50, 80, 250,
Uvicord S 11 Detektor UV, filtrowy 206, 226, 254, 280, 313, 365, 405 (nm) 70
Ultrospec 2000 Spektrofotometr UV-VIS 190 — 1100 (nm) 75
pH Monitor Pomiar pH 0-14 40
0-14 24
PH/C-900 Pomiar pH i przewodno$ci 1 uS — 1000 mS 38
Conductivity Monitor Pomiar przewodnosci 1 uS — 1000 mS 14

Mniej powszechnie stosuje si¢ detektory rejestrujace zmiany warto$ci pH
przeptywajacych solwentéw. Detektory te sa przydatne do obserwacji zmian pH w technice
chromatografii jonowymiennej, gdy zaadsorbowane molekuty eluowane sa w gradiencie pH.
Podobne zadanie spelnia detektor przewodnosci (konduktometr), ale w sytuacji, gdy
zaadsorbowane molekuty eluowane sa w gradiencie st¢zenia soli. Sygnat elektryczny z
detektora musi by¢ zarejestrowany w postaci czytelnej dla obstugujacego system.
Najprostszym sprzgtem do rejestracji sa jedno lub dwukanatowe rejestratory typu x-t,
zapisujace na przesuwajacej si¢ tasmie papieru zmiany sygnatu elektrycznego w czasie. Do
wyboru moga by¢: dwukanatowy rejestrator REC-112 lub jednokanalowy REC-111. W
przypadku zastapienia detektora spektrofotometrem Ultrospec 2000, sygnat z detektora

rejestrowany jest w pamigci komputera.
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3.1.4. Kolektory frakcji

Zadaniem kolektora frakcji jest zbieranie materiatu wyptywajacego z kolumny w
por-cjach o okreslonej objgtosci. Nieco bardziej skomplikowane kolektory frakcji moga, w
wyniku wspotpracy z detektorem (lub z kontrolerem chromatografii), zbiera¢ tylko wybrane
porcje materiatu, charakteryzujace si¢ okreslonymi wtasciwosciami fizycznymi (OD, pH, 0).
Kolektory ro6znia si¢ réwniez pojemnoscia koszyczkéw oraz sposobem prowadzenia

koszyczka wzgledem drenu.

Rys. 3.5.

Kolektor frakcji RediFrac
jest najprostszym 1 naj-
czgécie] uzywanym kole-
ktorem, natomiast Super
Frac jest najbardziej
technologicznie zaawanso-
wanym kolektorem, spel-
niajacym wszystkie wyma-
gania stawiane tego typu
instrumentom.

RediFrac

e T

Tabela 3.4.

Charakterystyka kolektorow frakcji. Dane zaczerpnigte z aktualnego (2000 r.) katalogu firmy Amersham
Pharmacia Biotech.

Typ kolektora Liczba probowek Metoda frakcjonowania Mozliwo$¢ wydzielania pikow
w koszyku
RediFrac 40, 95 1ub 175 krople, czas nie
Frac-100 40, 95 1ub 175 krople, czas tak
Frac-200 40, 95 1ub 175 krople, czas tak
SuperFrac 84,180 lub 312 krople, czas, piki tak

3.1.5. Zawory, miksery i drobny sprz¢t chromatograficzny

Wybdr odpowiedniej drogi przeptywu solwentu w systemie chromatograficznym
realizowany jest dzigki roznorodnym zaworom. Podstawowa grupe¢ stanowia wielozadaniowe

zawory manualne, o réznej liczbie portow (3 porty — LV-3 i SRV-3-; 4 porty — LV-4
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1 SRV-4, 9 portéw — V-8), oraz manualne zawory do nastrzykiwania probek (V-7 i IV-7).
Zawory te skutecznie spetniaja swe zadania w manualnych niskoci$nieniowych systemach
chromatograficznych. W systemach automatycznych, o ktérych mowa ponizej, stosowane sa

odpowiedniki tych zaworow, ale zaopatrzone w elektromagnetyczne sitowniki przelaczajace

je w odpowiednim momencie. Moga to by¢ nastepujace zawory: 3-portowe PSV-50, 9-
portowe MV8, IMV8, oraz zawory iniekcyjne MV7, IMV7.

Rys. 3.6.

Zawory stosowane w niskoci$nieniowej chromatografii cieczowej. Od lewej: PSV-50, LV-3, LV-4, SRV-3,
SRV-4,V-8iV-7.

Dzigki zaworom mozliwe jest pobieranie solwentow z réznych naczyn i formowanie z
nich réznych kompozycji. Nalezy jednak t¢ nowo powstata kompozycj¢ doktadnie wymieszac.
Czynno$¢ t¢ wykonuja miksery, w ktorych wirowe pole magnetyczne wprawia w ruch
obrotowy metalowy dipol magnetyczny. W zaleznosci od ilo$ci ptyndéw, ktére musza byc
wymieszane w jednostce czasu, eksperymentator dysponuje dwoma typami mikserow: 0,6 ml
oraz 6 ml. Mniejszy z mikserow moze pracowac tylko w systemie automatycznym, podczas
gdy wigkszy moze pracowaé niezaleznie 1 by¢ uzytecznym w systemach manualnych.
Specjalnie dla systeméw manualnych skonstruowano naczynie do formowania gradientu
stezenia (gradient maker) GM-1. Naczynie to pozwala na tatwe formowanie gradientow

liniowych.

Rys. 3.7.

Miksery pozwalajace na przygoto-
wanie solwentu o odpowiednim skta-
dzie. Od lewej: naczynie do
formowania gradientu GM-1, mikser
6 ml oraz mikser 0,6 ml.




Do nanoszenia probek na kolumng¢ powszechnie stosuje si¢ zawory iniekcyjne
(wymienione powyzej). Zawory te musza by¢ wyposazone w petle o doktadnie okreslonych
obje¢tosciach. Dostepne sa petle: 50 pl, 100 pl, 500 pl, 1000 pl 1 2000 pl. Dla wigkszych
objetos$ci mozna zastosowac urzadzenia zwane superpgtlami (ang. superloops) o objetosciach:
10 ml, 50 ml oraz 150 ml. Nieco odmienne sa naczynia aplikacyjne SA-5 i SA-50, przezna-
czone tylko dla systemow manualnych. Naczynia te stanowia jednoczesnie putapke dla
pecherzy powietrza 1 zabezpieczaja kolumng przed zapowietrzeniem.

Na koniec nalezy wspomnie¢ o wezykach (drenach lub kapilarach), dzigki ktérym moze
odbywac si¢ przeptyw solwentow w catym systemie chromatograficznym. Zainteresowani
znajda wezyki rozniace si¢ nie tylko Srednicami wewngtrznymi i zewngtrznymi ale rOwniez
materiatami z ktorych sa wykonane, co gwarantuje odpowiednia ich trwato$¢ przy pracy
z agresywnymi plynami. W katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech (2) znalez¢ mozna

roOwniez cala game ztaczek, pozwalajacych na szybkie, trwale i skuteczne taczenie wezykow.

3.1.5. Automatyka w chromatografii niskociSnieniowej

GradiFrac jest systemem chromatografii niskoci$nieniowej, spetniajacym wymogi auto-
matyzacji procesu separacji makromolekul, wykorzystujacy manualny sposdéb nanoszenia
probki na kolumng. W sktad zestawu wchodza (rys. 3.8.): GradiFrac - kolektor frakcji
bedacy jednoczesnie kontrolerem chromato- B
grafii, pompa chromatograficzna P-1 lub P-50, e
detektor UV-1 z rejestratorem REC-112 lub
opcjonalnie spektrofotometr Ultrospec 2000
z modutem programu komputerowego Swift-

TD, dwa elektromagnetyczne zawory PSV-50,

mikser 0,6 ml oraz zawor injekcyjny IV-7.

Rys. 3.8.

GradiFrac - zautomatyzowany system chromatografii
niskocisnieniowej. W sktad zestawu wchodza:

1 - GradiFrac - kolektor frakcji i kontroler zestawu

2 - P-1 - pompa perystaltyczna

3 - UV-1 - detektor optyczny

4 - Rec 112 - dwukanatowy rejestrator x-t

5 - mikser 0,6 ml

6 - IV-7 - zawor injekcyjny (manuaklny)
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Nowo wprowadzonym, w pelni zautomatyzowanym systemem chromatografii
niskoci$nieniowej jest AKTAprime (rys. 3.9). Jest to kompaktowy zestaw, nalezacy do
rodziny chromatografow AKTA, w sklad ktorego wchodza integralnie zwiazane: pompa,
monitor UV, monitor konduktywnosci, kolektor frakcji, oraz opcjonalnie monitor pH-
metryczny. W odroznieniu od zestawu GradiFrac, AKTAprime umozliwia nanoszenie
probki na kolumng w sposdéb automatyczny z wykorzystaniem elektromagnetycznie
sterowanego zaworu iniekcyjnego lub pompy systemowej. Przebieg procesu chromatografii
rejestrowany jest w pamigci systemu i po zakonczeniu pracy dane moga by¢ wyprowadzone

do rejestratora Rec-112 lub do pamigci komputera.

Rys. 3.9.

AKTAprime - zautomatyzowany system
chromatografii niskoci$nieniowej. W sktad
zestawu wchodza:

1 - pompa

2 - kontroler chromatografii z wy§wietlaczem

3 - kolektor frakceji

4 - detektor UV i konduktometryczny

5 - automatyczny zawor iniekcyjny

6 - zawor wyboru buforu

7 - mikser

W  Tabeli 3.4. zebrane sa
najwazniejsze parametry charakteryzujace oba systemy z uwzglednieniem opcjonalnych
wyboréw pomp oraz rodzajow detekcji. GradiFrac pozwala na przygotowanie i zapamigtanie
10-ciu programéw chromatograficznych, skladajacych si¢ maksymalnie z 50-ciu krokow
kazdy. Natomiast AKTAprime umozliwia zapamietanie 40 programéw chromatograficznych,
a ponadto posiada zachowane w pamigci typowe programy przeznaczone dla poszczegolnych
technik chromatografii.

Chociaz poszczeg6élne odcinki programowanych zmian stgzenia skladnikow eluenta
realizowane sa w sposob liniowy, to zastosowanie wielu punktow tamiacych (krokéw)
pozwala uzyska¢ praktycznie dowolny ksztalt gradientu. Mozliwo$¢ zaprogramowania

warunkow, przy ktorych zbierane maja by¢ frakcje (szybko$¢ narastania 1 spadku piku oraz
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wartosci progowe) pozwala na efektywne wykorzystanie kolektora frakcji do zbierania tylko
interesujacego nas materiatu. Pompa perystaltyczna P-1, stanowigca standardowe
wyposazenie systemu GradiFrac, nie jest w stanie zabezpieczy¢ wystarczajaco wysokich
przeptywéw 1 ci$nien niezbgdnych przy pracy z kolumnami o duzych objgtosciach.
Niedogodno$¢ t¢ mozna wyeliminowa¢ wybierajac pompe ttokowa P-50. Pompa ta ma
dodatkowo wbudowany system redukcji pulsacji ci$nienia, co wptywa bardzo pozytywnie na
zywotno$¢ zt6z wypelniajacych kolumny. System AKTAprime wyposazony jest w pompe
nowej konstrukcji - o znacznie lepszych osiagach niz te, ktore charakteryzuja pompg P-50,
umozliwiajaca petna kontrolg limitu ci$nienia. Rozwiazanie to zapobiega przypadkowemu
zniszczeniu kolumny. Zastosowanie spektrofotometru Ultrospec 2000 jako detektora UV
pozwala w obu systemach na §ledzenie zmian ggstosci optycznej w zakresie 190 - 1100 nm,
przy mozliwo$ci zastosowania do detekcji jednocze$nie wielu dlugosci fali, tak w zakresie

ultrafioletu, jak i w zakresie widzialnym i bliskiej podczerwieni.

Tabela 3.4.

Zestawienie najwazniejszych parametréw systemOéw chromatografii niskoci$nieniowej GradiFrac oraz
AKTAprime. Dane zaczerpnigte z katalogéw firmy Amersham Pharmacia Biotech na rok 1999 i 2000.

Parametr GradiFrac AKTAprime
Pompa P-1, 0,01 — 8,3 ml/min, 0,2 MPa 0,1 — 50,0 ml/min, 1,0 MPa,
P-50, 0,1 - 49,9 ml/min, 0,5 MPa + kontrola limitu ci$nienia
Formowanie gradientu | dwu lub trojsktadnikowy gradient, mieszanie w dwusktadnikowy gradient,
mikserze 0,6 ml lub 6 ml mieszanie w mikserze M-925
Ladowanie probki manualny zaw6r IV-7 z petlami lub z Automatyczny zawor z petlami lub z
superpetlami, przy duzych objgtosciach superpetlami, przy duzych objgtosciach
tadowanie pompa systemowa tadowanie probek pompa systemowsa
UV-1+Rec-112 monitor UV (254 i 280 nm, opcjonalnie 214,
Detekcja + rejestracja lub Ultrospec 2000 z komputerem 313, 365, 405, 436, 546 nm) + conduktivity

monitor, rejestracja w pamigci systemu z
mozliwoscia przestania danych do pamigci
komputera lub do rejestratora Rec-112

Detekcja dodatkowa + pH — monitor lub conductivity monitor, monitor pH, rejestracja j.w.,
rejestracja rejestracja w drugim kanale Rec-112 Ultrospec 2000 z komputerem
Zbieranie frakcji GradiFrac - objgtos¢ , czas lub krople, AKTAprime — objetoé¢, automatyczne
mozliwos$¢ zbierania pikow zbieranie pikéw
Kontroler GradiFrac — 10 programéow, 50 krokow w AKTAprime — 40 programéw, system zawiera
chromatografii kazdym programie rébwniez gotowe programy dla poszczegdlnych

technik chromatograficznych
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3.2. Urzadzenia i aparatura w chromatografii wysokocisnieniowej

Cecha charakterystyczna chromatografii niskoci$nieniowej jest relatywnie diugi czas
potrzebny dla przeprowadzenia poprawnej separacji makromolekut. Aby przyspieszy¢ ten
proces wprowadzone zostalty systemy wysokoci$nieniowe — typu HPLC. W systemach tych
osiagnig¢to znaczace skrdcenie czasu potrzebnego do separacji, przy jednoczesnej poprawie
rozdzielczo$ci metod. Niestety, odbylo si¢ to kosztem znacznego zmniejszenia rozmiarow
kolumn, co spowodowato redukcje ilosci materiatu rozdzielanego w trakcie jednego cyklu
separacji. Wprowadzenie systeméw Srednioci$nieniowych — typu FPLC, pozwolito potaczy¢
w jednym wszystkie zalety innych systemow. Systemy takie oferuja mozliwos¢ szybkiej
separacji makromolekut z bardzo dobra rozdzielczoscia, przy zachowaniu duzej pojemnosci
kolumn chromatograficznych. Odbyto si¢ to dzigki postgpowi dokonanemu w technologii
wytwarzania nowych zt6z. Okazalo sig, Ze mozna wytworzy¢ zloza odporne mechanicznie,
a jednoczes$nie stawiajace znacznie mniejsze opory przeplywu niz zloza stosowane
dotychczas w systemach HPLC. Kolejne lata dostarczyly nowych zt6z, mogacych spetnic
wszystkie wymagania stawiane im zarowno w systemach HPLC, jak 1 FPLC. W tabeli 3.5.

zestawione sg podstawowe parametry roznych systemow chromatograficznych.

Tabela 3.5.

Poréwnanie parametrow réznych wysokocisnieniowych systemow chromatograficznych. Dane zaczerpnigte
z aktualnego (2000 r.) katalogu firmy Amersham Pharmacia Biotech.

Zakres Rechro-
System Liczba | Liczba | Cisnienie | predkosci Detekcja matografia / Auto-
pomp | zaworéw max przeptywu kolektor frakcji | sampler
(MPa) (ml/min)
UV - filtry
FPLC — Basic 2 1 4 0,17 - 8,33 3 filtry, nie / tak nie
pH
UV - filtry
FPLC - Automated 2 8 4 0,17 - 8,33 3 filtry, nie / tak nie
pH, konduktywnosé
UV - filtry
AKTAFPLC 2 9 5 0,05 — 20,0 7 filtrow, tak / tak nie
konduktywnos¢,
pH - opcjonalnie
UV — ciagle*,
AKTAbasic 100 2 2 10 0,01 —100,0 | 3 diugosci fali nie / tak nie
mierzone
jednocze$nie
UV — ciagle*,
AKTAexplorer 100 2 10 10 0,01 — 100,0 3 diugosci fali tak / tak nie
mierzone
jednoczesnie,
pH,
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konduktywnosé

c.d. tabeli 3.5. Zakres Rechro-
Liczba | Liczba | Cisnienie | predkosci Detekcja matografia / Auto-

System pomp | zaworow max przeptywu kolektor frakcji | sampler
(MPa) (ml/min)

UV — ciagle*,
AKTAbasic 10 2 2 25 0,001 -10,0 | 3 dhugosci fali nie / tak tak
mierzone
jednocze$nie
UV — ciagle*,
AKTAexplorer 10 2 10 25 0,001 —10,0 | 3 dhugosci fali tak / tak tak
mierzone
jednoczesnie,
pH,
konduktywno$¢
UV — ciagle*,
AKTApurifier 2 6 25 0,001 -10,0 3 dhugosci fali nie / tak tak
mierzone
jednoczesnie,
pH,
konduktywno$¢
UV — ciagle*,
SmartSystem 2 4 18 0,01 -2,0 3 dhugosci fali nie / tak tak
mierzone
jednoczesnie,
konduktywno$é

/* - zakres dtugosci fali: 190-700 nm dla systemu AKTA i 190-600 nm dla SmartSystemu

W odréznieniu od nazwy HPLC, powszechnie uzywanej przez wszystkich producentéw
chromatograféw cieczowych, nazwa FPLC stanowi wilasno$¢ firmy Amersham Pharmacia
Biotech 1 uzywana jest dla okreslenia grupy systeméw Srednioci$nieniowych, specjalnie
zaprojektowanych do prac z biomolekutami.

Jak tatwo zauwazy¢, systemy zgrupowane w tabeli 3.5. r6znia si¢ wieloma parametrami.
Wspolna ich cecha jest to, ze pompy zdolne sa do wymuszania przeptywoéw dzigki cisnieniu
znacznie przewyzszajacemu 0,5 MPa. Zainteresowani moga dokona¢ wyboru miedzy
tanszymi systemami manualnymi (np. FPLC- Basic) 1 drozszymi, zautomatyzowanymi
systemami (np. FPLC-Automated) znacznie utatwiajacymi pracg. Im wigcej zaworéw moze
by¢ sterowanych przez system tym bardziej rozbudowane moga by¢ programy
chromatograficzne. Ponizej zaprezentowane i krotko omoéwione sa poszczeg6lne systemy.

Oprocz prezentowanego na rysunku 3.9. podstawowego systemu FPLC dostgpna jest
bardziej zaawansowana technicznie jego forma w wersji zautomatyzowanej (FPLC-
Automated). Wersja ta oparta jest na tych samych pompach P-500. Jest wyposazona jednak
w inny kontroler chromatografii (LCC-501 Plus), umozliwiajacy komunikacje z komputerem
1 sterowanie systemem tak z poziomu kontrolera chromatografii jak i z poziomu programu
komputerowego UNICORN. Zestaw automatyczny posiada w wersji standardowej dwa
automatyczne zawory MV-8, umozliwiajace dowolne komponowanie sktadu solwentow w

tra-kcie procesu separacji. System manualny moze wykorzystywa¢ w tym celu manualne
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zawory V-8, ktore pozwalaja na recznie sterowany wybor sktadu solwentow.

- -

Rys. 3.10.

System FPLC-Basic byl przez wiele
lat podstawowym zestawem chroma-
tografii cieczowej stosowanym do
separacji biomolekut. W sklad zesta-
wu wchodza:

1 - GP-250 Plus - kontroler

2 - P-500 - pompy

3 - UV-1 - detektor

4 — Rec-112 - rejestrator x-t

5 - mikser 0,6 ml

6 - V-7 - zawor iniekcyjny

7 - Frac 100 - kolektor frakcji

Naniesienie probki na kolumng odbywa si¢ automatycznie (MV-7) lub recznie (V-7), w
zalezno$ci od systemu. Oba zestawy umozliwiaja zbieranie wybranych pikéw
chromatograficznych przez kolektor frakcji sterowany sygnatem z detektora. Operacja ta
wykonywana jest przy pomocy elektromagnetycznego zaworu PSV-50. Zastosowanie
kolejnych dwoch zaworow MV-8 lub V-8 (w zaleznosci od wersji systemu) umozliwia
automatyczny lub manualny wybor kolumny, a zastosowanie kolejnego zaworu pozwala
dokonywa¢ zmiany kierunku przeptywu solwentu przez kolumng, bez koniecznosci

rozlaczania kapilar.

Rys. 3.11.

AKTAFPLC jest nastepca systemu
FPLC, stanowiac jednocze$nie natu-
ralne potaczenie z nowo wprowadzona
rodzing systemow AKTA.

W sktad zestawu wchodza:

1 - P-920 - pompa

2 - UPC-900 - monitor UV, kondu-
ktometryczny i pH-metryczny

3 - Frac-901 - kolektor frakcji

System sterowany i nadzorowany jest
z poziomu programu komputerowego
UNICORN
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Kontynuatorem tradycji systeméw FPLC jest nowy chromatograf AKTAFpLC.
Chromatograf ten posiada wszystkie zalety swych poprzednikéw, w tym minimalizujace
pulsacj¢ pompy typu ttokowego, bedac jednoczesnie w pelni automatycznym systemem.
System AKTAFrPLc umozliwia szybki i efektywny dobor kolumn i buforéw (ang. scouting)
odpowiednich dla separowanych molekut, a praca w $rodowisku programu UNICORN
pozwala na wprowadzenie dodatkowych funkcji, nieobecnych w tradycyjnych systemach
FPLC, w tym automatyczna rechromatografi¢ wybranych pikéw. Ta ostatnia funkcja,
w analogii do elektroforezy dwuwymiarowej (2D), nazywa si¢ chromatografia
dwuwymiarowa. Warto rowniez zwroci¢ uwage na znacznie lepsze parametry pomp (patrz
tabela 3.5.). Maksymalne ci$nienie pracy wzrosto do 5 MPa, a zakres predkosci przeptywu
wzrost znacznie zarbwno w zakresie najnizszych (z 0,17 do 0,05 ml/min) jak i1 najwyzszych
przeptywéw (z 8,33 ml/min do 20 ml/min).

Kolejnym reprezentantem rodziny AKTA jest system AKTAbasic. Zestaw ten moze by¢é
skompletowany w dwoch wersjach, rézniacych si¢ wydajnoscia pomp i ich maksymalnym
ci$nieniem. Wybor pompy P-901 pozwala pracowaé przy przeptywie do 100 ml/min i
maksymalnym cisnieniu 10 MPa. W drugiej wersji, pompa P-903 pozwala pracowaé przy
ci$nieniu do 25 MPa przy przeptywie do 10 ml/min.

Rys. 3.12.

Zestaw chromatograficzny AKTAbasic jest najpro-
stszym  systemem umozliwiajacym  wykonanie
podstawowych zadan chromatograficznych. W sktad
zestawu wchodza:

1 - pompa serii P-900

2 - detektor UV-900

Opcjonalnie system mozna wyposazonych w kolektor
frakcji Frac-901 oraz autosampler A-900. Catos¢
kontrolowana jest przez program komputerowy
UNICORN.

System AKTAbasic moze wspotpracowaé z kolektorem frakcji Frac-901 oraz
z autosamplerem A-900. Zastosowanie autosamplera pozwala zautomatyzowaé proces

zadawania probek.
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Bardziej rozbudowanym systemem chromatograficznym jest zestaw AKTApurifier,
standardowo wyposazony w dodatkowe detektory: konduktometryczny i pH-metryczny.
System zostat przewidziany do prac zwiazanych z oczyszczaniem 1 analiza peptydoéw oraz
kwasow nukleinowych. Zarzadzajacy i kontrolujacy dziatanie zestawu program UNICORN
dostarcza unikalnej mozliwosci sekwencyjnej analizy badanej probki z zastosowaniem
szeregu kolumn chromatograficznych pracujacych w roéznych, z goéry zdefiniowanych
warunkach (ang. scouting). Takie podejScie bardzo utatwia optymalizacje metody separacji
makromolekut, co z kolei znacznie przyspiesza i upraszcza proces analizy wybranych
materialdéw i oczyszczania interesujacych nas molekul. System AKTApurifier, podobnie jak
AKTAbasic, istnie¢ w dwoch wersjach, zaleznie od rodzaju pompy. Moze wspolpracowaé z

kolektorem frakcji Frac-901 oraz z autosamplerem A-900.

Rys. 3.13.

System AKTApurifier z autosamplerem.

W sktad zestawu wchodza:

1 - pompa serii P-900

2 - detektor UV-900

3 - detektor pH/C-900

4 - autosampler A-900

System mozna wyposazy¢é w kolektor frakcji Frac-901.
Catos¢ kontrolowana jest przez program komputerowy
UNICORN.

Ostatnim zestawem w serii AKTA jest AKTAexplorer. Zestaw ten moze byé rowniez
skonfigurowany jako AKTAexplorer 10 lub AKTAexplorer 100, w zaleznoéci od rodzaju
wybranej pompy. System moze by¢ z powodzeniem stosowany do prac tak laboratoryjnych,
jak 1 potprzemystowych w dziedzinie oczyszczania biatek, peptydow, kwasow nukleinowych

oraz innych molekul aktywnych biologicznie.
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Rys. 3.14.

Chromatograf cieczowy AKTAexplorer.

W sktad zestawu wchodza:

1 - pompa serii P-900

2 - detektor UV-900

3 - detektor pH/C-900

4 - uchylne drzwi, zamykajace system pomp i detektorow,
stluzace jako miejsce montazu zawordéw oraz kolumn.
Zestaw moze wspolpracowaé z kolektorem frakceji
Frac-901. Nie jest przewidziany do wspolpracy z auto-
samplerem, ale posiada wbudowana namiastk¢ tego
urzadzenia, pozwalajaca na automatyczne pobieranie
probek z szesciu probowek. Nanoszenie probek na
kolumng moze by¢ realizowane manualnie, przy pomocy
strzykawki i zaworu iniekcyjnego, lub automatycznie przy
pomocy pompy perystaltycznej lub pompy systemowe;.

Mozliwoéci zestawu AKTAexplorer, cho¢ nie sa prosta suma mozliwosci poprzednio
opisanych systemow, to jednak pozwalaja wykona¢ dowolny rodzaj chromatografii cieczowe;j
z uwzglednieniem wczesniej przedstawionych wilasciwosci. Zestaw ten, oprocz mozliwosci
optymalizacji procesu rozdzialu, pozwala na automatyczne przygotowanie buforéw (ang.
buffer prep) i utrzymywanie stalej wartosci pH solwentow. Mozliwos¢ automatycznego
przeniesienia wybranego piku chromatograficznego z wyjsécia jednej kolumny na wejscie
drugiej pozwala na realizacj¢ chromatografii wielowymiarowej. Zastosowanie dodatkowego
zaworu, umozliwiajacego zmiang kierunku przeptywu solwentow, pozwala na tatwa instalacje
kolumn typu STREAMLINE, pracujacych w warunkach ekspansji ztoza. Metoda ta, opisana
w rozdziale 5, znacznie przyspiesza proces oczyszczania rekombinowanych bialek z
zawiesiny hodowli komorkowe;.

Wszystkie wyzej opisane systemy chromatografii cieczowej sa zarzadzane z poziomu
komputera, z wykorzystaniem programu UNICORN. Program ten sprawuje petna kontrolg
nad systemem w czasie jego pracy (ang. real-time control) oraz gromadzi dane z detektorow i
pozwala na ich dalsza obrobke (ang. data collection and evaluation). Na ekranie monitora
ukazuja si¢ wszystkie dane, wybrane przez operatora, odzwierciedlajace przebieg procesu
separacji oraz aktualne drogi przeptywu solwentu w systemie. Takie rozwiazanie upraszcza
kontrolg nad systemem. Przygotowanie nowego programu chromatograficznego jest bardzo

fatwe 1 moze by¢ w calo$ci tworzone przez uzytkownika. Moze by¢ rowniez oparte na
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gotowych modutach programowych. W programie dostepna jest biblioteka gotowych kolumn
chromatograficznych, co bardzo upraszcza przygotowanie programu chromatografii.
Biblioteka ta zawiera wszystkie dane dotyczace parametrow kolumn i w miar¢ potrzeb moze
by¢ uzupekniana o nowe kolumny. Funkcja WATCH, realizowana przez UNICORN, pozwala
na wykonanie przez system okreslonego zadania, gdy tylko informacja docierajaca z
detektorow jest zgodna z wcze$niej zaprogramowanym wzorcem. Funkcja ta pozwala na
wykonywanie wczesniej wspomnianej chromatografii wielokierunkowej. Stosowanie tego
samego programu dla réznych systemow znacznie upraszcza problem skalowania procesu
chromatografii, to jest przejscia od skali analitycznej do mikropreparatywnej i dalej, poprzez
skalg preparatywna do skali przemystowej (ang. process scale). Program UNICORN moze
jednoczes$nie zarzadza¢ az czterema réznymi systemami chromatograficznymi, a dostgp do
systemow 1 zgromadzonych danych jest limitowany zgodnie z przyj¢ta w danym laboratorium
hierarchia, co zabezpiecza przed niepozadanym dostgpem osOb postronnych i umozliwia
osobie nadzorujacej peina kontrolg nad systemami i operatorami. Program generuje raport o
stanie systemu chromatograficznego zgodnie z wymaganiami GLP (ang. good laboratory
practice) oraz raport z aktywnosci systemu i operatora (ang. log book).

SmartSystem jest odrgbnym systemem chromatograficznym, ktéory zostal
zaprojektowany specjalnie do prac zwiazanych z izolowaniem i analiza makromolekul w skali
mikro. Jako przyktadowe zastosowanie wymienia si¢ izolowanie receptorow btonowych z
neuronéw pochodzacych z pojedynczego embrionu kurczaka. Niemniej spektakularna jest
analiza sktadu tzy ludzkiej czy ptynu mézgowo-rdzeniowego (3). Do analizy wystarczyto 0,75
pl tzy (filtracja zelowa) lub 20 pl ptynu mézgowo-rdzeniowego (chromatografia odwroconej

fazy).

Rys. 3. 15.

Zestaw SmartSystem przewidziany do prac w
skali mikro. W sktad systemu wchodza:

1 - WPrecision Pump

2 - pPeak Monitor

3 - pFraction Collector

4 - Przedziat dla kolumn PC
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Nalezy w tym miejscu zwroci¢ uwage na rzecz stosunkowo rzadko zauwazang. Firmy
produkujace zarowno systemy, jak i kolumny z wypelieniami, dopracowaly do perfekcji
wzajemne uwarunkowania systeméw 1 kolumn. Efekt osiagany we wspdlpracy systemu
z przeznaczonymi dla niego kolumnami jest trudny do osiagnigcia w przypadku mieszanego
pochodzenia systeméw 1 kolumn. Przykladem tego moze by¢ SmartSystem oraz
przeznaczone dla niego kolumny serii PC (precision columns). Wyeliminowanie objgtosci
martwej] w tym systemie do poziomu 100 pl pozwala osiagna¢ niespotykana w innych
zestawach rozdzielczo$§¢ metod chromatograficznych. SmartSystem posiada jeszcze jedna
unikalna cechg. Mozna zbiera¢ frakcje w objetosciach od 5 ul do 2 ml. Potaczenie niezwykle
matej wartosci objetosci martwej z mozliwo$cia zbierania bardzo matych frakcji ma

decydujace znaczenie w zastosowaniach preparatywnych w skali mikro.
3.3. Urzadzenia i aparatura stosowane w chromatografii przemystowej
Zastosowanie chromatografii cieczowej w przemysle wymaga osobnego osprzetu

1 specjalnie projektowanych systeméw. Cecha charakterystyczna chromatografii przemystowe;

jest bardzo duza objetos¢ kolumn (litry) oraz duze przeptywy objgtosciowe (litry/min).

Rys. 3.16.
Przyktadowe kolumny stosowane do adsorpcyjnej chromatografii cieczowej i filtracji zelowej na skalg

przemystowa. A - rodzina szklanych kolumn o zmiennej objgtosci (objgtos¢ maksymalna 2-90 1), B - stalowe
kolumny segmentowe o ustalonej objgtosci (objgtos¢ segmentu 16 1).
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Istnieje jednak duze podobienstwo rozwiazan technicznych 1 koncepcyjnych
chromatografii w skali przemystowej i w skali laboratoryjnej. Co wigcej, podobienstwo to jest
wykorzystywane do skalowania procesow. W poczatkowej fazie prac nad technologia
oczyszczania wybranej makromolekuty stosuje si¢ techniki chromatograficzne w skali
laboratoryjnej. Na kolumng nanosi si¢ wyjsciowa substancj¢ w ilosci pojedynczych
mikrogramow. Po zoptymalizowaniu procesu przechodzi si¢ do skali preparatywnej, gdzie na
kolumng nanoszony jest materiat w ilosci miligramow lub graméw. W skali przemystowej na
kolumng nanosi si¢ materiat w ilosci wielu kilograméw. Sukces skalowania procesu
chromatografii zalezy w pierwszym rzedzie od mozliwosci zastosowania tych samych, badz
korespondujacych wypehien kolumn. Bardzo wazne jest jednak, aby systemy analityczne,
preparatywne 1 przemystowe zachowywaty proporcjonalnos¢ przeptywdéw 1 cisnien. Oba
powyzsze warunki spetnione sa catkowicie tylko wtedy, gdy caly proces technologiczny
przygotowywany jest z zastosowaniem systemOow 1 wypehlien kolumn pochodzacych od

jednego producenta.

Rys. 3.17.

Kompletny zestaw chromatografii przemystowej przygotowany zgodnie z zapotrzebowaniem konkretnego
odbiorcy. W sktad zestawu wchodza:

1 - kontroler chromatografii z wbudowanym uktadem detektoréw oraz integratorem

2 - szklana kolumna chromatograficzna wypetniona ztozem o odpowiednich wtasciwosciach

3 - system zaworow i drendow doprowadzajacych solwenty do odpowiednich elementéw uktadu

4 - wysokowydajna pompa chromatograficzna

5 - naczynia zawierajace solwenty i rozdzielany materiat.

35



Zarébwno systemy, jak 1 kolumny stuzace chromatografii przemystowej musza speiniaé
szczegdlne wymagania w zakresie sterylnosci i czystosci pracy. Konstrukcja zestawu oraz
zastosowane materialy musza umozliwia¢ sanityzacje w miejscu pracy (ang. clean in place -
CIP) bez zbgdnych czynno$ci ich demontazu. Wspodiczesne kolumny chromatograficzne,
przewidziane dla zastosowan przemystowych, moga by¢ réwniez wypekniane odpowiednimi
ztozami (i oprézniane) w miejscu pracy bez demontazu. Rozwiazanie takie znacznie

upraszcza proces technologiczny oczyszczania biomolekut.
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